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NOTACION

dpm
dTTP
EDTA
$X174 RF
GH

h

HRE
hsp

Kb
kDa
Knm

LH
McOH
mgP

mmo!

Acido desoxirribonucleico
ADN complementario

M fosfato de ad ina ciclico

Acido ribonucleico

ARN meansajero

Curie

S*-trifosfz de 2°-d iadenosina

S*-trifosfato de 2°-desoxici

Agua destilada desionizada

S’-trifosf: de 2°-d.

Dihidrotestosterona
Desintegraciones por minuto
5°-trifosfato de 2'-desoxitimidina
Acido etilendiaminotetracético
Fago

Glandula Harderiana

hora

Elementos de respuesta hormonal
Proteinas de choque térmico
Kilobases

Kilodalton

Constante de Michaclis
Hormona luteinizante

Metano!

miligramo de proteina

milimota



NADPH Di teotido de nicoti ida-fosfi

en su forma reducida

pb parcs de bases

PCR R i6n en cad de la poli asa
pmol picomola

pm Revoluciones por minuto

RT Transcriptasa reversa

SDS Dodecil sulfato de sodio

SHBG Globulina transportadora de hormonas sexuales
SS1 Solucion salina isoténica

T Testosterona

TC Trs citrato

TE Tris EDTA

T-H Testosterona tritiada

Vmax

Velocidad maxima de la reaccion



CAFITULO

UNO

INTRODUCCION

La glandula de Harder (GH) es una sra tubuloal lar de | lizacion retro-orbital, que se

encucntra presente cn la mayoria de vertebrados terrestres. Las secreciones producidas por este organo
varian entre los diferentes grupos de vertebrados y sus celulas epiteliales poscen granulos o vacuolas
cuyo contenido puede ser mucoso, seroso o lipidico Los productos principales de la Gil en los
roedores son. lipidos, porfirinas ¢ indolaminas Se¢ ha observado que 1a glandula de Harder tiene una
inervacion autonoma rica y se han identificado en clla varios neuropéptidos Su control, tanto a nive!

estructural como de sintesis. se efectiia a través de una vaniedad de compuestos hormonales, entre los

que se incluyen la mel i hor 8 dales, tiroideas y de la pituitaria
En los roedores las hormonas gonadales mas impornantes que cjercen influencia sobre la glandula son

{os androgenos y en varias especics estudiadas se ha descrito la presencia de receptores intracelulares

para estas hormonas.



El principal androgeno sccretado por el testiculo cs la testosterona (T) y es la anica hormona de
naturaleza esteroidal quc al Hlegar a su drgano blanco sc metaboliza, para dar lugar a un cotmpuesto de
mayor potencia biologica 1a Sa-dihidrotestosterona (DHT) Esta transformacion es mediada por la Sa-
esteroide reductasa, la cual es una enzima de localizacion microsomal y que requicre NADPH como
cofactor

Aunque T y DHT sc unen a un mismo receptos, se ha observado que el complcjo T-receptor tiene una
velocidad de disociacion mayor que la del complejo DHT-receptor  Este Gltimo es mas cficiente para

activar procesos transcripcionales y puede regular genes especificos que no son activados por T

Consec la for de DHT puede jugar dos papeles en la accion de los androgenos uno,

es la potenciacion de la actividad androgenica y el otro es la regulacion de algunos genes especificos
Ya que la formacion de la DHT a nivel celular representa un proceso importante en la actividad de los

androgenos, en cl presente trabajo se mnvestigo la presencia y las caracteristicas de la Sa-esteroide

reductasa en 1a glandula de Harder de la rata



HIPOTESIS
La glandula Flardenana de la rata tiene la capacidad de boli la a Sa-
dihidr ona ( bolito de mayor potencia andrégenica) dado que posec la

actividad de la Sa-esteroide reductasa



[P

OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar la actividad dc la enzima Sa-esteroide reductasa en {a glindula
Harderiana de l1a rata.

1.1 OBJETIVOS PARTICULARES,

Estudiar la actividad de la Sz-csteroide reductasa a diferentes pHs en la glandula Harderiana
de la rata.

Estudiar la actividad dec la Sa-esteroide reductasa de la glandula Harderiana de la rata con
diferentes concentraciones de sustrato ( ona) y sus cincticas

(Km y Vmax)

Estudiar 1a actividad de la Sa-esteroide reductasa en presencia de diferentes concentraciones
de NADPH

Dcterminar {a expresion del ARNm de la Sa-csteroide reductasa usando técnicas de
hibridacion molecular




CAFtTULO

DOS

GLANDULA HARDERIANA

2.1 Introduccion

La glanduta Harderiana es una estructura tubuloalveolar que sc localiza en la 6tbita ocular Esta

glandula sc encuentra en todos los grupos de vertebrados terrestres los anfibios anuros, reptiles. aves y

mamiferos  Existen algunos mamifcros en las cuales no sc ha observado, csto es, en murciélagos,

vacas, caballos, camivoros terrestres y primates superiores  Entre ostos Gltimos csta e hombre, aunque
sc ha reportado que s¢ encucntra coOmo una estructura embnionaria transitoria (Loewenthal. 1910) y
hay algunos reportes en los cuales se informa de su presencia en adultos (Giacomini, 1887, Fleischer,

1907) sin embargo. estas observaciones en el hombre tanto en la etapa embrionaria como de adulto no

han sido reconfirmadas a la fecha



2.2 Glindula de Harder

La glandula Harderiana fue descrita inicialmente en 1694 por Johann Jacob Harder, quien la observo en
el venado y la reportd como una “glarxdula nova lachrymalis®.

Estudios mas recicntes sobre la glindula Harderiana la describen como una estructura unitania, que sc
encuentra firmemente adherida a la parte media de la orbita ocular y su ducto normalmente abre sobre

la superficic de la brana nicti Esto distingue a la glandula Harderiana de las glandulas

brana nicti que son tipi racimos de tejido glandular

lagrimales y dc la glandula de la

dentro de la membrana nictitante La glandula Harderiana s frecuentemente muy grande y en algunos
casos mas grandc que ol globo ocular

Las funciones que se le atnbuyen a esta glandula son muy diversas, entre estas se encucntran la de ser
un sitio de respucsta inmune, ser una tuente de lipidos termorreguladores, ser una fuente de feromonas,
ser un organo fotoprotector y ser parte de un eje entre la retina y la pineal.

La glandula Hardenana ha sido estudiada ampliamente en roedores y se han establecido en este grupa
patroncs caracteristicos de la biologia de esta glandula Asi, se ha observado que tiene altas
concentraciones de porfirinas, especialmente en los roedores hembras (Spike et al, 1992). que
almacena una mezcla de lipidos poco usual en otros tejidos (Seyama et al , 1992), que sintetiza
melatonina (Bubenick et al.1976) y en algunas especies presenta un marcado dimorfismo sexual. tanto

a nivel morfologico como bioquimico (Payne, 1993)



2.3 Gldndula Harderiana de la rata.

La glandula Harderiana de la mata se localiza dentro de la orbita ocular. La glandula consiste de dos
porciones un lébulo pequedo que ocupa la porcion superior de la cuenca del ojo y un Idbulo mas
grande y difuso que ocupa el piso de la cavidad optica (Fig 1) Como no existe una diferencia
histologica marcada entre estos dos labulos, se les puede considerar como una entidad danica La
glandutla Harderiana de la rata se caractenza por producir porfirinas, las cuales se acumulan dentro d=l
lumen glandular y se ha descrito que la glandula sintetiza ademds una porfirina tricarboxilada &
Harderoportinina caracteristica de esta especie (Kennedy, 1970)

La funcion de la glandula no se ha esclarecido, pero se le considera como una fuente de lubricacion y

proteccion para la comea v la nasofaringe

FIGURA. 1 a) Esquoma de localiznaon de by glanduls de Harder de La m@a (
4

GH), gldanctula extraortaial cxtemna (g 0 ¢).
) tmt), ie (s.0), infenor oblicuo (1L.0). 1b)
Glandula Hardenana de 1a ran

-



2.3.1 Histolvgria.

La morfologia basica de la glandula Harderiana de rata s la de una tipica glandula exocrina con
alvéalos quc desembocan a tubulos Las porciones terminales de la glandula estan compuestos por
alvéolos scparados por pequedias cantidades de tgido conectivo localizado en el intersticio de la

glandula, estos alvéolos esthn alincados con celulas acinares Cada alvéolo conticne uno © dos tipos de

p de mic

Existen dos tipos de cdulas secretoras (tipo A y B) que comprenden e cpitclio glundular (Kanwar,

mucntras que o tipo B contiene

1960). Las cdlulas tipo A H grandes va las en cl citopls
vacuolas pequciias inmwersas en un abundante citoplasma intervacuolar de naturaleza basofibca

El nimeso y tamaio de vacuolas ¢s mayor en las celulas tipo A y estas células son mas numerosas que
las células tipo B en la mayona de las porcones termrunades de {a glandula

Se ha observado la presencia de pigmento en el lamen plandular, pero no se ha abservado dentro del
epitelio glandular Este pigmento consiste en su mayoria de porfinnas, debido a su fhiorescencia rojiza
(Derric y Turchini, 1924) y a sus camcieristicas quirmcas (Kennedy, 1970)

A nivel ultiestructural, las células glandulares epitcliales son de forma prramidal y se extienden de la
membrana basal al lamen de una unidad secretora individua! (Kelenyi y Orban, 1964) Su nucleo esta

1 lizado L ] y frea se observa un solo nucieolo. En el epitelio glandular no se han

encontrado figuras mitéticas ni células binucleadas y en el apice de las células estan presentes

microvellocidades.



