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C"Artn~l,O 

UNO 

INTRODUCCIÓN 

La glandula de Harder CGI 1) es una cstructUra tubuloalvcolar de locali7..ación ,.ct,.o-orbitaJ, que se 

encuentra presente en la mayoria de vcncbrados terrestres Las secreciones producidas por este órgano 

varían entre los diferentes grupos de vertebrados y sus cclulas epiteliales po~ g.ranulos o vacuolas 

cuyo contenido puede ser mucoso, seroso o lip1d1co Los productos principales de la GJ l en los 

rocdorcs son. lípidos, porfirinas e indolaminas Se ha observado que la glándula de l-lardcr tiene una 

inervación autónotna rica y se han identificado en ella varios ncuropeptrdos Su control. tanto a nivel 

estructural como de sintcsis.. se efectúa a trav6 de una vancdad de compuestos horTJ\OnaJcs, entre los 

que se incluyen la melatonina.. honnonas gonadaJes, tiroideas y de la pituitaria 

En los rocdo,.cs las honnona.s gonadalcs mas importantes que ejercen influencia !'"Obre la glimdula !!On 

los andrógenos y en varias especies estudiada..' se ha descrito la presencia de receptores intracelulares 

para estas hormonas 



El principal andrógeno M:Crctado por el tcsticulo es la testosterona (T) y es la única hormona de 

naturalCT..a C$tcrou.1.nl que al llegar a su órgano blanco se mctaboliz.a. p..va dar lugar a un compuesto de 

mayor potencia biológica In 5u-dihidrule!!itO!itcron.a (DI n) Esta transfonnación es mediada por la 5u­

cstao1de reductn..~"l. la cual es una Cf\7.Ítna de locnliz.ación nucrosomal y que requiere NADPH como 

cofactor 

Aunque T y O l rr se unen a un nusmo receptor. se ha obscn.·ado que d complejo T-reccptor tiene una 

velocidad de disociación mayor que la del complc..10 ()J IT-rccc:ptor Este Ultiino es mas eficiente para 

activar procesos tran...;crlpcionalcs y puede regular genes específicos que no !'iOn activados por T 

Con."tCCUentcmcnte, la formación de DI IT puede Jugar dos papeles en la accion de los andrógenos uno. 

C5 la potenciación de la acu-..,dad andrógcruca y el otro es la rcgulacion de algunos genes especificas 

Ya que la fonnación de la DI tT a ruvcl celular representa un proceso importante en la a1..'"liV1dad de los 

andrógenos. en el presente traba.Jo se mvcst1gu la prcsc..-ncia y las caractcristicas de la 5a.-cstcroide 

rcducta.-.a en la glllndula de 1 lardcr de la rata 
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lllPÓTESIS 

La gl&ndula l lardcriana de la rata tiene la capacidad de mc:tabotizar la testosterona a 5a.­

clihidrotcstostcrona (metabolito de mayor potencia andrógcnica) dado que posee la 

actividad de la 5a.-cstc:roide rcductasa 
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00.JE"TIVO GENERAL 

Identificar y caracterizar la actividad de la enzima Sa.-cstemidc rcduc:tasa en la glándula 
Hardcriana de la rata. 

1.1 00.JE"TIVOS PARTICULARES. 

Estudiar la actividad de In Sa.-cstcroide rcductasa a diferentes pHs en la glA.nduJa Harderiana 
de la ruta 

2 Estudiar la actividad de la 5a.~csteroide rcductasa de la glandula l lardcriana de Ja rata con 
dif"crcntcs concentraciones de sustrato (testosterona) y establecer sus constantes cinCtica..'i 
(KmyVmax) 

Estudiar la acti'\.;dad de la 5cr.-cstcroidc rcductasa en presencia de diferentes concentraciones 
dcNADPH 

4 Determinar la expresión del ARNm de la 5a~croidc rcductasa usando técnicas de 
hibridacion molecular 
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CAPl'Tt:i.A:> 

DOS 

GLÁNDULA HARDERIANA 

2. I /fllroJu~dón 

La glftndu\a 1 tardc..-rians es unn estructura tubuloalvcolar que se localiza en la órbita ocular Esta 

glandula ~ encuentra en todos los grupos de vertebrados terrcstTCS los anfibios anuros, reptiles. aves y 

rruunifcros Exi~ten algunos manufel"OS en la.,.. cuales no se ha observado. esto es. en murciClago~. 

vacas, caballos, carnivoros h..."f'TC.<;;trcs y prim.atc..~ !"l!periorcs EntTe eiitos últimos ~á el hombre. aunque 

!toe! ha reportado que se c.."1lcucntra como una estructura anbriona.na tran.ctitoria (LocwcnthaL 1<110) y 

hay alb'Unos repones en los cuales se informa de su presencia en adultos (Giacomini. 1887. Flcischcr, 

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

han sido rcconfirmadas a la fecha 



2. 2 <JlánJula de llar.In-

La gli:indula J lardcriana fue descrita inicialmente en 1694 por Johann Jacob Hardcr. quien Ja obscn.·ó en 

el venado y Ja reportó como una .. ¡.:la11du/a r1<.Jiu /ucl">Tna/u". 

Estudios mas rccicnlcs sobre la glándula J fardcriana Ja describen como una cstructunt unitaria.. que se 

encuentra fimterncnte adherida a la pane media de la órbita ocular y su dueto normalmente abre sobre 

la superficie de la membrana nictitante Esto distingue a la gJa.ndula J fardcnana de las g.Jandulas 

Jagrima.Jcs y de la glandula de la membrana nictitante. que son típicamente raci.mo~ de h.."Jido glandular 

dentro de Ja membrana ructitante La glandula lfardcriana es frecuentemente muy grande y en at~ ... mos 

ca.-.os mas grande que el globo ocular 

Las fünc1oncs que se le atnbuyen a esta .f.tlándula son muy diversas, entre estas se encuentran la de ~ 

un sitio de respucstn inmune, ser u~ fUentc de lipidos tcrrr1orrcguladorcs. ser una fuente de fcrornona.<o. 

ser un orga.no f'otoprotcc..'tor y ser panc de un eje entre la retina y la pincaJ 

La gJAndula Harderiana ha sido estudiada amplia.mente en roedores y se han establecido en este grupo 

patrones cardctcnsticos de la biología de esta glandula A~. se ha obscr.:ado que tiene altas 

concentraciones de porfinnas. especialmente en los roedores hembras (Spike et al .1992). que 

almacena una mezcla de bpidos poco usual en otros tL~idos (Seyarna et al .• 1992). que sintctiz.a 

mclatoniÑ (llubcrück et aJ .• J97b) y en algunas especies presenta un marcado dimorfismo sexual. tanto 

a nivel moñológico como bioquimico (Payne. 1994) 
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2.3 Glándula llankrlana ~lo rula .. 