2.3.2 Tejido conectivo intersticial

El tgjido conectivo intersticial de la glindula Harderiana contiene vasos sanguincos pequefios,

fibroblastos, mclanocitos y células ccbadas Ademas se han F y

cosindfilos en ef tejido conectivo de Ia glaindula (Brownscheidle y Nicewenhuis, 1978)

2.3.3 Productos de secrecidn

2.3.3.1 Lipidos
La glindula Harderiana de rata sccrcta principalmente lipidos Se han hecho estudios citologicos e

histoquimicos que demuestran que las vacuolas dentro del citoplasma de las células secretoras

contienen varios tipos de lipidos tales como grasas insaturadas, fosfolipid de col ol y

lipidos neutros o triglicérnidos (Kanwar, 1960).

2.3.3.2 Porfirinas
Los primeros investigadores cn descubrir {a presencia de porfirinas, debido a la auto-fluorescencia de la
glandula de Harder bajo luz ultravioleta, fueron Darrien y Turchini en 1924, Posteriormente fuc

verificada quimi la pri ia de porfirinas en este tcjido por Strong en 1942 Kennedy en 1970

aislo y caracterizo una nucva porfirina en la glandula de Harder de rata, la cual fue nombrada Hardero-

porfirina



La glindula de tlarder tiene todo el si i i para la fc i6n de porfirinas, siendo la

protoporfirina IX la que se a ©n mayor po 1 ida por la coproporfirina Il y la
porfirina tricarboxilica o Harderoporfinina (Tomio y Gri in, 1968) La 3 limi en la ruta
biosintetica de las porfirinas cs la S-aminolevulinato sintetasa (5-ALA si ). la cual es inhibida por
lap ia de protohemina IX

A la mayoria de las porfirinas se les incorporan iones metalicos que al unirse a proteinas especificas dan

como producto h lobina y mioglobi sin embargo en la glandula dec Harder las porfirinas no

tienen iones metalicos, esto sc atribuye a que en este tejido no existen enzimas que incorporan los
metales a las porfirinas, como la ferroquelatasa  En la glandula Harderiana sc acumulan las porfirinas
principalmente en cl lumen alveolar y esta acumulacion sc puede explicar como una sobreproduccian
de porfininas ya que este tejido no tiene protohemina IX (inhibidor de & ALA sintetasa)

Se ha considerado que las porfirinas de la glandula Hardenana, sirven como fototransductores

(Wetterberg et al; 1970)

2.3.3.3 Meclatonina

La pr ia de 1 ina en la glandula Harderiana de rata fue indi pri

P por

Vlahakes y Wurniman en 1972, quienes investigaron las propicedades de la hidroxiindol-o-metil

transfernsa  (HIOMT) presente cn este Oorgano. En 1976 Bubenick y cols lograron identificar

directamente a la melatonina en este tejido.

Estud inm itoquimicos han r lado la i ia de 1 i en las células acinares
secretoras de Ja glindula Harderiana en ratas, hamster y ratones (Vivien-Roels ¢t al., 1981) En otros

estudios inmunocitoquimicos (Bubenik et al.. 1976) se encontro que Ia cantidad de melatonina en la

10




glandula de Harder de rata cra mas aha durante la fasc de oscuridad que durante cf dia, en 1985,

i "

Hoffman y cols obtuvicron resultados similares o 1a

radioinmunocnsayos La funcién de la melatonina en la glandula lHarderiana no se sabe con certeza,

e

por fc iodos (Buzzell et al, 1990)

P

pero se ha observado que su 10N esta infly

ademis, las diferentes idades de mel ina pr en la glindula estan relacionadas con la

concentracion de  porfirinas cn este tejido (Joo y Kahan; 1975) y sc han observado diferencias sexuales

en el boli de L ina en e h sirio, esto se ha atribuido a las hormonas sexuales,

especialmente a los androgenos (Menendez-Pelacz et al . 1989)

2.4 Glindula Flarderiana y estervides gonadales.

Sec ha observado que las honmonas gonadales cjercen su accidn en la glandula Harderiana, sobre todo

en rocdores. En ratas, la ovarn i d ignificati el ido de porfirinas en la

glandula Harderiana y !a administracion de cstradiol mas progesterona. cjerce un marcado cfecto
estimulatorio en la produccion de porfirinas glandulares en ratas hembras castradas (Ulrich et al .

1974). Sc ha observado también (Shirama et al . 1987) que la administracion de t ona ve

los niveles de porfirinas en la glandula Hardenana, tanto cn ratas machos, como en hembras, indicando
que los androgenos ejercen una regulacion en la sintesis de profirinas en este tejido

En cl hamster, desde 1a década de los 50°s (Christensen y Dam, 1953, Woolley y Worley, 1954, Paule
ct al | 1955) sc observo que existia un marcado dimotfismo sexual en la glindula Harderiana y que la

gonadectomia en los machos provocaba cambios en esta estructura

il



Los esteroides para cjercer su accidn necesitan unirse a receptores intracelulares, formando un

que actia directamentz a nivel de ADN estimulando o inhibiendo la

lejo hor

transcripcién de ciertos genes La g ia de receptores para andr en la glandula Harderniana

de rata fue inicialmenic sugerida por Gustafsson y Pousctte (1975), quicnes d aron unar

ifica de ona- [*H ] en glandulas de ratas castradas, posterionmnente Vilchis et al (1987)

d on la pr ia del r P de androgenos en la glandula Harderiana del hamster tanto en
hembras como en machos y en algunas otras especics como rata, cobayo, concjo y raton (Vilchis et al

1992).

12



CAPtTUI O

TRES

ANDROGENOS

Los andrd son 1écul

de nawraleza lipidica, su

a quimica esta constituida por cuatro
anillos fusionados, tres de los cuales conticnen scis atomos de carbono y el otro restante solo tiene

cinco, ademas tiene dos il gulares, uno entre los  anillos primero y scegundo y el otro entre cf

tercero y el cuarto. De esta manera la molécula esta constituida basicamente por 19 atomos de carbono

¥ dependiendo de los substituyentes quc se encuentren en el primer anilio o en ¢f ultimo sera la potencia

biologica del androgeno (Fig. 2)
La testosterona (T) es ¢! androgeno circulante biologicamente mas activo y es producido en su mayoria

por el testiculo, aunque su formacion por ¢l ovario (Kasc et al, 1961) y la suprarrenal (Binlingmaier ct

al . 1986) ha sido tambieén documentada

En las células de Leydig del intersticio testicular, la sintesis de T se efectiia y puede ocurrir de novo

13
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FIGURA 2 icn de gt acinos El ni entre
indicn la relatnn que cahibe cada  conpucsto. comparada  con

testasteron (100%%)

a partir de acetil coenzima-A o directamente del colesterol almacenado en la célula. o bien, s¢ adquiere
dc la sangre, como lipoproteina de baja densidad. En la rata la fuente pricipal de colesterol para la
sintesis de testosterona se encuentra en la células de Leydig (Morris y Chaikoff ,1959) En la
mitocondria el colesterol pierde su cadena lateral mediante la actividad de la enzima citocromo P-150

scc dando como producto la pregnenolona  Posteriormente, ésta molecula sera transformada a

di

testosterona por una serie de enzimas microsomales (Wilson et al;, 1993). El 1to de la

limi cn la for ion de ona en el testiculo, este

lateral del colesterol representa el paso

< i esta r fado por la hormona lutcinizante (1.H) de ongen hipofisiario, la cual al unirse a

sus receptores membranales especificos estimula la formacion de AMPc. El aumento en la
concentracion de AMPc estimula la actividad de una proteina cinasa (Podesta ¢t al., 1976) y la
activacion de la proteina cinasa de la celulas de Leydig estimula la formacion de testosterona.

14



Una vez sintetizada, [a testosterona cs secretada a la sangre, en donde viaja mayoritariamente unida a

proteinas plasmaticas. La albamina y 1a globulina transportadora de hormonas sexuales ¢ SHBG (por
sus siglas en Inglés Sex Hommone Binding Globutin) son las principales protei acartcadoras de T La

SHBG exhibe alta afinidad por androgenos y estrogenos, tiene un peso molecular de 95 kDa, contiene

cerca de un 30% de carbohidratos y tiene un sitio de union por molécula (Rosner, 1975) Cuando los

androgenos viajan unidos a la SHBG sc ran di

ponibles, tanto para su metabolismo,
como para su actividad, en comparacion con los que viajan libremente (Vermeulen ct al | 1909), por lo
que sc ha propucesto que la funcion de la SHBG ¢s 1a de mantener en circulacion a los esteroides por un

mayor tiempo regulando asi su actividad

La testosterona sintetizada llega al hipotalamo y a la hipofisis, en donde regula la secrecion de la Ll a

traves de de retroali

acion negativa (Pierce y Parsons |, 1981)
Es ampliamente aceptado que, debido a sus caracteristicas lipidicas, la T atraviesa ta membrana celular
por difusion pasiva (Yamamoto, 1985, Quigley ot al. 1995), una vez dentro de la celula blanco la

testosterona es reducida en la posicion cinco dando como producto la Sa-dihidrotestosterona (DHT),

esta 1 ion se efectua medi

la accién de 1a Sa-esteroide reductasa (Fig 3), enzima dependiente de
NADPH (Frederiksen y Wilson, 1971)

oM oH
Sa-Reductasa
NADPH +H NADP® ==
il
]
Testosterona Dinidrotestosterona
FIGURA 3 & lizada por 13 S
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Para cjercer su accion la T y DHT se unen a receptores de naturaleza proteica La union del androgeno
con su receptor induce un cambio conformacional en el receptor que facilita su dimerizacion, su
transporte al nucleo y su interaccion con €l ADN y que culmina en la regulacion de la transcripcion de
genes especificos (Fig. 3)