La glimdula 1 lardcriana de la rata se loc.aliT~ dentro de la órbita ocular. La glándula consiste Je dos 

porciones un lóbulo pcquei\O que ocupa la porción superior de la cuenca del ojo y un lóbulo mis 

grande y difuso que Of...~pa el pis.o de la cavidad óptica (Fig 1) Como no existe una diferencia 

histológica marcada entre estos dos lóbulos. se les puede con.....Udcrar como una entidad Unica La 

glimdula l lardcriana de la ratu se cnractcn7.a. por producir porfirinas. las cuales se acumulan dentro d~I 

lumen glandular y se ha, descrito que la glándula sintcti7.a adem.is una porfirina tricruboxilada ó 

1-laTdcroporfirina característica de C"Sla especie (Kcnncdy. 1<J70) 

La función de la glandula no !'OC ha esclarecido. pero se le considct"a como una fuente de lubricación y 

protección para la cornea y la na...ofa.rin~c 

flGURA. l a) E .. v¡ucm. ... de loc:ihr.taón de La ~'\nduL1 de: ttardcr de L-i rat."l (Gl-f), J!l3ndu1:1 c.<11:tr.aorbltal C'l.tcma c.g o el. 
gl.'Uldula mtraorb1tal (_g t}, mu. ..... "Ulo lcmporal tm t}, RllL...:Ulo satpenor obbo.JO (so). mw.ado mfcnor obhcuo (1 o) lb) 
GIAndula l Ludcnana de L-i r.it.a 
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La moñoJogia básica de la g.landula Harderiana de rata es la de una. tipica gündula cxócrina con 

alvéolos que dcscmbocan a tubulos La.. .. porciones terminales de la glándula ~"tán compuestos por 

aJvéolos separados por pequeñas cantidades de rcjido conectivo localizado en eJ intersticio de la 

glándula. estos alvéolos están alineados con cclulas acinan:s Cada alvéolo contiene uno o dos tipos de 

células epiteliales adcrnits de células nuoqlitchale~ 

Existen dos tipos de cClula.s soc::rctora..'i (tipo A y B) que comprenden d qnteho glandular (Kanwar. 

1960) La.• cilulas tipo A contienen grandes ..-acuolm. en el cztopla.vna. maentnt.'i que d tipo B contiene 

vacuolas pequeñas inmersas en un abundante c1topla<Un.3 inten,.acuolar de naturaJc7..a ba...'iOralica 

El nlunCfU y tasnai\o de vacuolas e~ mayor en J,¡15 cclulas tipo 1\ y cstAS célula.o. M'.lO rna."" numerosas. que 

las cClulas tipo O en la mayona de las porciones tennmalt..'"S de la gJandula 

Se ha observado la p.-c...-.cncia de pigmento c.."tl el lúmcn glandular. pero no SIC' ha ob~rvadn dc.."'tltro del 

epitelio glandular Este pigmento coru.istc en su mayoria de porfinna .. '\. debido a su fluorescencia rojiza 

(Derrie y Turchini. 1924) y a sus cantctenstica..'i qu1rn:K:&S (Kcnnc..~y. 1'>70) 

A nivel ultraC'ilructuraJ. las células glandulares cprtclme.. soa de forma p1rasnidal y se extienden de Ja 

mcmbrana basal aJ lúmcn de una unid.1d SC'l...•"-"'fora individua.J (Kelcn)i y Orbán. 1964) Su nUck~ esta 

loaJi.zado basa.lmente y frccuenrcrncntc se observa un solo nudcolo. En cJ epitelio glandular no .se han 

encontrado figuras miróticas ni céfulas binudcadas y en el apice de las cCJulas cst3n presentes 

microvcJJocidadcs. 
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ZJ.2 Tejú/o conft:"Dvo inkrsdcial 

El 1cjido conectivo intersticial de la gllindula 1-larderiana contiene vasos sanguíneos pcquci\os, 

fibr-oblaslos,. mclanocilos y cél:u.la.s cebadas Adc:m.is se han encontrado cClulas plasmáticas )" 

cosinófiJos en el tejido conectivo de la glándula (Brov.nschcidlc y Nicwcnhuis~ 1978) 

2...3..3.1 Upidos 

La glándula J--tarderiana de rata secreta principalmente lipidos Se han hecho estudios citológicos e 

histoquimicos que demuestran que las vacuolas dcnlro del ci1opla..vna de las cClula.s sccn:toras 

contienen varios tipos de lipidos tales como grasas in.saturadas. fosfolípidos. esteres de colcs1crol y 

Upidos neutros o triglicéridos (Kanv.-ar, 1960). 

2.3..3.2 Porfirinas 

Los primeros investigadores en descubrir la presencia de porfirinas. debido a la auto-fluorescencia de la 

glándula de Harder bajo luz ultravioleta., futton Darricn y Tur-chini en 1924. Posteriormente fue 

verificada químicamente la presencia de porfirinas en este tejido por Strong en t 94:?. Kenncdy en t 970 

aisló y caracccrizó una nueva poñui.na en la glándula de Hardcr de rata. la cual fue nombrada Hardcro­

poñuina 
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La glándula de l·lardcr tiene: todo el sistt."11\U enzimatico para la f"ormación de poñuina..". siendo la 

protoporlirina IX la que se encuentra en mayor porcentaje seguida por la coproporfirina 111 y la 

porfirina tricarbo"illca o 1 lardcroporfinina (Tmnio y Grinstcin, l '968) La enzima limitantc c:n la ruta 

biosintctica de las porfirina.s es Ja ó-aminolc:vulinato sintctasa (IS-ALA sintct.a.sa). la cual es inhibida por 

la presencia de protohcntina IX 

A la mayoria de las porfirinas se les incorporan ion~ metálicos que aJ unirse a proteínas especificas dan 

como producto hemoglobina y mioglobina,. sin embargo en ta glandula de l lar"dtt las portirinas no 

tienen iones mctlilicos, esto se atribuye a que en este tejido no cx.istc:n enzimas que incorporan los 

metales a las porfirina.o;, como la fcrroquclatasa En la glit.ndula 1 fardc:riana ~ acumulan las porñrinas 

principalmente c:n el lumen alveolar y esta acumulaClón se puede explicar como una sobreproducción 

de porfirinas ya que este tt.ojido no tiL-nc protohcmina IX C1nhib1do1" de f> ALA sintctasa) 

Se ha considerado que la!. porfirinas de la gliindula Han:lcriana.. si,.....·en como fototransducton:s 

(Wcttcrbc.-g et al. 1970) 

2.3.3.3 l\lclatonina 

La presencia de mc:latonina en la glándula Hardcriana de rata fue indirectamente pl'"Opuesta por 

Vlahakes y \\'unman en l 972. quienes investigaron las propiedades de la hidroxiindol-o-mctil 

transfcrasa (HIOMT) presente en este órgano En 1976 Bubcnick y cols lograron identificar 

directamente a la mclatonina en este tejido. 

Estudios inmunocitoquimicos han revelado la existencia de mclatonina en las células acinares 

secretoras de la glWldula Harderiana en ratas, hamstcr y ratones (Vivicn-Rocls et al .• 1981) En otros 

estudios inmunocitoquimicos (Bubcnik et al . 1976) se encontró que In cantidad de mclatonina en la 
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glindula de f lardCT de rata era mas alta dun.ntc la rase de oscuridad que durante el día. en J 985. 

Hoffman y cots obtuvieron resultados s.imilarcs cuaniificando ta mclatonina mediante 

radioinrnunocnsnyos La función de la mclatonina en la glándula 1 lardcriana no se sabe con certeza. 

pero se ha observado que su concentración esta int1ucnciada por fotopcriodos (Duzzcll et aJ. 1990) 

ademas.. las difei-cntcs cantidades de mclatonina presentes en la glAndula están relacionadas con la 

concentración de porfirinas en este tejido (Joó y Kahan. 1975) y se han observado difc:rencia.s sexuales 

en el metabolismo de mclatonina en el hamstcr sirio. esto se ha atribuido a la.s hormonas sexuales. 

especialmente a los androgcnos (l\.1cncndcz-Pclacz et al. 1989) 

2-1 <.ilándula llar~ana)' IL':titn-t>ido ¡:nnadal~ 

Se ha observado que las honnonas gonadafes t..-jercen su acción en la glándula Harderiana.. sobre todo 

en roedores En ratas. la ovarL"Ctomia reduce significativa.mente el conterndo de portirinas en la 

gloindula l larderiana y la administracion de cstradiol mas progeslc:rona. ejerce un marcado efrcto 

cstimulatorio en la producción de porfirinas glandularc..o¡ en ratas hembras cru.vada..o¡ « U1rich t..'1 al • 

1974) Se ha observado también (Shirama et aJ . 1987) que la administración de testosterona d1snunuye 

Jos niveles de porfirinas en la glándula 1 larderiana.. tanto en ratas machos. como en hembras. indicando 

que Jos andrógenos ejercen una regulación en la síntesis de profirinas en este tejido 

En el hám.o;1er. desde la década de los so·s (Christenscn y DWR 1953. Woollcy y \.\'orlcy. 1954. Paule 

et al . 1955) se observo que existia un marcado dimortismo sexual en la glándula Hardcriana y que Ja 

gonadcctornia en los machos provocaba c:runbios en esta estructura 
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l...os cstaoidcs para ejercer su acción necesitan unirse a receptores intracclulare1. formando un 

complejo honnona-n:ccptor que actüa. dfrcctarncnt-:: a rúvcl de ADN estimulando o inhibiendo la 

transctipción de ciertos genes La presencia de receptores para andrógenos en la glandula 1 lardcriana 

de rata fue inicialmente sugerida por Crustafsson y rouscitc ( 1975), quienc.~ demostraron una rctcnción 

especifica de testosterona- ( .1¡ 1 J en glilndula.s de ratas castrada..., postcrionncntc Vilchis et aJ ( 1 987) 

demostraron la presencia del receptor de andrógenos en la. glándula 1 fardcriana del hámstcr tanto en 

hembras como en machos y en aJgunas otras especies como rata.. cobayo. conejo y ratón (Vilchis et al • 

1992). 
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C'Artn10 

TRES 

ANDRÓGENOS 

Los andrógenos son moléculas de naturale7.a lipidica. su estructura quimica esta constituida po.- cuatro 

anillos fusionados. tl"cs de los cuales contienen seis ñtomos de carbono y el otrCl restante 5610 tiene 

cinco. además tiene dos metilos angulares. uno entre los anillos primero )' segundo y el otro entre el 

tercero y el cuarto De esta manera la mok~la esta constituida basicamcntc por 1 9 &tomos de carbono 

y dependiendo de los substituycntcs que se encuentren en el primer anillo o L"Tl el Ultimo sera la potencia 

biológica del andrógeno (Fig. 2) 

La testosterona (T) es el andrógeno circulante biológicamente mas activo y es producido en su mayoría 

por el testiculo. aunque su fonnación po..- el ovario (Kasc et al .• 196 t) y la suprarrenal (Binlingmaicr et 

al. 1986) ha sido tambien documentada 

En tas cdulas de Leyd1g del lntCThí.icio t~"ticular, la sintcsis de T se cfcctU.a y puede ocurrir de 110\.'0 
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(t00) (2~0) (t&O) 

(Oft) 

FIGURA 2 Estnx:tum quimicn de: aJgunm. a~ n.~rn.1~ b1ológlamcntc actn"<K Et nUmeto entre 
pan::ntc:stS 1nd1c:1 L"' potcnct.'1 ~ rcbln'a que otubc c;;ad.a; comptldol.o. conrparada um 
~(f()()%) 

a panir de acctil cocnzimn·A o dircctainen1c del colcstc:"Tol almacenado en la célula. o bien. se adquiere 

de la sangre. como lipoprotcina de baja densidad E.n la rata la fuente pricipaJ de colesterol para la 

sintcsis de testosterona se encuentra en la células de Lcydig (~1orris y Chaikutr, J 959) En la 

milocondria el colesterol pierde su cadena lateral mediante la acti ... ".idad de Ja en.rima citocromo P-450 

scc dando como producto la pregnenolona Posterionncntc. Csta molccula sera transformada a 

testostCS"ona por una serie de enzimas microsomaJes f',Vilson et aJ, J 993) El rompimiento de la cadL'tla 

laternJ del colesterol representa el paso lim.itantc en la formación de testosterona en el t~"ficulo. este 

rompimiento está regulado por la honnona lutt...-1niT...antc (Llf) de origen hipofisiario, la cual al unirse a 

sus receptores mcmbranalcs espet;rfico~ estimula la fomtación de A.1\.fPc. El aumento en Ja 

concentración de Af\.fPc ~"timula la actividad de una proteína cinasa. (Podesta et al .• J 976) y la 

activación de la proteína cina..c;a de la cclula..'> de Leydig ~"timula la formación de testosterona. 
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Una vez sintctiz.ada. la testosterona es sccn:tada a ta sangre. en donde viaja mayoritariamente unida a 

protcinas plastnaticas La albUrnina y la globulina transportadora de hormonas 5C:Xuales ó SI IUG (por 

sus siglas en Inglés Sc:x 1 lonnonc 8inding Globulin) son las principales proteínas acarreadoras de T La 

SHBG exhibe alta afinidad por andrógenos y cstrógcnos. tiene un peso molecular de 95 kDa. contiene 

CC1"ca de un 300/o de carbohidratos y tiene un !Utio de uruón por mo1Ccula (Rosner. 1975) Cuando los 

andrógenos viajan unidos a ta SI IUG s.c encut...-nt.-an meno~ disponibles. tanto para su mr:tabc..'llismo, 

como para !'U actividad, en comparación con los que viajan libremente (Vcrmculcn et al. 19bQ), por lo 

que ~ha propuesto que la funcion de la SI IUG es la de mantener en circuladón a los estL1"oid'-~ por un 

mayor tiempo rcb'Ulando a.">i su actividad 

La testosterona sintcti7.ada llega al hipotálamo y a la hipofisis. en donde regula la secrccion de la LI 1 a 

trav~ de mecanismos de rctroalimL-ntación negativa (Pícrcc y Par!O.ons. 1981) 

Es ampliamente aceptado que. debido a sus caractcristica...<; lipidicas. la T atraviesa ta membrana celular 

por difu!i.ión pasiva (Yamarnoto, \l>KS.Quigley et al. J<JQ5). una vez dentro de la celula blanco la 

testosterona es reducida en la posición cinco dando como producto la 5a.-dihidrotcstostcrona (01 IT). 

esta reacción se cfcctUa mediante la acción de la ~n-esteroidc rcducta...a. (Fig 3 ), enzima dependiente de 

NADPl-1 (Frcdcrikscn y 'Vilson. 197 l) 

OH 

Testosterona 

OH 

,:. 
Dihidrotestosterona 

FIGURA J Rc:ac:aOn cmahroda por la ~a.-es1cro1dc rcducta.sa. 
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Pa.ru ejercer !'U acción la T )' DI IT se unen a receptores de naturale7.a proteica La unión dd andrógeno 

con :i¡u receptor induce un cambio confonnac1onal en el receptor que facilita su dimcriT..ación. su 

tnmsportc al nüclco y su interacción con d ADN y que culmina en la regulación de la transcripción de 

genes espccüicos (Fig. 4) 

El receptor de andróp.cnos pcrtcnr..<>cc a una fam.ilia de pro1cinas nucleares. que funcionan a rna.nc..-ra de 

far..'1ores de tran..~ripcion y 1..-uya activacion dcp1..-ndc de la unión a su honnona especifica (Fig 5) En 

esta familia se incluye a los receptores para. ácido rctinoico. vitamina D. honnona.s tiroideas y horTTionas 

cstcroidcs (Evans. JQ88. Frcnch et aJ. J<J90, Mangclsdors et al. 1995) 

ARNm~ 

CÉLULA BLANCO 
TRADUCCIÓN 

PROTE(NA 
(efecto androgénico) 

FIGURA 4, Reptc5Cntación esquemática del mecanismo de acción de andrógenos. 
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c.i- ... " -- ,._ ..... ~ .. -..;.··-........ 
RGh N-{=====::i·z;MM e 

RMh N~----- ¡ e 

RAh -v/;r----- _____j- e 

RPh N-C:::::_ .. 