El receptor de androgenos pertenece a una familia de proteinas nucleares, que funcionan a mancra de
factores de transcripcion ¥y cuya activacion depende de la union a su hormona especifica (Fig 5) En
esta familia se incluye a los receptores para acido retinoico, vitamina D, hormonas tiroideas y hormonas

esteroides (Evans . 1988, French et al | 1990, Mangelsdors et al | 1995)
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La clonacion del gen que codifica para el receptor de androgenos (Lubahn et al | 1988, Chang et al .
1988) ha permitido un mayor conocimiento en la estructura v funcion de esta proteina receptora Asi,
se ha encontrado que ¢! gen del receptor de androgenos, esta localizado en el cromosoma X (en el
humano) muy ccrca del contromero, entre Xqli-Xql2 (Lubahn et al. 1988, Quigley ct al. 1995)
abarcando entre 75 y 90 Kilobases (Kb) del ADN genomico L. region que codifica para la protemna
(aproximadamentc 2757 pares dec bases) esta dividida en B exones separados por 7 intrones (Lubann ct
al, 1988) La proteina resultantc tiene un peso molecular de 110-114 KDa y posce de 910 a 919
aminoacidos, sedimenta en gradientes lincales de sacarosa con un cocficiente de 8-9 S y de 3-5S en
condiciones de alta fuerza jonica Esta proteina ticne, al igual que los demas receptores para hormonas

esteroides (Fig 6) tres dominios principales (Carson-Jurica et al ., 1990)



1) Et dominio amino-terminal, que es muy grande (ocupa mas de la mitad del receptor), ticne una

de inoacidos poca conservada y esta involucrado en Ia activacion transcripcional.

2) El dominio de union al ADN, que esta altamente conservado, contiene varios residuos dc cisteinas

los d. inados dedos de zinc, que son hél coordinad. di cuatro ci y
un atomo de znc Esta rowion i a dir con el os de resp hormonal
(HRE) decl ADM. El complejo androgeno-receptor interacci con el os de r aa

hormonas idénticos a los de otras hormonas esteroides. como son glucocorticoides y progesterona
(Ham et al, 1988) Asi mismo. el dominio de union al ADN es indispensable para la activacion
transcripcional, la dimerizacion y el transporte nuclear (Simental . 1991) Se ha observado que
alteraciones en esta Ultima region, incluso mutaciones puntuales, hacen que o receptor pierda

totalmente su actividad (Marcelli et al [ 1991)

3) El dominio de union al esteroide, se encuentra en la region carboxilo terminal, en esta region sc
efecttia la union del receptor con el androgeno. con caracteristicas de alta afinidad y alta
especificidad, en el dominio de union al esteroide se encuentra probablemente el sitio de unidn para

proteinas inhibidoras como las proteinas de choque térmico (hsp) de 90 kDa (Smith y Toft., 1993).
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RECEPTOR DE ANDROGENOS

CROMOSOMA X

FIGURA 6 Orgamuzcion estrucruml del gen s b del

Los androgenos determinan la diferenciacion y ¢l desarrollo de los organas reproductores masculinos

regulan ademds las caracteristicas sexuales secundarias, la conducta sexual y la secrecion en los

organos sexuales accesorios en ¢l macho. Originalmente, todas estas funciones sc  atribuian
exclusivamerte a la testostcrona y s¢ postulaba que la Sa-dihidrotestosterona era un metabolito
inactivo de la testosterona (Wilson et al, 1993)

La idea de que la Sa-dihidrotestosterona es un androgeno potente con algunos papeles fisiologicos
diferentes a los de la testosterona, se baso principalimente en dos observaciones. primero, los teojidos
blanco para androgenos ticnen actividad de Sa-esteroide reductasa, enzima que reduce la T a DHT
(Bruchovsky y Wilson, 1968) y segundo, la Sa-dihidrotestosterona se retienc en ¢f nucleo de tejidos

blanco como la prostata (Andersson y Liao ., 1968)
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En la actualidad se sabe que tanto la T como la DHT ticnen actividad androgénica y ejercen esta
actividad medianic su union a un mismo receptor (Wilber et al, 1983),
Aunquc la testosterona y la DHT se unen a un mismo receptor, se¢ ha observado que e complcjo

testosterona-receptor tiene una velocidad de disociacion mayor que la del complejo DHT-receptor

(Kaufinan ct al , 1983,Grino ct al ,1990) y este ultimo complcjo activa mas efici un
de genes reporteros, en comparacion con ef complcjo testosterona-receptor (Deslypere et al, 1993) De

esta manera, la formacion de DIHT amplifica la seial androgiénica Por otra parte, sc ha observado que

el complcjo DHT-receptor pucde regular genes especificos que no respond a T, como son los
plicad en la difer iacion de los genitales externos y dec la prostata (Berman ct al [ 1995)
C {a for ion de DHT puede jugar dos papeles en la i6n de andr uno,

que es la amplificacion general de Ia actividad androgénica y ¢l otro, que es la regulacion de algunos

genes especificos.



CAPITLL

CUATRO
Sa-REDUCTASA
La actividad de la enzima Sa-reductasa fué descrita inicial, por Schnaid (1951,1952) en

incubaciones de higado de rata con desoxicorticosterona, en donde obtuvo los derivados Sa-reducidos

d

de este esteroide. Posterior se G que In i se encuentra en la fraccion microsomal

henati . £

P Yy que como

NADPH, ademas dec que es capaz de reducir en la posicion Sa a
la mayoria de esteroides naturales (Tomkins., 1957, McGuire et al ,1960)
A partir de entonces, s¢ estudio Ia reduccion en Sa en esteroides y se observo que esta reaccion pucde

tener dos diferentes papeles:

1) Dec contribuir al catabolismo y excrecion de esteroides, ya que se ha observado que cuando un
esteroide se reduce en la posicion Sat, la cetona que se encuentra en el carbono 3 del esteroide es

mas susceptible de reducirse formando derivados 3a 6 3B hidroxilados, estos grupos a su vez se



1f o glucur for do esteroides que tendran una mayor solubilidad en agua, lo que

facilita su excrecion por la orina

2) El de formar un compuesto de gran actividad androgénica, 1a DHT. Esta reaccion ocurre a nivel de
organos blanco en donde la DHT cjercera directamente su accién via un receptor intracelular

especifico.

La imporancia de esta actividad se¢ comprobo al encontrarse que existen individuos con mutaciones en
el gen (tipo 2) que codifica para la Sa-reductasa lo que no permite un funcionamiento adecuado de la
enzima a nivel de organos blanco Estos individuos (con cariotipo 46 XY) nacen con fenotipo
femenino, hipospadias perincoescrotales, pscudovagina de tamafo variable y testiculos criptorquidicos,

aunque, bien desarrollados e histologi difer iad Ademas, poscen cpididimo, conducto

deferente y vesicula seminal, pero no existen derivados ni remanentes mullerianos y la prostata no se
desarrolla (Wilson et al ,1993)

El estudio dec la Sa-red: se dificulto debido a que es una enzima membranal y su solubilizacion es

dificil de lograr, el uso de detergentes (Houston ct al, 1985) ha permitido obtener a la enzima soluble,

pero se ha visto que la actividad enzimatica disminuye con estos procedimi »s Con el ad

de nuevas técnicas de biologia molecular ha sido posible el estudio de la Sa-reductasa a partir del gen
que cpdifica para esta enzima. En 1989, Russell y cols lograron obtener ¢l ADN complementario
{ADNCc) que codifica para una Sa-reductasa a partir de higado dc rata (Andersson et al , 1989) Ei
ADNCc dc la Sa-reductasa de rata se uso para obtener €l ADNc de la enzima de humano mediante
hibridacion en una biblioteca gendmica de prostata humana (Andersson y Russell , 1990)
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Cuando sc comparo la actividad de la Sa-reductasa obtenida del ADNc con la actividad de la enzima
estudiada directamente en prostata, sc hicieron algunas observaciones 1) la enzima obtenida a partir
del ADNc exhibia un pH optimo slcalino, mientras que la enzima nativa tenia un pH optimo acido, 2)
la enzima recombinante cra inhibida muy dificilmiente por finasteride, compuesto que s¢ habia probando
que tenia una fucrte accion sobre la Sa-reductasa de prostata

Estas observaciones sugiricron fucritemente que existia otro gen para la Sa-reductasa humana, por lo
que se busco y se aislo un gen diferente al primer ADNe (Andersson et al | 1991) cuyo producto tenia
una mayor similitud con la estudiada directamente en prostata humana

De esta manera se lograron clonar dos genes de Sa-esteroide reductasa, tanto en humano como en rata

(Nomington y Russell. 1992) y se les nombro Sa-reductasa 1 y Sa-reductasa 2 segun ¢l orden

cry 16 dc su aisl 1o (Andersson ct al . 1989, Andersson aridd Russell, 1990, Andersson et

al, 1991, Nommington y Russell, 1992)

Propicdades bi i de las i ii 5. ide reds

-Son proteinas hidrofobicas compuestas de 254-259 aminoacidos y con un peso molecular de 28000 a

29000 Da Las proteinas no ticnen sect 1as oc 1ales para gli ilacion (Wilson et al., 1993)

La comparacion de las secuencias de aminoacidos. deducidas a partir de los ADNs complementarios.

ha mostrado la existencia de un alto grado de homologia entre ambas proteinas.
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La identidad de secuencia entre la Sa-reductasa 1 de la rata y el h es de aproximad. 60%%
y de 70% entre las isoenzimas tipo 2 (Normington y Russell, 1992)

El pH optimo para la Sa-reductasa tipol sec encuentra en un rango alcalino de 7 a 8.5 y la Sa-reductasa
tipo 2 tiene un pil optimo mas cstrecho, alrededor de S (Andersson et al | 1989, Nommington y
Russell, 1992)