REh e 

RVO 

FIGURA S Rcprcscntaoon e5q1.1Cft\o'!Uca de: t.;1 homolo>!l-1. cu Ll C"ol.nk.."tura de 10'!. ro.:cpton5 de homaon.;L'lo 
CSllC1'0tdc:s. D~ que n1ucstr.1 b '1:11:JOn pnn...,pal. el nun11Cro d.: ;1nuno.'ll.-,.kJO... el ~uo o.le uruon dd 
ADN y d domoruo de wuón del aotctuldc en el ~m- de ~ermdc> hum.~ U<GIH ro.xpcor de 
gh.1coco1Ucmdcs hurn.UKJ. (Rt<.Uo n:~:ccphn de nuncr.üoo.;ort1ccndo. hurn.i.no. tRAhJ rcu:ptor de androJ;eCflO' 
hU111:UKJ.. (RPh) rcc:eptor de progcstcnm.1. hum.ano. 1REhl ~or de e"lcrmdc.<. hum.;lOO) tk\!0) ra.xpeor 
de la \.1.L"UTUn."I D 

La clonacion del gen que codifica para el receptor de andrng.cnos fl .ubahn et al . l ''88. Chang et al . 

1 <188) ha pcnnítido un mayor ~onocirnicnto en la c.stnu.::tur-a y funcion de~ protc1na r<.-ceptorn A~. 

!".e ha encontrado que el gen del recepto.- de androgcnos. esta. locahzado en el cromosoma X (en el 

humano) muy cerca del ccntrómero. entre Xql 1-Xql::! (Luba.hn et al. 1988. Quiglt..•·y et al. 19<>5> 

abarcando entre 75 y QQ Kiloba.....cs (Kb) del ADN gcnomico La rcgion que codifica para la proletna 

(apro'<imadamcntc 2757 pares de bases) esta dividida en 8 cxoncs separados por 7 introncs (Lubann et 

al, 1988) La proteína resultante tiene un peso molecular de 110-114 KDa y pos.c..-c de 910 a 919 

aminoácidos. scdtmcnta en gradientes lmcalcs de sacarosa con un coeficiente de 8-9 S y de 4-55 en 

condiciones de alta fuerza ionica Esta proteína tiene. al igual que los dcn\aS receptores para hormonas 

estcroides {Fig 6) tres dorrünios principales (Carson-Jurica et al. 1990) 
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1) El doniinio amino.u:rrninal. que es muy grande (ocupa mas de la mitad dd receptor). tic:nc una 

secuencia de aminoácidos poco conservada y esta involucrado en la activación tntnscripcional 

2) El dominio de unión aJ ADN. que está altamente coru>crvado. contiene varios residuos de cisteinas 

constituye: Jos denominados dedos de r.inc. que son hChces coordinad.ns mediante cuatro cistc:sna." y 

un átomo de ~ne E..<ita reµión intcraccJOna directamente con clCTTlcntos de respuesta honnonaJ 

( HRE) dd ADN r:.1 complejo andrógeno-recepto,.. tnteraccion.'l. con elementos de rcspu1t,..."Sla a 

hormonas idCnticos a los de otras honnona..' csteroidcs. como Mln g.lucoconicoidcs y progcstcrona 

(Harn et al., J 988) Asi mismo. el dominio de union al ADN es indispensable par-a la acuvacion 

tran..-.cripcionaJ. la dimeriz.acion y el tran,.ponc nuclear (Simcnta.J. 1991) Se ha observado que 

altcr.icioncs en esta última rcgion. inclu~ mutaciones puntuales. hacen que el receptor pierda 

totalmente su acth.-idad (l\.1arcclli et al • l l><J J ) 

3) El dominio de union al esteroide. se encuentra en la región c.arboxilo terminal~ en esta región se 

cfcctUa la unión dcl receptor con el andrógeno, con características de alta afinidad y alta 

especificidad. en el dominio de unión aJ cstcroide se encuentra probablemente el sítio de unión para 

protc!na.s inhibidoras como las p,-oteinas de choque térmico (hsp) de 90 k:Da (Smith y Totl .• 1993). 
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RCCEPTOR CE ANDRÓGENOS 

Los andrógenos detcnn.inan Ja diforenciacion y el desarrollo de los órganos reproductores ~"Ulmos 

rrgulan además las caractcristicas sexu.a.Jcs SCl...""Undaria.o¡. la conducta seorua1 y la secreción en los 

órganos sexuales accesorios en el macho Originalmente. todas estas funciones se atribuian 

exclusivamente a la testosterona y se postulaba que la Sa.-dihidrotcstostcrona era un metabolno 

inactivo de la testosterona (\.Vilson et al .• 1993) 

La idea de que la Sa.-dihidrotestosterona es un andrógeno potente con algunos papeles fisiolog¡cos 

difcrcnlcs a los de la testosterona.. .se ba....O principalmente en dos obsovacioncs. primero. Jos tL"jidos 

blanco para andrógenos tienen acti,;dad de 5a-~"1eroide rcductasa, enzima que reduce la T a DI IT 

(BruchovsJ...-y y \\'"dson • 1968) y segundo. la Sa-dihidrotcstostcrnna se retiene en el núcleo de tejidos 

blanco como la próstata (Andcrs..~n y Liao. 1968) 
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En la actualidad 5C sabe que tanto la T como la DI rr tienen actividad androgCnica y ejercen esta 

actividad mediante su unión a un mismo receptor <Wllbcr et aJ. 1983), 

Aunque la testosterona y la DI IT se unen a un milUllo receptor. se ha. observado que el complejo 

testosterona-receptor tiene unn velocidad de dis.nciacion mayor que la del complejo DJ-IT-rcccptor 

(K.aufman ct aJ. 1983.Grino ct aJ .1990) y este ultimo complejo activa más eficientemente un sistema 

de genes rc..¡K>a1cros. en comparación con el complejo tc:stostcrona-rcecptor (Deslypcre et aJ.1993) De 

esta ma.ncru. la fonnacion de DI n· amplifica l.a señal undrogénica Por otra parte. se ha observado que 

el complejo DIIT-rcccptor puede regular genes cspcc1ficos que no responden a T, como son los 

implicados en la diferenciación de los gcrutales externo~ y de la prostata (Bennan et aJ .1995) 

Consecuentemente. la fonnación de DHT puede jugar dos papeles en la acción de andr"ogenos uno. 

que es la amplificación gcncntl de la actividad androgenica y el otro. que es la n:gulación de albrunos 

genes cspccificos 
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r·Artn 1.0 

CUATRO 

Sa.-REDUCT ASA 

La actividad de la enzima Sa.-rcductasa fuC dcscri1a inicialmcn1e por Schncidcr (1951.195:?) en 

incubaciones de higado de rata con desox.icorticostcrona.. en donde obtuvo los derivados 5cr.-rL-ducidos 

de este csteroidc. Posteriormente. se demostró que In enzima se encuentra en la fracción núcrosomaJ 

hepática y que necesita como cofactor NADPH. adcnuis de que es capaz de rcducii- en la posidon 5a a 

la mayoria de csteroidcs naturales (fomkins. 1957. f\1cGuirc et al .1960) 

A panir de entonces. se estudió la reducción en 5a. en cstcroides y se observó que esta reacción puede 

tener dos diferentes papeles· 

1 ) De contribuir al catabolismo y C"'(Crcción de csteroides.. ya que se ha observado que cuando un 

cstcroide se reduce en la posición Sa. la cctona que se encuentra en el carbono J del ~'tcroidc es 

más susceptible de reducirse formando derivados Ja. ó 33 hidroxilados. estos grupos a su vez se 
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sulfatan o glucuruconjugan formando cstCToidcs que icndnln una mayo..- solubilidad c:n agua. lo que 

facilita su cx.crcción po..- la orina 

2) El de fonnar un compuesto de gran acth.;dad and..-ogCnica. la DI IT. Esta n:acción OCWTe a nivel de 

ó..-ganos blanco en donde la Dl-fT ejercerá directamente su acción vi.a un recepto..- intracelular 

especifico. 