La diferencia en los pHs optimos permite diferenciar la actividad especifica de una y otra enzima en los
diferentes tejidos en los cuales se les ha estudiado ’
Los genes de las isoenzimas Sa-reductasas se localizan en diferentes cromosomas, tanto en el humano

como en la rata. La i 1 tipo | es codificada por el gen que se localiza en el brazo cornto del

cromosoma S cn la banda plS, la cual se encuentra distante al centromero y se le denomina SRDSAL.
Este gen esta dividido en 5 exones separados por 4 intrones y codifica para una proteina de peso
molecular de 29 kDa compuesta por 259 aminoacidos

Mientras que el gen de ia isoenzima tipo 2 (SRDAZ2) se localiza en la banda 23 del cromosoma 2 y al
igual que el gen de la isoenzima tipo 1, esta dividido en 5 exones scparados por 4 intrones y da coma
resultado una proteina de 28 kDa que tiene de 254.256 aminoacidos

La similitud en la secuencia de nucledtidos que conforman los exones de las isoenzimas tipo 1 y 2 son
de 43.8% para el exén 1, de 49 7% para el exon 2, de 56.9% para ef exon 3. 64.2% para el cxon 4 y

64.1% para ¢l exon 5 (Jenkins et al., 1991; Wilson et al.. 1991, Labrie et al., 1992) En cuanto a la

similitud entre las i i Sa-red h y de rata a nivel de aminoacidgs, se ha observado
que las tipo 2 estAn mas estrecth relaci das (77% de identidad en la ia) que las tipo 1
(<50%).
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|z Zaeopresion de Jos genes para las isoenzimas tipo 1 y tipo 2 sc estudiaron en tgjidos de rata y se
o=obuno que en los tejidos sensibles a androgenos, como testiculo, vasos deferentes y epididimo. o
MUARNm tipo 2 predominaba, micntras que en tgjidos que no son Organos blancos para androgenos
oo estomago, bazo, musculo, cerebro, suprarrenales v ovario, el ARNm upo | era el predominante

|==3Esin hallazgo apoyan la hipotesis de que la enzima Sa-reductasa tipo 1 esta  involucrada en los

F dec boli de esteroides, mientras que la Sa-reductasa tipo 2 esta relacionada con el

mnsanlismo y 1a actividad androgenica (Normington y Russell, 1992)

25



CAFITUTLO

CINCO

MATERIAL Y METODOS

El estudio de la actividad dc la Sex-esteroideolie iuctasa en glandula de Harder, se realizéd a partic

de tdjido glampandlir de ratas Wistar.

de homogenados y precipi

Para el analisis de la actividad de la enima sense mnejaron las siguientes condiciones:
= Diferentes pH

= Diferentes concentraciones de sustrao (Tese=stierona) '
» L a presencia de cofactor (NADPH)

d

= El jo de Jes i y B

5.7 Compuestas marcados radiactivanente

Testosterona[1,2.6,7-H] con actividal especaixifia de 90 Ci/mmol. La pureza de la testosterona-
afia decapa 1 =fin, empleando cloroformo-metanol (98:2.5) como

[*H] fue verificada por cro

fase movil.
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5.2 Esteroides radioincrtes

Testosterona (1 7B-Hidroxi-4-androsteno-3-ona. T). Sa-Dihidrotestosterona (17p-Hidroxi-Sa-

androstano-3-ona, DHT), A Androstendiona  (3-Androsteno-3,17-diona, A*‘A), Sa-
Androstendiona  (Sa-Androstano-3,17-diona; SaA), 3B.5a-Androstandiol (Sa-Androstano-
3B.17p-diol. 3B,5a-Adiol) y 3a,Sa-Androstandiol (Sa-Androstano-3u-17p-diol, 3a.Sa-Adiol) se
purificaron i recristali

sucesivas (3 veces) en metanol y se verificé su punto de
fusion

5.3 Anii les 3 ob idn de la glindula de Harder

Sc utilizaron ratas Wistar machos y hembras con un peso entre 250-300 g y sc mantuvieron bajo
condiciones de 14 horas/luz 10 haras/obscuridad con libre acceso a alimento y agua
Cuando fue io se gonad

on bajo in con éter. Para la obtencion de la
glandula de Harder los animales sc decapitaron y cl tejido se extrajo ra

pid se¢ deposité en
solucion salina isotonica (NaCl 0 15 M) fria, sc limpid, sc seco sobre papel filtro y se peso

5.4 Preparaciion de los h T4 fos y los precipitados glandulares

5.4.1 Homogcenado

1. El tejido glandular fue homogenecizado en | ml de solucion SSI con Polytron (Brinkman

Instruments) durante 20 segundos.

2]

. El homogcnado obtenido se llevo a un volumen final adecuado con Tris-citrato (TC: Trs-HC!
100 mM., citrato dec sodio 100 mM) para tener una concentracion de 100 mg de tejido/ml de
TC.

3. Sc tomaron alicuotas de 10 ul por triplicado para la dicié

Bradford 1976. cfr. anexo 1).

de protei (Mc¢todo de
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posito 1 mi del homo en los tubos donde se efectuo la reaccion.

5.4.2 Precipitadeo

. El tejido se homogeneizd con Polytron en 2 ml de solucién salina isotonica (SS1).

3]

. El homogenado se llevé al volumen correspondicnte para tener una concentracién de 100 mg
de tejido/mi de SS1 y se filtro con gasa

3. Del homogenado filtrado sc tomaron alicuotas de 1 ml, los cuales fueron centrifugadas a 30

000 rpm (Rotor Beckman, SW 50.1), 30 minutos a 4°C

4 El sobrenadante sc descechao y ¢l precipitado obtenido fue resuspendido en 1 ml de solucion TC,

5. Del precipitado resuspendido en solucion TC se tomaron alicuotas de 500 ul que se
depositaron en los tubos en donde sc efectito la reaccion
Se incubaron a 37°C durante 30 minutos con agitacion constante

. Del mismo precipitado s¢ tomaron alicuotas de 10 ul por triplicado para la cuantificacion de

proteinas

5.5.1 Actividad de la 5 a-esteroide reductasa a diferentes pkHs

El pH optimo para la actividad de la Sa-rcductasa fue determinado en hc dos del tejido

glandutar y en pr

d tanto de ratas hembras como de machos

5.5.1.1 Estudio de la actividad enzimdtica en homogenad, I
1. El homogenado se obtuvo como se indicé anteriormente y se agregd 1 ml a cada tubo, los
cuales contenian el sustrato (T[’H]= 1 000 000 dpm + T radioinerte 8 nmol) disuelto en 1 ml

de TC a los diferentes pHs probados (4.5, 5.0, §.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 y 9.0). El
volumen final de incubacion fue de 2 ml.




2. Los tubos sc agitaron y se incubaron a 37°C durante 30 minutos con agitacion constante
(Incubador metabolico Dubnofl)

3 Terminada Ia incubacién, se adicionaron a cada tubo 3 ml de acctato de etilo saturado con
agua destilada y desionizada (ddH;0)
. Los tubos se agitaron durante un minuto y sc centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a

4°C obteniendose dos fases la organica y la acuosa La fasc organica sc separd y sc deposito en
tubos limpios

5 El paso anterior se repitio dos veces mas con el residuo acuoso

L.as fases organicas reunidas de las 3 extracciones se evaporaron a sequedad bajo corriente de

nitrogeno

7 Las mucstras se resuspendieron en 1 ml de mctanol acuoso (McOH:H,0, 90:10) saturado con
hexano y se agregaron 2 ml de hexano saturado con MeOH acuoso

8 Los tubos sc agitaron durante 60 segundos y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos a 4°C
fa fase organica (hcxano) sc separ¢ y sc deposito en otros tubos

9

El paso anterior se repitio 2 veces mas adicionando cada vez 2 ml de hexano y se reunieron los

tres volumenes de hexanos los cuales se desecharon

10 La fase acuosa obtcnida se evaporo a sequedad y se redisolvio con 1 ml de metanol

11 Se tomaron alicuotas de 10ul por duplicado para medir radiactividad

12.Se tomaron alicuotas dc cada muestra (100,000 dpm) y se les agregaron estandares
radioinertes (T, DHT, A*A, 5a,3f3 Adiol y SaA), 3ug de cada uno disucltos en metanol

13 Las muestras sc¢ aplicaron en placas de aluminio cubiertas con gel de silice (Merk; Darmstadt,
West Germany) y se corrieron al frente en un sistema cloroformo metanol (982 §)

14.La misma placa se corrio al frente en un scgundo sistcma compucstos por cloroformo éter
9:1)

15 Para la deteccion de los esteroides la placa se rocio con p-anisaldchido (1.0 ml de p-
anisaldchido, 2.0 ml dc acido sulfurico y 100 ml de acido acético glacial) y se coloco en un
hormo a BO°C hasta la aparicion de manchas (5-10 minutos).