La imponancia de esta actividad se comp..-obó aJ encontrarse que existen individuos con mutaciones en 

el sen (tipo 2) que codifica para la 5a.-..-cductasa Jo que no permite un funcionamiento adecuado de la 

cnrirna a nivel de ó..-ga.nos blanco Estos indi'V1duos (con cariotipo 4ó X,'1 nacen con fenotipo 

femenino. hipospadias perincocsct'otaJcs. pscudovagina de tarnai\o variable y tcsticulos cripto..-quidicos, 

aunque. bien desarrollados e histológicamente diferenciados Adcmá..."'. posccn cpididimo. conducto 

deferente )' vesicula seminal. pel'"O no existen derivados ni rernanemcs mullerianos y la prostata no se 

desarrolla C'Vilson et aJ • 1993) 

El estudio de la 5a.-rcducta.."'8 se dificuJtó debido a que es una enzima membranal y su solubili7..acion es 

dificil de lograr, el uso de detergentes (f-louston et aJ .• 1985) h3. permitido obtener a la enzima soluble. 

pero se ha visto que la actividad enzimatica disminuye con estos procedimientos Con el advenimiento 

de nuevas técnicas de biología molecular ha sido posible el estudio de la Sa-rcductas.a a partir del gen 

que cpdifica para esta enzima. En 1989. Russcll y cols lograron obtem .. 'T el ADN complementario 

(ADNc) que codifica para una 5a-..-eductasa a partir de hígado de rata (Andersson et aJ • 1989) El 

ADNc de la Scx-..-cductasa de ..-ata se usó para obtener el ADNc de la enzima de humano mediante 

tuDridación en una biblioteca genómica de prostata humana (Ander-sson y RusscU , 1990) 
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Cuando se comparo In actividad de la Sa.-reductnsa obtenida del ADNc con la acti\.idad de la c:tVjma 

estudiada dircctAmcnte en prOstaL.'1, se lucieron aJgunas observaciones 1) la enzima oblcnida a partir 

del ADNc cxhibia un pi 1 óplimo n.Jcalino. mientnL"i. que la cn:r.ima na1iva tenía un pi 1 óp1imo ácido. 2) 

la enzima recombinante era inhih1da muy dzficilmcntc rmr tina.'itende. t.:ompuesto que !>.C habia probando 

que tenia una fuerte acc1on sobrc la Scr.-reductasa de proqa1a 

Estas obsenracioncs. sugirieron fuertemente que C"XJStta otro gen para la Sa-rcducta.sa humana. por lo 

que se buscó y s.c aisló un gen diferente aJ primer- AD~c ( Andcrsson d aJ . 1 99 J) cuyo producto tc:rua 

u.na mayor- s1mibtud con la estudiada dira.."tanlt.~le en prostata humana 

Oc esta manera se lograron clonar dos gene....,. de 5u-e;tc."foidc rcducta.sa.. tanll~ en huma.no como c..~ rata 

<Nonnin1'_.,'1on y Russcll. J 9Cl:?) y !loe les nombro Sa-rcductasa 1 y Sa.-rcducta."ioól :? segun el orden 

cronológico de su aislan11cnto (AndcrsMln et aJ. 1989. Andcrs.son aru1 Rus.'\CU, 19"-')(). Andersson et 

aJ • 1qq1. Nonnington y Ru~..cll. 1 C)Q:?) 

-Son proteínas hidroíóbicas compuestas de :?54-:?SQ aminoácidos y con un peso molecular de 28000 a 

29000 Da La.s prolema.c;. no tienen secuencias con...c;.ensualcs para glicosilación ('\Vilson et al .• 1993) 

La comparacion de la.e;. secuenda.'i de arn.inoacidos. deducida.e;. a panir de los AONs complementarios. 

ha mostrado la existencia de un alto grado de homología entre ambas protcinas. 
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La identidad de secuencia cnlre la 5a.-rcductasa 1 de la rala y el humano es de aproximadamente 60'Vo 

y de 7m.'Ít entre las isocnzimas tipo 2 (Nonnington y Russcll. t 992) 

r:.J plf óptimo para la Sa-rcduc1asa tipot se encuentra en un rango aJcalino de 7 a 8.5 y la Sa-rcductasa 

tipo 2 tiene un pi 1 óptimo mas estrecho. alrededor de 5 (Andcrsson et aJ. 1989. NormingtOn y 

Russcll, 1992) 

La diferencia en lo~ pf-ls óptimos pcnrute diferenciar la acth.;dad especifica de una y otra enzima en los 

difcrcnte5 tejidos en Jos cuales se les ha estudiado 

Los genes de las isocnzimas Sa.-rcductasas se localizan en diferentes cromosomas. tanto en el humano 

como en la rata La isocnzima llpo 1 es codificada por el gen que se localiza en et brazo cono del 

cromosoma S en la banda p 1 S. la cual se encuentra distante al ccntrómcro y se le denomina SRDSA J 

E...re gen esta dividido en S cxoncs ~arados por 4 introncs y codifica para una proteina de peso 

molecular de 29 kDa compuesta por 259 aminoó'lcidos 

~1icntras que el gen de la isocnzjma tipo 2 (SRD/\2) se localiza en la banda 23 del cromosoma 2 y al 

igual que cJ gen de la isocnzirna tipo 1. esta dh.;didó en S cxoncs separados por 4 introncs y da como 

resultado una proteina de 28 kDa que tiene de 254-256 aminoácidos 

La similitud en la secuencia de nuclcótidos que conforman los ex.enes de las isoenz.imas tipo t y 2 son 

de 43.8% para el exón l. de 49 7°/o para el cxón :?. de 56.9"/a para el cxón 3. 64 2°/o parn el cxón 4 y 

64.1% para el exón S (Jcnkins et aJ .• 1991; Wllson et al .• 1991; Labrie et al .• 1992) En cuanto a la 

similitud entre las isocnzima Sa-rcductasas humanas y de rata a nivel de anünoácidps. se ha observado 

que las tipo 2 están más estrechamente relacionadas (7'1°/o de identidad en la secuencia) que las tipo J 

(<50"/o). 
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1--..La C\prcsión de los genes para la." i!iOCf\7.imas tipo l y tipo :?: se estudiaron en tejidos de rata y se 

t-t:lobsnm que en los tejidos J1;CT1Siblcs a androgenos. como rcsticulo. vasos deferentes y epididimo. el 

~RNm tipo 2 predominaba, micntra.'i que en tejidos que no son órganos blancos para andrógenos 

c:o::-0mocstomago. ba.zo, mUso.110. caebro. suprarrcnaJes y ovario. el ARNm tipo 1 era el predominante 

l=·=Fs101 hallazgo apoynn la hipotcsis de que la CfU'jma Sa.-rcductasa tipo 1 esta involucrada en los 

r-:u:u;nomos de catabolismo de cstcroidcs, nt.icntras que la Su-rcducta.sa tipo 2 está relacionada con el 

•n&an.1001ismo y la actividad androgenica (Nonnington y Russcll. 1992) 
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CINCO 

MATERIAL Y MÉTODOS 

EJ estudio de Ja actividad de la 5cic~slcroid~tle rrductasa en gJlinduJa de lfa.rdcr. se realizó a panir 

de homogcnados y precipitados de tejido glamnandul.:sr de ratas Wistar 

Para el análisis d~ Ja acti\.-idad de l.a cnrjma ~oc manejaron las siguientes condiciones: 

• Diferentes pH 

• Dif"crcntcs concentraciones de su.stralo (Te~:S1011crona) 

• La presencia de cofactor (NADP"H) 

• EJ manejo de animales intactos y castradm 

Tcstostcrona[l.2.6,7-'H] con activ'idaJcspcctÜxitkadc 90 Cilmmol. La pureza de la testostcrona­

(3H) fue verificada por cromalografia de capa :1 • tilll, empleando clorofonno-metanol (98:2.S) como 

fas.e móvil. 