16 Cada mancha fue marcada con lapiz.
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17.Cada carril se cono cn 12 fragmentos, permitiendo que las manchas reveladas quedaran en un
solo trozo. Cada fragmento se coloco en frascos de 20 ml

18.A cada frasco sc lc adiciono | ml dec etanol absoluto y se agitdé durante 30 segundos,
posteriormente sc¢ adicionaron 5§ ml de liquido de centelleo (40 ml de liquifiluor “Dupont™ en
1000 ml de tolueno) y se agitdo nucvamente

19 Los frascos sc dejaron reposar toda la noche y posteriormente se les midié la radiactividad en

un contador de centelleo liquido (Packard Tri-Carb 1900 TR) La eficiencia del conteo fue de
62% y ¢l apagami o ( hi

) fue corregido en todas ias muestras por medio de un
estandard externo

5.5.1.2 Estadio de la actividad enzimdtica en precipitados de la glindulas Harderianas.

Los precipitados de glandulas Harderianas, tanto de ratas hembras, como de machos, se
obtuvieron como sc indicé anteriormente (cfr 5.4.2)

9

Para la incubacion se tomaron 0 5 mi de precipitado resuspendido en solucion TC (a pHs de
4.5, 50, 55 60, 65 70, 7.5 8085 y 9.0) y sc depositaron en tubos que contenian el
sustrato ( T [*H]= S00 000 dpm+ T radioinerte 4 nmol) y ¢! cofactor NADPH (500 nmol)

disueltos en 0.5 mi de solucion TC a los diferentes pHs indicados. E! volumen total de
incubacion fue de 1 ml

3. Scincubaron a 37°C durante 30 min con agitacion constanic
4. Al terminar la incubacion se hicicron 3 extracciones con acetato de etilo saturado con agua.
. La fase organica se evaporé a scquedad bajo corriente de nitrogeno y se redisolvio en 1 ml de
metanot
6

Los pasos siguiente fueron similares a los descritos desde el paso 11 (cfr: 5.5.1) en la
metodologia.
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5.5.2 Actividad de la 5 ol /

O re.

con diferentes concentraciones de sustrato
(Testosterana)

Para efectuar las mediciones en la actividad de la Sa-reductasa se usaron homogenados de la

glandula Harderiana de ratas hembras y machos Las incub; 1

sc on en un vol
total de 2 ml, los cuales incluian 1 m! de homogenado + 1 mi de solucién TC a cada pH de 5.5 &

6 5. cn el cual iba disuclto cl sustrato (T ['H{]- 1000 000 dpm+ T radicinerte a difercntes

concentraciones. 03,06, 10, 20,40, 60, 80 y 100 umol/1) La incubacion se realizo a 37°C
durante 30 min con agitacion constante
La metodologia utilizada para extraer v cuantificar los productos de reaccion fuc idéntica a la

usada con anterioridad (cfr. 5 5 1)

f os resultados se expresaron en amol de DHT formada/mgP/h y se analizaron por el método de
Eadie-Hofstee (Zivin y Waud, 1982)

5.5.3 Actividad de la Sa-reductasa con diferentes concentraciones de cofactor (NADPH)

Sc utilizaron glandulas tlarderianas de ratas hembras y machos de las cuales se obtuvicron sus
precipitados (cfr: 5.4 2). Sc efectiio 1a reaccion en un volumen final de 1 ml, el cual contenia 0.5
ml del precipitado y 05 m! de solucion TC (pH=65) cn la cual iba disuelto el sustrato
({T[*#1]=500.000 dpm + T radioincrte 4nmol) y e} cofactor (NADPH) a diferentes concentraciones
(0. 50, 100, SO0 y 1000 nmol). La incubacion se hizo a 37°C durantc 30 min. con agitacion
constante. Posteriormente, se extrajeron los productos de la reaccién con acetato de etilo, se

cromatografiaron y se midié la radiactividad como anteriormente se describio.
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5.5.4 Actividad de la Sa-reductasa en animales intactos y castrados

Para medir ia actividad de la Sa-reductasa se utilizaron homogenados totales de glandulas
Harderianas de ratas intactas y castradas £l volumen total de incubacion fue de 2ml, el cual
incluia 1 m! del homogenado de 1a glandula Harderiana de ratas hembras o de ratas machos mas |
ml de la solucion TC a pH de 6 S, ¢l cual contenia el sustrato (T [*H]= 1000 000 dpm + T
radiocinerte 8nmol) La mezcla se incub6o a 37°C durante 30 min con agitacion constante La
metodologia empleada para la extraccion y cuantificacion de los productos es la misma a la
anteriormente empleada (5 5. 1) Los resultados obtenidos fueron expresados en nmol de DHT
formada/mgP/h

5.6 Amplificacion del ARNtotal de la Sa-reductasa 1 y 2 en glindula de Harder de rata.

5.6.1 Extraccion del ARN total

Sc extrajo el ARN total de la glandula de Harder de rata macho y hembra, asi como de higado.
epididimo y prostata. La extraccion se efectud utilizando Trizol (GIBCO-BRL, Grand Island, N
Y.)

Los tejidos sc homogeneizaron con Trizol (1 ml por cada 50-100 mg de tejido). en Polytron.
durante 10 a 15 scgundos dos veces Los homogenados se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente, posteriormente sc les adicionaron 0 2 ml de cloroformo por cada ml de
Trizol utilizado, se agitaron vigorasamente y se centrifugaron a 8600 rpm (Rotor Beckman JA-
20) durante 15 min a 4°C. La fase acuosa sc separd, se depositd en un tubo estéril, se mezclo con
0.5 ml de isopropanol por cada ml de solucion acuosa obtenida, sc incubo 10 min. a temperatura
ambiente y se centritugé a 8600 rpm 15 min. a 4°C. finalmente, ¢! boton se resuspendié en agua
ultrapura estéril

Se midié la concentracion del ARN y se verificd su pureza mediante espectrofotometria. Una
unidad de absorciéon a 260 nm equivale a una concentracion de 40ug de ARN por ml y la relacion

de absorcion 260/280 dcbera ser superior a 1 7, siendo 2.0 el optimo.
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5.6.2 Sintesis de la primera hebra de ADN camplementario (ADNc)

Se utilizd el kit 3'RACE de GIBCO-BRL y se on sus ifi

1. Se tomaron alicuotas de lug de ARN de cada tejido y se lievaron a 11ul con agua estéril y
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC)

2]

Sc agregd 1 ul de solucion AP (Primer adaptador, 10uM) Sc mezcld y se calento a 70°C

durante 10 min . posteriornmente se coloco en hiclo por S min. y se centrifugo

o

Se adicionaron 2ul de buffer 10X PCR (Tris-HC) 200 mM, pH=84, KCI 500mM), 2ul de
MgCl; 25 mM. 1ul de mezcla de ANTPs 10mM ( dATP, AGTP, dTTP, dCTP, 10 mM cada
uno) y 2u! de ditiotritol 0 IM sc mezclo y se centrifugo

4 Sccalento a 42°C por S min

Sc agrego lul de enzima Super Script {1 RT, s¢ incubo a 42°C por S0 min. y se termino la
reaccion incubando a 70°C durante 15 min

Sc enfrié cn hiclo, se centrifugo, sc adiciond 1l de RNAsa H, se mezcld y se incubo a 37°C

durante 20 min los productos de la reaccion anterior se pueden guardar a -20°C.

5.6.3 Amplificacidon del ADNc especifico

La amplificacion del ADNc cspecifico se hizo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés “Polymerase chain reaction”™) con el kit 3'RACE de GIBCO-BRL
Se usaron oligonucleotidos tanto para la Sa-reductasa | como para la Sa-reductasa tipo 2 (tabla
1). Se uso un termociclador Perkin-Elmer 480 y las reacciones s¢ desnaturalizaron a 94°C durante
2 min, posteriormente se corricron 30 ciclos para la amplificacion a 94°C por 1 min, e
alincamiento a 56°C durante 1 min y la extension a 72°C por 1 min. El producto de la reaccion
(10u1) se corrid en geles de agarosa (1%) con bromuro de etidio. Se uso como marcador de peso
molecular DNA ¢X174 RF digerido con Hae 111 de GIBCO-BRL.
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TABLA 1
ENZIMA OLIGONUCLEOTIDO (5°-»3") EXON
Sa-reductasa tipo 1 | TGG AGT TGG ATG AGC TGT GCC T

inicio dc cxoén 1

Sa-teductasa tipo | CTT GGG GTA ATC TIC AAACTT
Ccro

final de exon §

Sa-reductasa tipo 2 ATG CAG ATT GTCTGC CAT CAG inicio de exon 1

Sa-reductasa tipo 2 AAA GGC TTG CAT CCC CAG GAA AC final de exén S

5.7 Andlisis por Northern Blor

La expresion de la Sa-esteroide reductasa se estudio por medio de la hibridacion del ARNm
{obtenido del tejido glandular) con sondas especiticas. Sc obtuvo el ARN total (con Trizol, como
anteriormente se describié) de Ia glanduta de Harder de ratas Wistar machos y hembras intactos o
castrados, asi como dc¢ epididimo y de higado.

35.7.1 Electroforesis del ARN

Muestras de 15 a 20 ug de ARN se¢ desnaturalizaron mediante la adicion de formaldchido y
formamida, a concentraciones de 6 y 40 %5 respectivamente, on butfer MOPS (MOPS 20 mmola,
pH=8.0, acctato de sodio Smmol/l, EDTA | mmol/l) y calentando a 70°C durantec 15 min Las

muestras de ARN desnaturalizadas, se scpararon en geles de agarosa (1%) conteniendo

formaldechido (40%) ¥ MOPS. La electroforesis se efectud en buffer MOPS a 40V durante 4-6
horas a tempcratura ambiente.
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5.7.2 Tranferencia a filtros de Nitrocelulosa

Sc prepard una camara de clectroforesis con un soporte mas ancho y largo que el gel y se
colocd una picza de papcl Whatman 3MM sobre el soporte, se liend la camara con una

solucion SSC 10X a la altura del soporte y sc humedecio el papel 3MM completamentc
Se conod una ana de nitrocetul

SSC 10X por 5 min

del tamafo del gel y se sumergio en la solucion de

Sc puso cl gel sobre ¢l soporte en forma invertida, centrandose sobre el papel 3MM y
verificando que no existan burbujas entre el papel v el gel

Se colocd ta membrana de nitrocetulosa humedecida sobre el gel. una vez que es colocada la
membrana este ya no se debe mover, se deben quitar la posibles burbujas