Testosterona ( 17Jl-Jlidroxi-4-androsteno-3-ona. T), Sa-Dihidrotcstostc:rona ( 17Jl-flidroxi-Sa.­

androstano-3-ona, DllT). l\.4 Androstcndiona (4-Androstcno-J, 17-diona. l\.4 A), Sa­

Andro!ttendiona ( Sa-Androstano-3.17-diona, 5nA), 313.Sa.-Androstandiol (5a-Androstano-

3!\.17P,-diol. 3p,Sa.-Adio1) y Ja.,Sa.-Androstandiol ( Sa.-Androstano-3a.- t 7p-dio1. Ja...Sa-Adiol) se 

purificaron mediante recristalizaciones sucesivas O veces) en metanol y se verificó su punto de 

fusión 

$.J Animales)' obt~nci1Jn M la ¡:lánJula d~ llorJ,-r 

Se utilizaron ratas 'Vistar machos y hembras con un peso entre 250-300 g y se mant~ ... -ieron bajo 

condiciones de 14 horas/luz 1 O horas/obscuridad con libre acceso a alimento y agua 

Cuando fue necesario se gonadectomizaron bajo anestesia con Cter Para la obtención de la 

g13ndula de J larder los animales se decapitaron y el tejido se exuajo rápidamente, se depositó en 

solución salina isotónica (NaCl O 1 S M) fria, se limpió, se secó sobre papel filtro y se peso 

5.4 P,.~paración Je los hornlJ¡:enados >'los precipitado~ ¡:lan,/ulare."' 

5.4.l /lomogcnadll 

1. El tejido glandular fue homogeneizado en t mi de solución SSl con Polytron (Brinkman 

lnstruments) durante 20 segundos. 

-· El homogenado obtenido se llevo a un volumen final adecuado con Tris-citrato (TC: Tris-HCI 

100 m.""1~ citrato de sodio 100 m?\.1) para tener una concentración de 100 mg de tejido/mi de 

TC. 

3 Se tomaron alicuotas de 1 O J.LI por triplicado para Ja medición de proteínas (l\rfCtodo de 

Bradford 1976. cfr. anexo 1). 
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4. Se deposito l mi del homogenado en los tubos donde se efectUo la reacción. 

S.4.2 Precipitad" 

El tejido se homogeneizó con Polytron en 2 mJ de solución salina isotónica (SSI). 

2. El homogenado se llevó al volumen correspondiente para tener una concentracíón de 100 mg 

de tejido/mi de SS 1 y se filtró con gas:i 

J Del homogenado filtrado se: tomaron alícuotas de 1 mJ, los cuales f"ueron centrifugadas a JO 

000 rpm (Rotor Beckman. SW 50 1 ), 30 minutos a 4ºC 

4 El sobl"enadante se dest..~ho y d precipitado obtenido füc rcsuspendido en 1 mJ de solución TC. 

Del precipitado l"csuspendido en solución TC se tomaron alicuota.s de 500 µI que se 

depositaron en los tubos en donde se erectuo la reacción 

b Se incubaron a 37ºC durante JO minutos con agitación constante 

7 Del mismo pt"ecipitado s.c tomaron alicuo1as de 10 ¡.d por triplicado para Ja cuantificación de 

pl"otcinas 

S.S./ Actfridad de'! la 5a-C'!Ste'!Toidt'! rt'!duct1Ua a difrrt'!ntes pl/s 

El pH óptimo para la actividad de la Scx-rcductasa fue determinado en homogcnados del tejido 

glandular y en precipitados, tanto de ratas hembras como de machos 

5.5.1.1 Estudio J~ la actividad ~ndmádca ~n hOnlOJ:t'!nados totales. 

1. El homogcnado se obtuvo como se indicó antcriof'nlcnte y se agregó t mi a cada tubo. los 

cuales contenían el sustrato (T[lHJ= 1 000 000 dpm + T radioinerte 8 nmol) disuelto en t mi 

de TC a los diferentes pHs probados (4.5, 5.0. 5.5. 6.0. 6.5. 7.0. 7.S. 8.0. 8.5 y 9.0). El 

volumen final de incubación fue de :?. ml 
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2. Los tubos se agitaron y se incubaron a 37°C duruntC' JO mi.nulos con agitación constante 

(lncubador metabólico Dubnofl) 

3 Terminada In incubación. se ndiciona.ron a cada tubo J mi de acetato de etilo saturado con 

agua destilada y desionizada (ddll10) 

4. Los tubos se agita.ron durante un minuto y se centrifugaron a 3000 rpm durante S minutos a 

4ºC obteniendose dos fa~s la orginíca y la acuosa La fase orginica se separó y se depositó en 

tubos limpios 

S El paso anterior se repitió dos veces mas con el residuo acuoso 

b Las fas.es orgánica.o¡ reunidas de las J ex.tracciones se evaporaron a sequedad bajo corriente de 

nitr-ógcno 

7 Las mucstf"as se rcsu~pcndieron en 1 mi de metanol acuoso (t\.1cOll·H20. 90.10) satur-ado con 

hcxano y se agregaron 2 mi de hcxanu saturado con ~1e011 acuoso 

8 Los tubos se agitaron durante 60 segundos y se centrifugaron a ]()(',(} rpm por 5 minutos a 4ºC 

la fase organica (hexano) se separó y se depo~ito en otros tubos 

Q El paso anterior se repitió 2 veces mas adicionando cada vez 2 mi de hcxano y se reunieron los 

tres 'lo.·olumencs de hexanos los cuales se dc~ccharon 

10 La fase acuosa obtenida se evaporó a sequedad y se rcdisoh.,o con 1 mi de metanol 

11 Se tomaron aticuotas de los.al por duplicado para medir radiactividad 

12 Se tomaron alicuotas de cada muestra ( 100.000 dpm) y ~ les agregaron estandarcs 

radioincnes (T. DllT, L\ .. A Sa..JP Adiol y !'a.A). Jµg de cada uno disueltos en mctanol 

l J Las muestras se aplicaron en placas de aluminio cubienas con gel de silicc {l\.1erk~ Darmstadt. 

Wcst Germany) y se corrieron al frente en un sistema cloroformo mctanol (98·::? ~) 

14.La misma placa se corrió al frente en un segundo sistema compuestos por cloroformo éter 

(9o 1) 

1 S Para la detección de los esteroides la placa se rocio con p-anisaldch1do ( 1 O ntl de p­

anisaldehído, 2.0 mi de ácido sulfürico y 100 mi de acido acético glacial) y se coloco en un 

horno a SOºC hasta la aparición de manchas (5· 1 O minutos} 

16 Cada mancha fue marcada con lápiz. 
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17 Cada carril se conó en 1::? fragmentos. pem1itiendo que las manchas reveladas quedaran en un 

solo trozo. Cada fragmento se t..:oloco en frascos de 20 ml 

18.A cada fra..~o se le adiciono 1 mi de etanol nhsoluto y se agitó durante 30 segundos, 

postcrionncntc se aJic1onaron S mi de liquido de centelleo (40 ntl de liquifluor ··oupont ... en 

1000 mi de tolucno) y ~e agitó nuevamente 

1 q Los frascos se dejaron reposar toda la noche y posterionncnte se les midió la radiactividad en 

un contador de centelleo liquido (Packard Tri-Carb 1900 TR) La eficiencia. del conteo fue de 

62~~ y et apagamiento (qucnching) fue corregido en todas tas muestras por medio de un 

estandard cx'"tcrno 

S.S.1.2 Estudit, Je la ac-th•i1/ad en:imdtica en precipitados de la glándulas llarderiana."'-

1. Los precipitados de glándula.'i llarderianas. tanto de ratas hembras, como de machos, ·se 

obtuvieron como se indicó anterionnente (cfr S 4 2) 

2 Para la incubación se tomaron O 5 mi de precipitado rcsuspcndido en solución TC (a pHs de 

4.5, S.O. 5-5, 6 O, 6.S, 7.0. 7.5. 8 0,8 S y 9 0) y se depositaron en tubos que contenian el 

sustrato ( T [111)= 500 000 dpm+ T radioinerte 4 nmol) y el cofactor NADPH (500 nmol) 

disueltos en O. S mi de solución TC a los diferentes pHs indicados. El volumen total de 

incubación f"ue de 1 mi 

3. Se incubaron a 37ºC durante 30 min con agitación constante 

4 Al terminar la incubación se hicieron 3 extracciones con acetato de etilo saturado con agua. 

S. La fase orgcinica se evaporó a sequedad bajo corriente de nitrógeno y se redisolvió en 1 mi de 

metanol 

6 Los pasos siguiente fueron similares a los descritos desde el paso 11 (cfr: 5.5.1) en la 

mctodologia. 
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S.5.2 Acdvidad Je lo Sa-t!Stero;Jc reducttUo ~nn 1liferentcs cnncentracl1u1cs Je sustrato 

rr eslo.t:tcruna) 

Para efectuar las mediciones en In actividad de la .Su-reducta.'18 ~ u!U!ron homogcnados de la 

gl&nduta 1 tarderiana de ratas hembras y machos Las incubaciones se efectuaron en un volumen 

total de 2 mi. los cuales incluin.n t mi de homogenndo ... 1 mi de solución TC a cada pll de 5.5 ó 

6 S. en el cual iba disuelto el !'W~trato <T ( 'H)- 1000 000 dpm+ T radioinene a diferentes 

concentraciones O 3, O 6, 1 o. 2 o. 4 o. b o. M o y 10 O ~1mol/1) l..a incubación se realizo a 37°C 

durante 30 min con agitación constante 

La mctodologia utilizada para extt acr y cuantificar- los productos de reacción fue idCntica a la 

usada con anterioridad ( cfr 5 5 1) 

Los resultados se expresaron en nmol de DI IT formada/mgP/h y s.c analizaron por el método de 

Eadie-1 lofstee (Zivin y \Vaud. 1982) 

S.5 .• 1.,tctfridad1/c lu .'fa-rcductasa con Jiferc11t~ concentraciones Je cofactor (l\"ADPll) 

Se utilizaron glándulas 1 larder-ianas de rntas hembras y machos de las cuales se obtuvicr-on sus 

pr-ccipitados (cfr. S.4 2). Se cfcctUo la reacción en un volumen final de 1 ml, el cual contcnia O 5 

ml del precipitado y O S mi de solución TC (pH=6 5) en la cua.1 iba disuelto el sustrato 

(T['fl]=-500.000 dpm + T r-adioincrte 4nmo1) y el cofactor (NADPH) a difcr-cntcs concentraciones 

(O. 50, 100, 500 y 1000 nmol). La incubación se hizo a 37°C durante 30 min. con agitación 

constante. Postcrionncntc, se cxtrajcr-on los pr-oductos de la reacción con acetato de etilo. se 

cromatogr-afiaron y 5C midió la radiactividad como antcrionncnte s.e describió 
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S. S • ./ Actit-•iJaJ Ja" la Sa-rt"Jucta.sa "'" aninrules intacto.~ y castrad11s 

Para medir la acth.;dad de la 5a-rcductasa se utilizaron homogenados totales de gltindulas 

H:udcriana5 de ratas inlactas y caslradas El volumen total de incubación fue de 2ml. el cual 

incluia l ntl del homogenado de ta glándula 1 larderiana de ratas hembras o de ratas machos mis l 

mi de la solución TC a pi 1 de 6 5 , el cual contcnia el sustrnto (T ( '11)'"" 1000 000 dpm + T 

radioinerte Knmol) l...a mczclK se incubó a J7°C durante JO min con agitación constante La 

metodologia empleada para la extracción y cuantificación de los productos es la misma a la 

anterionncntc empicada (5 5 1) 1.us rc:!>ultados obtcmdos fueron expresados en nmol de DllT 

fonnada/mgP/h 

5.6 Amplificación d~I AR/\'t11tal da" la Sa-rt"JuC"ta.'a 1 y 2 ~,.glándula dt! Jlardl!r de rata. 

5. 6.1 F-Xlracción Jet ARN total 

Se extrajo el ARN total de la glci.ndula de Uarder de rata macho y hembra, así como de higado. 

epididimo y próstata. La extracción se efectuó utiliz.ando Trizol (GIBCO-BRL, Grand tsland, N 

Y.}. 

Los tejidos se homogeneizaron con Trizol ( 1 mi por cada 50- 100 mg de tejido). en Polytron. 

durante 1 O a 1 5 segundos dos veces Los homogenados se incubaron durante l 5 min a 

temperatura ambiente. posteriormente se les adicionaron O 2 mi de cloroformo por cada mi de 

Trizol utiJi7.ado, se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 8600 rpm (Rotor Beckman JA-

20) durante 15 min a 4ºC. La fase acuosa se separó. se depositó en un tubo estéril. se mezclo con 

0.5 mi de isopropanol por cada mi de solución acuosa obtenida. se incubó 1 O min a temperatura 

ambiente y se centrifügó a 8600 rpm 15 min. a 4ºC. finalmente. el botón se rcsuspendió en agua 

ultrapura estCril 

Se midió la concentración del ARN y se verificó su pureza mediante espectrofotometria Una 

unidad de absorción a 260 nm equivale a una concentración de 40µg de ARN por mi y la relación 

de absorción 260/280 debera ser superior a 1 7. siendo 2 O el óptimo 
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S. 6.2 .\Ymesis Je la primera hebra Je ADN conr.plenientaria (,fONc) 

Se utilizó el kit 3•RACE de GIBCO-BRL y se siguieron sus especificaciones 

1. Se tornaron alícuotas de 1 µ¡r. de ARN de cada tejido y se llevaron a t 1 µI con agua estéril y 

tratada con dictilpirocarbonato (DErC) 

2 Se agTcg6 1 µl de solución AP (Primer adaptador. 10¡..a.M) Se mcr.ctó y se calentó a 70-C 

durante l O min . posterionncntc se colocó en hielo por S min y se centrifugó 

3 Se adicionaron 2¡.tl de buffer IOX PCR (Tris-llCI 200 m!\1. pH-8 4, KCl SOOrn."1). 2µ1 de 

!\1gC1 2 25 mt..1. l¡.11 de mezcla de dNTPs IOm!\1 ( dATP. dGTP. dTrP. dCTP. 10 m..'t cada 

uno) y :?¡.11 de ditiotritol O 11\..1 se mc.t.:do y se centrifugó 

4 Se calentó a 42ªC por S min 

S Se agrego 1µ1 de cn7Jma Super Script 11 RT. se incubó a 42ªC por SO min y se tcnninó la 

reacción incubando a 70ªC durante 1 S min 

6 Se enfrió en hielo, se centrifugó. se adicionó l¡.11 de RNAsa 11. se mezcló y se incubó a 37'"C 

durante 20 min los productos de la 1"eacción anterior se pueden guardar a -20"'C. 