Sc humedccicron 2 piezas de papel IMM (en una solucion de SSC 2X) del mismo tamano del

gel v se coloco sobre el filtro humedeaido Bl sisterma se cubre con papel absorbente y un

soporte de plastico con dos pesos de SO g sobre todo este ststema de transferencia
Se dejo transfiniendo durante 1R horas, al cabo de los cuales se quitaron las toallas y el papel
3MM,; el gel junto con la membrana de nitrocetulosa se colocaron sobre un papet tiltro seco v

se marcaron los pozos del gel sobre el filtto con un lapz

Ll gel se desecha al final de este
procedimicnto

l.a membrana sc lavo en SSC 6X durante § min se dejo escurrir y luego se fijo ¢t ARNm por
entrecruzamiento con luz ultravioleta por 30 segundos

5.7.3 Marcaje de la sonda (Método “Random Primer”, iniciadores al azar)

Se utilizaron como sondas los ADNc de 1a Sa-reductasa 1 y de la Sa-reductasa 2 de rata Sc uso

un kit de Random Primer (GIBCO-BRL., Grand Island N Y) v se siguicron sus especificaciones

Se tomaron alicuotas de ADNc (~25ng) y se llevaron a un volumen de 231l con H,;O esteril, se

calemaron a 95°C por 5 min y se colocaron cn hielo durante 5 min
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(2]

Se adicionasron 1501 de bufler 10X (HEPES 0 67M, Tris-11Cl 0 1 7mM, 2-mercaptoetanol 33

mM, BSA 1.33 mg/ml. hexameros 1B D.O 260 unidades/ml, ptl 6 8)

3 Sc agregaron 2ul de dATP, 2ul dGTP v 2ul dTTP (INTPs 0 SmM, en Tris-HCI 3 mM,
piHi=7 Oy EDTANa, 0 2mMM) v Sul de dCTP['2P] (ae~ 3000 C/mmol)

4 Al final se adiciono 11l del fragmento Klenow de la ADN polimerasa de T« (3 unidades/pl) y la
reaccion sc incubo a temperatura ambiente durante 2-3 horas, al final sc le adicionaron St de
stop buffer (EDTA Na, 0 2M pki -7 S) y 100l de TE

Las sondas marcadas sc¢ separaron en columnas de sephadex G-50, se desnaturalizaron durante §

min (en un bafo de agua en cbullicion) v sc enfriaron en hiclo

»

7.4 Hibridacion del ARN

Se coloco la membrana en una bolsa de plastico con solucion de prechibnidar {Rapid-hyb bufTer
(Amersham LIFE SCIHENCE)] en un volumen de 0 125 ml por cm? de membrana y se incubé a

65°C durante 24 horas con agitacion continua

i8]

Se tomo un alicuota de | ml de la solucion de prehibridar y se mezclo la sonda marcada y se
adiciono a la bolsa que contenia la membrana Se eliminaron las burbujas de la bolsa y se volvio

a scllar

w

Se hibridé durante 18 horas a 65°C ¢n un incubador con agitacion constantc.

4

Se lavo Is membrana con una solucion de SSC 2X + SDS 0.1% a temperatura ambiente
durante 15 minutos

7]

Se realizo un segundo lavado con la solucion de SSC 1X + SDS 0.1% a 65°C durante 15
minutos

6 Sc midio la radiactividad con ayuda de un contador geiger.

Se dcjo secar la membrana sobre papel filtro, se locdé en un ‘con 11

intensificadoras, se expuso a una placa autoradiografica (X OMAT-RA-Kodak) y se reveld
después dec una exposicion de 20 horas a 70°C. ’
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CAPITELO

SEIS

RESULTADOS

Los estudios iniciales de este trabajo se enfi on a d rar la exi aa de la Sa-esteroide

reductasa en la glandula Harderiana de la rata, una vez observada la presencia de esta enzzima debido a

la macion de T ona-['H]] a Sa-DHT-[*H]. sc procedio a determinar las caractensticas

bioq 3 de esta A en la glandula Harderiana de la rata

Actividad de la 5 a-estervide reductasa a diferentes plis.

Pasa conocer el pll optimo de actividad de la Sa-esteroide reductasa en la glandula Harderiana de la
rata, sc hicicron estudios utilizando tanto homogenados totales del tejido, como precipitados del
homogenado centrifugando a 105 000Xg. los cuales s¢ incubaron con el sustrato (T-H) a pHs desde
45a90 Como se observa en la figura 7 el pH optimo en la glandula Harderiana de la rata macho fue
de 7.0, micntras que para la hembra fue de 0 5 En los homogenados totales (tig.7) s¢ encontraron
actividades maximas de 201 1 pmoVmgP/h para los machos y de 192.82 pmol/mgP/h para las hembras

En los precipitados (fig 8) el pH optimo para los machos fue de 7 0 y ¢t de las hembras sc encuentra en




cl intervalo de 65-70 La actividad ifi de la

P

cn precipitad se incr

observand para ¢l macho una actividad maxima de 2114 4 pmolVmgP/h y para la

hembea de 3019.05 pmol/mgP/h

TABLA 2. Actividad de la Sa —esterowde reductas a pHi-o S
ACTIVIDAD MOSTRADA A pH -6 4

En homogenados dc_glandula En precipitados dc 1a glinduda
Nachos [ Hembras NMachos Hembras
201 ) pmol/mgP/h l:n K2 pnwolmePih 2114 3 pamol/mgP/h l 3019 05 pmol/mgP/h
2BQ g e e e e e e : 250
MACHOS HEMBRAS
200

DHT (pmatimg P/h)
o 8 8 &
DHT {pmol/mg P/h}
s &8 &8 8
AMN\
//
s

4 45 S 55 6 65 7 75 8 B85 © 4 45 5 55 6 65 7 75 8 €5 9
pH

PH
FIGURA 7. A de by S & en d ] de fata a pHs ¢+ Qoo
mg tepda/ml) de glindula Hardenana de ratas machos (n=10) b, (h=10) sc con LH) e

dpm, $pmotasil.) a duferentes pHs (4.5 2 9.0) y a 37°C durante 30 min. en un volumen de incubacion de 2 il (badTer Tns-
HC1 100 mM. citrato de sodio 100 mM) Los valores fi
d dc + und desy !

son el pi de 3

las barvis indican Ly

3N




MACHOS HEMBRAS
. 3000 - £ 3000
£ S
s o
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= []
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P o
o
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d — -
. .
o o T T T T T T
45 5 55 8 65 7 75 8 B85 © 45 5 55 B8 65 7 75 8 a5
pH pH
FIGURA ®. A de la S cn p de t de rata a diferentes phis
H (100 mg toji 1) dc 1 de ratas (n=10) o machos (n1=10) se centnfugaron 30
min. a 30 0040 rpim, €} en T (Tns-HC! 100 mM. atrato de sodio 100 mM) a
difercntcs pHis (3.5 a 9.0) y sc -nmm:un con uswqemm—(‘ul (500 000 dpm, $pumolas/L. ) a 37°C durante 30 pun. en un
solumen de incubacion de | m) En Lis gra de Y exper las barras inchcan a magnitud

dc 2 una desviacion ostandard

Actividad de la S a-estervide reductasa con diferentes concentraciones del sustrato (Testosterona)

Para estudiar la actividad de la Sa-csteroide reductasa en la glandula de Harder de la rata se usaron

homogenados del tcjido, los cuales fueron incubados con aciones  creci de
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Testosterona. Tanto en machos como en hombras, la actividad se incr o al

a
concentracion del sustrato hasta alcanzar la saturacion a uns concentracion de sustrato cntre 7y 8 ph\g

En 1a figura 9 se observa la actividad de la Sa-reductasa determinada en h

2 dos de glandul

Harsdesiana de ratas macho, al graficarse por €l metodo de Lineweaver-Burk se estimo una Kas de 3 32

1M v una Vimax de 0 803 nmoVmgP/h Para la hembra (Fig  10) se obtuvo una Ka de 3 65uM y una
Vmax de 1.023 nmolmgP/h

R

15.0 .a .e 20

Dut (rmamg? >

o
= 100
MACHOS
s.0 Ko= 3.32 uMm
Va.. = 0.803 nmol/mgP/h
¥ Cd T T T
-1.0 (] 1.0 20 3.0
1/S
FIGURA 9. Formacén de DHT cn dec d t de matas macho (n=10) sapando las

dc Harder de ratas macho s¢ tncubaron con
ooncenraciones crecientes de T*H] (0.3, 0.6. 1.0, 20, 1.0, 6.0,10.0 N a 37°C durame 30 mun, el volurnen final de

incubacion foc d¢ 2 ml a un pH d¢ 6 S (buffer. Tnscw-um) Derecha curva de smmbn lrquierda graficn dc
Li Burk de donde se 1 1a KMy Vimax Grifica
por sepxirado

¥ cfectuados
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5.0 Ko = 3.65 uM
Vews 1.023 nmol/mgP/h
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-1.0 o 1.0 20 3.0
1/8
FIGURA 10 Efccto de la concentracion del sustrato (T ) sobre L vel d de catalirada por Ly Sa-
reductasa de s glandula de Harder de ratas de ratas b (=1 s con
concentraciones dc T{'H] (U 3, 10, 20, 40, 60, R 0, 10.0 up) a un pH de 0 3 (buffer Tns-atmios) durante 30 oun 3
I7TC. Gerafica de L -Burk yla < a cuna de situracion

Actividad de la §a-esteroide reductasa a diferentes concentraciones de cofactor (NADPH)

Para cestudiar 1a respuesta de la enzima frente a la cancentracion de su cofactor NADPEH, se hicieron
estudios usando precipitados de los homogenados totales, va que de esta manera se climino la mavona
de NADPH endogeno que quedo en cf sobrenadante de! centrifugado  Los estudios se efectuaron s un
pll de 6 S y en presencia de T-{'H] (4uM) y a concentraciones crecientes de cofactor Como se
observa en la figura 11 no existe actividad enzimatica ¢n ausencia de NADPH v esta actividad se
detecta en presencia del cofactor (50 M), incrementandose al aumentar 1a concentracion del mismo
La maxima actividad para la formacion de DET (barras obscuras fig 11 se observa a 500 uM de

NADPH y aparcntemente decac a 1000 1M, sin embargo, la formacion de dioles (barras con

entramado), los cuales son metabolitos formados a partir de DHT., aumentan a esta uftima
concentracion Al sumar la DIHT y los dioles formados. dan una curva de saruracion que se mantiene

constante entre 500 y 1000 phM. Al transformar cstas curvas de saturacion a graficas de dobie
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reciproca, sc obtuvieron las de Michaclis-Menten para NADPH en la actividad de la Sa-
reductasa, 1a Kat en los machos fue de 262 uM (Fig. 12) y para las hembras de 83.09 uM (Fig. 13)

3
g

MACHOS . HEMBRAS

:
g

H s

T g T
3 3

- £ Qo

LS e

RF 2%

E 200c - & E 2000 i
2 g 3 H
$a SE H
£ ia ,
< 2 :

100¢ 1000 8 H
N
S i
A . "l e _ - > =
o S0 100 500 1000 ] S0 100 500 1000

[NADPH] pmoln {NADPH] pmotil

Bl onv [] piowes

FIGURA 11 Efccto det NADFPH on La activadad de la & d en la Hardenana de mta apii o §
Homogenados (100 mg/mi) de glindula Hardenana de mta macho (n=53 0o hembra (n=5) sc centnfugaron 30 tun a W
000 rpm ¥ el procipitado seincubd con testosterona YH] (500 000 dpm, 4 lal.) con de

NADPH (0, 50, 100, 500, y 1000 umol/L). a 37°C durante 10 gun., en un volumen de incubacdn de 1 mly apH dc 6.8
Se analizé ta de {*H] a & ¥ a dioles (3a.Sa Adiol y 3B.5a Adiol) Los
valores son cf de 3 P L de x una
cstandard.

P las lincas
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Actividad de la
50f-estoroide reductasa
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NADPH[uM])

0.0015 -1

1No

0.0010 -
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FIGURA 12 A L de La Sc ch. cn la H de ratas machos (n=5) en funcion de la
concentracion del cofactor (NADPH). Pro de los M de H. de ratas (100 mg/mi)

centrifugados a 30000 rpm por 30 mun, sc incubaron con teswsicrona-{ *H] (500 000 dpm, T° 4amolal), con duferentes
conceniraciones de NADPH (O S0, 100, 500, 1000 umoli). a 37°C durante 30 mun. en un volumen total de | m a pH dc
65 La Km fist calculads mextiante ol andlisis de Ly transformucion de T-{*H) a DHT + DIOLES graficandola por cf
métado de Lincweaver-Burk.
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FIGURA 13, Efccto de NADPH sobre ta de la S enla & de rata F dc

glinchula Harderiana de ratas hembras (n=5) sc incubaron con testosterona-{3H] (500 000 dpm. T° dmmola/t), con
diferenies conoentraciones de NADPH (0, 50, 100, 500, 1000 wmob/1), cn un volumcn final de incubacion de 1 mi a pH=
65 La ac {>H]) a DHT + DIOLES se representa en la grafica de Lincweaver-Burk.
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Actividad de la 5 a-esteroide reds en imales i ¥ castrados

Para conocer ef efecto que cjerce la castracion sobre la actividad de la Sax-esteroide reductasa en la
glandula Harderiana de la rata se hicieron estudios con animales intactos y castrados durante 20 dias
Como se observa en la figura 14, la castracion no influyo en la actividad dc la Sa-reductasa en las ratas
macho. En las hembras la ovarectomia induce un pequeflo incremento en la actividad enzimatica la cual

no es significativamente diferente a las intactas ( metodo T de Student pareado)

POR) e e e —~—v-———]
eco i T 7 ;
i i A
£ sm i /
=3
a
o I
E
=
pa =
9 £
=}
£
a 200
100
ol R 7 .
M MC
FIGURA 14. Actrvidad de 1a $ enla ¥ de raas intactas y
ac |

b4 dc ratas intactas 'y gmndmmmmdas(loomg/nu)s:xmn

con lmoacmnn—(’ﬂ] (10° dpm. 8 nmolaN), a 37°C durante 30 mun, cn un volwnen de incubacion de 2 mi (Buffer, Tns-

HC! 100 mM, atrato de sodio 100 mM) El amimal fud sacrificado a los 20 dias despuds de Ia gonndcclomn ¥ los valores
son el de dos exper las lincas la de +una
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271-28%

FIGURA 15 Expresion del ARNm de la Sa- 1y 5 2 Se 1 de 1.5 pg
dc ARN totl pam la sintesis de L pauncra hoben del ADNe, mediante o actnviadad de una roversa
Se de Sl y e corncron en poles de apanma (1%a) con bromuro de oo
Glatula de Harder de bembes (H), Camnl 3

Caml! 1 Peso molocular (¢ digendy con Hae ML), Carnl 2
Glandula de Harder de macho (M), Caurrid 4 Hupado (Hhy. Caml § Epididamo (9 sy Carnl 6 Prosaata (P A

a wgquuerds expresion de b enama So-rootoctisa 1y g L derxcha Sa-redoctiss 2

Amplificacién del ARNm de la 5 a-reductasa
Para investigar la presencia del ARNm de la Sc-reductasa
Harderiana de [a rata se obtuvo el ADNc a partir del ARNm, mediante la actividad de una transcriptasa

reversa, este ADNc se amplificéd usando el método de PCR. Como se¢ observa en la figura 15, cuando
sc amplifico el ADNc de la Sa-reductasa | (derecha) se obtuvieron bandas con una talla dentro de lo
esperado (~750 pares de bases [bp]). Tanto las glandulas Harderianas de hembras y machos, asi como
los controles (higado, epididimo vy prostata) presentaron €sta banda, por lo que, se pucde afirmar que

en la glandula Harderiana de la rata existe el ARNm de la Sa-reductasa I, tanto en machos como en

I vio Sa-reductasa 2 en la glandula

hembras
En la amplificacion del ADNc de la Sa-reductasa 2 (izquicrda) sc observd que solamente el epididimo
presenta esta banda, esto indica que la Sa-reductasa 2 no sc expresa en la glandula Hardesiana de rata

hembra y macho
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+— ARNm SaR-1

FIGURA 16. Andlisis de 1a libndacion del ARNm de b glindula Hardertann de ratay nucho y hembra.
Alicuotas de ARN total (15-20 up) mslado de 1cpdo plandular de rtas macho y hembra intactas, machos

dos y b oV sadis, fucron supetos ilisis por Northern blot, usando como sonda cf
ADNc de la 5 1 dc mta, con [« PHCTY (Hi) higawdo, (H) hembm intacta, (HO)
hembra ovarectomizacda, (M) nucho intwto, (MC) nucho Gistrudo » (E) epididamo

Andlisis por Northern blor

La hibridacion de la sonda de la Sa-reductasa tipo |, marcada radiactivamente, con el ARN de la

- glanduta Harderiana de ratas hembras y machos, gonadectomizados ¢ intactos, dio como resultado

(fig. 16) manchas que se encontraron a una altura entre 2 7 y 3 4 Kb (Kilobases), lo cual concuerda con
: la talla reportada en la literatura (Normington y Russell, 1992) En este experimento sc usd como

control ARN de higado, el cual también dio una mancha. que se localizo abajo (2.5 Kb) de las

encontradas para la glandula Harderana Lo anterior, demucstra que la Sa-reductasa tipo 1 si se

expresa en la glandula de Harder de rata tanto en hembras como en machos.
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4— ARNmM 5aR-2

FIGURA 17. AnaAlisis por Northern blot e L Sa-redoctasss 2 Se tonuron alicuots de ARN total (15-20
M) aislado de tegidos de ruth Wistar, los cuales fueron aupetos a hibndacidon con 1a sonda de ADNc de 1a Sa-
reductasa 2 de mata, marcada con {aPPUCTP Higado (Hi), epididimo (E), macho intacio (M), hemben
intacta (H). macho castrado (MC) y hembm ovarcctonuzixda (HO)

Cuando se hibrido con la sonda de la Sa-reductasa 2, la sefial solamente se encontré en epididimo (que
se usé como control) y no en ¢l ARN de las glandulas Harderianas (fig. 17). La sciial encontrada
presenta dos bandas que se encontraron dentro de la talla espernda ( 2.7 a 4 -4 Kb), la presencia de estas

dos bandas se¢ ha reportado previamente por otros investigadores (Normi y Russell, 1992);

indicando con estos resultados que la Sa-reductasa 2 no se expresa en la glandula de Harder de rata

hembra y macho.
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CAPITULO

SIETE

DISCUSION

En este trabajo se d 1a exi ia de la Sa-esteroide reductasa tipo 1 en la glandula Harderiana

dela ratn.
La Sa-esteroide reductasa ha sido objeto de numerosos estudios en los ultimos alos, ya que ésta
enzima cs muy importante en ¢! mecanismo de accion de los androgenos, debido a que cataliza la

conversion de testosterona a un androgeno mas p ; la dihidr ona

El hecho de que las i i de la Sa-red: pr difc pHs optimos ha sido de gran
utilidad en ¢! estudio de 1a reduccion de testosterona en Sce. La Sa-reductasa 1 actia en un rango
amplio de pH que va de 6 a 8 5 (Andersson y Russell; 1990). mientras que la Sa-reductasa 2 trabaja
caracieristicamente a un pH de 55 Los resultados obtenidos a diferentes plis en la glandula de
Harder, indican que la enzima que actia en este tejido es la Sa-reductasa 1, ya que en las hembras se
obtuvo un pH optimo de 6.5 y cn machos de 7. Aunque existe una diferencia de media unidad de pH

entre los dos sexos, estas se encuentran dentro del rango atribuido a la Sa-reductasa 1
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£l pti opti de una A cs \! 1a

iencia de un estado ionico de los aminoacidos
con carga en o sitio activo y una diferencia entre 1a glandula de Harder de hembras y machos es ¢!

ambicrite hormonal en ¢l que sc encucntran, las hembras a través del ciclo cstral pueden tencr

estrogenos © progesterona y los hos ticnen ands contim posib esto influya
en los ptis opu ados en €stos exper y seria 10 5u comprob
La Michaelis-M

{Km) dc la enzima por su sustrato (testosterona) sc midio en
homogenados totnles de glandula Harderiana, sin adicionar ¢l cofactor NADPH Pura los machos se

obtuvo una Km de 3.32uM y para las hembras de 3 65 M. costas constantes concucrdan con las

encontradas para la Sa-reductasa !, ya que s¢ ha observado que esta isoenzima tiene una menor
idad por la ona, que la Su-reductasa tipo 2, los valores de la K para la Sa-reductasa 1

encontrada en diferentes tejidos de rata, como higado y prostata o en picl de humano, van desde 1M
(Frederiksen y Wilson, 1971, Roy. 1971, Voaigt, ct al (1970} hasta 30uM (Schimazaki. et al | 1965)
Mientras que para la Sa-reductasa 2 se han observado valoies en rangos submicromolares (G 1-1 OuA{)
(Thigpen, et al | 1993)

Para estudiar la dependencia de la 5a-reductasa por ¢l cofactor NADPH, se usaron precipitados de
homogenados, f.lc ésta manera s¢ elimind el cofactor endogeno, el cual sc encuentra en la fraccion
soluble de la célula Como se observa en la fig. 11, cuando no sc afiade el cofactor, la enzima no tiene
actividad detectable, lo que indica un requerimiento absoluto por el cofactor y cuando se adiciona el

NADPEL, la actividad se incr Hegando a un maxi en una acion de 500uM.
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Es intcresante ver que a8 mayor actividad enzimatica (500 y 1000 uM de NADPH) la DHT a su vez se

boliza a sus andrc dioles, no permitiendo de esta mancra la acumulacién de un androgeno de

alta potencia biologica, como 1o es la DHT

£n estos estudios se obscrva ademas, que la actividad ifi de la

P

se i
considerablemente en comparacion con los estudios hechos en homogcenados, esto es debido,

probablemente a que, por una parte sc climinan proteinas que s¢ an en la fraccid luble de la

célula y por otro lado, se ha obscrvado que cl cofactor NADPH le confiere estabilidad a ia enzima

(Leshin, et al., 1978)

También sc observa cn estos estudios, que las hembras presentan una mayor actividad enzimatica
(4251 01 = 349 pmoVmgP/h, DHT + Diol a S00 ;1M de NADPH) en comparacion con la actividad en
machos (2011 33 + 238 18, DHT + Dioles, a S00 utM de NADPH) y al comparar la Km para NADPH,
se encontrd que las hembras tienen una Kat menor (Kav= 83 .09 uA1) que los machos (Kae= 262 uM)

indicando que 1a Sa-reductasa tiene una mayor afinidad por el cofactor en hembras que en machos

Estas diferencias pueden estar t das en la pre ia de andrd en la glandula Harderiana de
ratas macho
Cuando se comparo la actividad atica en imales i y castrados (fiig. 14), no se

observaron diferencias, ni entre machos y hembras, ni entre intactos y castrados. El estudio se hizo con

h d. 1 Wbl

8 yp

debido a esto, no encontramos las diferencias entre macho y
hembra observadas cuando sc usaron precipitados. a los cuales se les adiciono NADPH (diferentes
pHs fig 8 y con diferentes concentraciones de NADPH figs. 12 y 13) La adicion de NADPH al medio
de¢ incubacién permite una mayor estabilidad (Span ¢t al, 1995) a la enzima y la ausencia o baja

concentracion de androgenos en la glandula Harderiana de ratas hembras, aparentemente, hace que la
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finidad por ¢l cofi se incy (figs. 12 y 13), permiticndo de esta una mayor actividad
enzimatica (fig. 11)
Lar lacion por 456 en la actividad dc la Sa-red ha sido diada en diversos tejidos.

Los primeros informes acerca de ésta regulacion, se efectuaron en higado de rata (Yates, et al, 1958)
en donde se observd que la actividad de la cnzima es mayor en hembras en comparacion con los
machos, lo cual da un indicio de que los androgenos de alguna manera influyen en la actividad de esta
enzima. Estudios recientes (Greotge, ct al, 1991) efectuados en prostata de rata, demuestran que
especificamente la DHT es ¢l esteroide que efectua la regulacion de la enzima, en este tejido sc observa

que en ausencia de andrégenos endogenaos (gonadectormia) la actividad de la Sa-reductasa disminuye

vy al admi ar DHT se incr a la actividad, tambien observaron que esta actividad

enzimitica esta directamente relacionada con la cantidad de ARNm de 1a enzima en este tejido, 1o que

implica que la regulacion enzimatica se efectua a nrvel transcrpcional

E£n estudios “1 virro” etectuados en pituitania de rata macho (Vanderstichele, et al, 1990) se observo

quc la castracion incrementa notablemente la actividad de la Sa-red y este i cs

revertido con la administracion de testosterona, suginiendo que la testosterona esta involucrada en la

regulacion de la actividad de la Sa-reductasa en este tejido

En la glandula Harderiana de Hamster (Vilchis, et al, 1994) también se observd una regulacion

negativa dc la testosterona sobre la actividad

ica de la Sot-red demas de disminuir la

cantidad de ARNm para esta enzima

De una manera general, se ha observado que tanto ta actividad como la r 1} de la Sa-red

es diferente en funcion de 10s tejidos y segiin las especies estudiadas.
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I.a regulacién de la Sa-reductasa en cada tojido es muy importante ya que a la Sa-reduccion se e han
- asignado dos papeles importantes ¢l primero, es el de actuar a ruvel de células blanco para androgenos
en donde reduce 1a testosterona a DHT, el cual es un androgeno de mayor potencia, el segundo, es el
de reducir esteroides para acelerar su catabolismo
El anilisis por Northemn blot, asi como la amplificacion de! ARNm de las isoenzimas con actividad de
Sa-reduccidon en la glandula de Harder de la rata nos permiticron comprobar que la enzima presente en
este tejido es la Sa-reductasa 1, la cual dio sefial positiva, tanto on la glandula farderiana de machos
como de hembras, asi como en los controles usados (higado, epididimo vy prostata) no asi la de la Sa-
reductasa 2 la cual solo dio seftal en el tejido control (epididimo), en el cual se ha comprobado su
existencia (Normington y Russell. 1992)

La p ia dec la i 3 Sa-reductasa 1 en este tojido podria indicar que la funcion dc esta

glandula es fund. |} boli en refacion a su accion sobre la testosterona
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CAPITULAY

OCHO

CONCLUSIONES

En conclusion, mediante los estudios efectuados en estc trabajo se¢ cncontrd que en la glandula
Harderiana de la rata esta presente la Sa-reductasa tipo |, cuyas caracteristicas fisicoquimicas son
similares con las encontradas en otros tejidos. ademas de que su ARNm hibridé con la sonda especifica
para esta enzima.

El interés por ¢l estudio de la enzima Sa-reductasa de la glandula Harderiana, es debido a que nos

permitira un mejor dirmi de los i involucrados en la actividad dc esta enzima, la
cual forma parte del mecanismo de accion de los androgenos

Ademas, el agrupamicnto de estos datos y los encontrados en otros tejidos por diversos investigadores
de alguna mancm s¢ podran aprovechar para entender algunos padecimientos en los cuales esta

involucrada la actividad de la Sa-reductasa, como en la hiperplasia prostatica, el hirsutismo, ¢l acné y el

cancer dc prostata.
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ANEXO I

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL. METODO DE BRADFORD
{(Bradford 1976)

« Preparacion del reactivo para medir proteinas Se disuclven 100 mg de azul de Coomassie en
S0 mi de ctanol al 95% (H{,0) mas 100 mi de H,PO, al 85%, llevandosc a un volumen final de
1000 ml con H,0, esta solucién se mantiene en botclla color ambar

e Se prepara una curva estandar pesando 10 mg de albumina serica bovina (BSA) disolviéndola

en 10 ml de solucién salina (NaCl 0 15 M, SS) Sc lec en un esp ofotd 0 a una | itud

de onda de 278 nm empleando como blanco la solucidén salina, la lectura debe ser de una

densidad optica de 0 66 si no es asi se ajusta a que quede la lectura

Preparacion de los puntos dc la curva

1. 0 ug 100 plde SS

2. 25 ug: Sctoman 1.5 de solucion stock y se llevan a un volumen de S ml con SS (25ug/100ul)
3. 50 ug: Sc tomaron 2.5 ml de la solucion stock y se llevaron a S ml con SS (50ug/100ul).

3. 75 ug: Sc tomaron 3.5 m} dc la solucion stock y sc llevaron a 5 ml con SS (75ug/100ul).

5. 100 ug: Sc usa el stock sin diluir (100ug/100ul).

De cada punto de la curva se toman alicuotas de 100 ul por triplicado y se les adici 5 ml del

reactivo preparado Sc agitan, se dejan reposar 1 min. y se leen a 595 nm contra un blanco del
reactivo empleado

Las muestras problemas se llevan a 100 pu! con SS, se les adicionan 5 m! del reactivo de
Coomassic, se agitan, se dcjan reposar 1 min. y se leen en las misinas condiciones que la curva
patron.

Las lecturas de los problemas sc interpolan en la curva patron.
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