S.6..J Amplificación del ADNc esprclfic11 

La amplificación del ADNc especifico se hizo mediante la 1"cacción en cadena de la polimcrasa 

(PCR por sus siglas en inglCs .. Polymcrasc chain l"caction"") con el kit J'RACE de GIBCO·BRL 

Se usaron oligonuclcótidos tanto para la 5a-rcducta.sa 1 como para la 5u·rcductasa tipo ;? (tabla 

1 ). Se usó un tcnnocicladol" Pcrkin-Elmcr 480 y las reacciones se desnaturalizaron a 94ªC dul"antc 

2 min. postcriol"mcnte se corrieron JO ciclos para la amplificación a 94ªC poi" l min. el 

alineamiento a 56•C durante 1 min y la extensión a 72"C poi" l min El pl"oducto de ta reacción 

( 10µ1) se conió en geles de agarosa ( 1°/o) con bromuro de etidio Se uso como marcador de peso 

molecular ONA 4>'X174 RF digerido con Hac 111 de GIBCO-BRL 



TADLA 1 

ENZl~tA OLIGONUCLEOTIOO (5"-.,.3') 

5u-rcductasa tipo 1 TGG AGT TGG A·rcr ACIC TGT GC'C T 

5n-reductasn tipo 1 C .. rr G<..iG GTA ATC TrC' .AA/\ C"TT 

CTC 

5u-reducta..¡¡¡ tipo:!. ATG C'AG AlT liTC TGC CAT CAG 

~a.-rcductruMS tipo :!. AA.A GGC.- TfCi C AT CCC C AG GAA AC' 

S. 7 An,ui~i.,; por l"'-•nrthern lllot 

EXON 

inicio de exón l 

final de exón S 

inicio de exón 1 

final de cxón 5 

La expresión de la Sa.-esteroidc rcductasa se estudió por medio de Ja hibridación del AR.Nm 

(obtenido del tejido glandular) con sondas especificas Se obtuvo el ARN total e.con Trizot. como 

antcrionncnte se describió) de la g18.ndula de l larder de ratas Wistar machos y hembras intactos ó 

castrados. así como de cpididímo y de hígado 

S. 7.1 Elf!ctrvfor~.~;.,. del ... t RJ\' 

Muestras de 15 a 20 ~Lg de ARN se desnaturalizaron mediante la adición de formaldehido y 

forma.mida, a concentraciones de b y 40 '!/D respectivamente. en buffer ~10PS (MOPS 20 mmoVl. 

pl-1=8.0. acetato de sodio Smmolll. EDTA l mmol/l) )' calentando a 7ü°C durante 1 S mín Las 

muestras de ARN desnaturalizadas. se separaron en geles de agarosa (lo/a) conteniendo 

fonnaldchído (400/a) y f\10PS La electroforesis se cf"cctuO en buffer f\10PS a 40V durante 4-6 

horas a temperatura ambiente. 
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1 Se preparó una CAJUJUn de electroforesis con un soporte mas ancho y largo que el gel y ~ 

colocó una pieza de papel \\!hatman 3~1?\1 sobre el soporte. se llenó la e.amara con una 

solución SSC IOX a la altura del soporte y se humedeció el papel Jf\1M completamente 

2 Se conó una membrana de nitrocelulosa del tamaño del gel y se sumergió en la solucion de 

SSC lOX por S nli.n 

Se pu~ el gel sobre el :wpor1c en ll"'lrma invertida. ccmrandosc MJbrc el papel 3!\1!\1 y 

verificando que no existan burbujas entre c1 papel y el ~el 

4 Se colocó la mct1lbrarui de nitrocclulos.a humedecida -;.obre el gel. una .._.cz que es colocada la 

membrana este ya no se debe nlovcr. se deben quitar la posibles burbujas 

5 Se humedecieron 2 picr.as de papel Jf\.1!\1 (en una !-Oluc1on de SSC 2X) del m1!>mo tamai\o del 

gel y se coloco sobre el filtro humedecido l~I !'1~tcrna se cubre con papel absorbente ..,. un 

soporte de plast1co con dos pesos de ~O ~!'>obre todo c!'>te M~tcma de transferencia 

b Se dejo transfinendo durante 1 R hura~. al cabo de lo!'> cualc!» se quitaron las toallas y el papel 

31'1?'\.1; el gel JUnto con la me1nhrana de nitroccluln~a !'>C colocaron ~obre un papel filtro !i.CCO ,.. 

se marcaron los pozo~ del !otcl !»Ohrc el filtto con un lap11' El gel ~ desecho al final de C!i.tC 

procedimiento 

7 La membrana s.c la...-o en SSC hX durante 5 min ~ dejo escurrir y luego ~e fijo c1 ARNm por 

cnuccruz .. amicnto con luz ultrm.-ioleta por 30 segundo~ 

S. 7 .• 1 lt.larcajc de! la ·"onda (l'tfétudo ""Random Primer••. inidadorn al a:ar) 

Se utilizaron como sondas los ADNc de la Sa.-reductasa 1 y de la 5a.-reducta.sa 2 de rata Se uso 

un kit de Random rrimc:r (GJDCO-BRL. Grand lsland N Y) y se siguieron sus cspcciticacionc.s 

l Se tomaron alicuotas de ADNc (-25ng) y se Ue .... aron a un volumen de 23µ1 con H:D cstcri1. se 

calentaron a 95ºC por 5 min y se colocaron en hielo durante 5 min 
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Se nd1c10naron l Spl de buffer IOX: (UEPES O 671'1, Tris-JICI O 17m!\.1, 2-mercaptoetanol 33 

ml\t. OSA 1 33 mg/ml. hc""amcros 1 R O O 260 unidades/mi. pi f 6 8) 

J Se agregaron :?:ul de dATP. :!~ti dGTP ". 2t.ll drrP (dNTPs O 5mM, en Tris-HCI 3 m.'1. 

pl1=7 O y ElYl'ANa2 o 2m!\.1) y ~J•I Je.• <lCTP(u. 12 P) (ac·-JOOO Cllmmol) 

4 Al final se aJicu:mo l Jtl del fra~mcnto Klcnow de la ADN polimcrasa de Te (3 unidades/µ!) y la 

rcaccion se mcutlo a 1cn1pcrntura ambiente durante ::?:-3 horas. al final se le adicioruuon SµJ de 

stop buffer cEDTA Na2 O ::?:M pll 7 S} y JOOJtl de TI~ 

La.o; sonda~ marcada~ se separaron en columnas de ,;;cphadC"< G-50, se desnaturalizaron durante S 

min (en un baño de a~ua en cbulhc1on) y .,e cnfharon en hielo 

1 Se coloco la membrana en una bolsa de plastico con solucion de pTchibridar (Rapid-hyb buffer 

(Amcrsham l.IFE SC'IENCE)) en un volumen de O 1::?:5 mi por cm2 de membrana y se incubó a 

6SºC durante 24 horas con agitación conunua 

2 Se tomó un alícuota de 1 mi de la ~lucion de prchibriidar y se mezclo la sonda marcada y se 

adicionó a la bolsa que contcnia la membrana Se eliminaron las burbujas de la bolsa y !te volvió 

a sellar 

J Se hibridó durn.ntc 18 hora. .. a 6SºC en un incubador con agitación constante. 

4 Se lavó la membrana con una solucion de SSC 2X + SOS O. lo/o a temperatura ambiente 

durante 1 S minutos 

5 Se realizó un ~gundo lavado con la solución de SSC IX+ SOS O.lo/o a 65ºC durante IS 

minutos 

6 Se midió la radiactividad con ayuda de un contador gcigcr. 

Se dejó secar la membrana sobre papel filtro. se colocó en un cassette con pantallas 

intensificadoras. se expuso a una placa autoradiografica (X OMA T-RA-Kodak) y se reveló 

después de una exposición de 20 horas a 70ºC. 
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SEIS 

RESULTADOS 

Los estudios iniciales de este trabaJO se enfocaron a dt.."Tnostnll" la cxi~tenc1a de la ~u-e~"tcn:ndc 

rcducta.sa en la glándula 1 lardcrian.a de la rata. una vez observada la presencia de ~1.a cnnma debido a 

la tran.<ifonnación de Teslostcrona-(ll IJ a 5a-Dl-tT-['11l. ~ procccho a determinar las caractc..~~mca.o; 

bioqumUca.s de esta enzima cn la glandula 11.ar-deriarw de la rata 

ActfriJad J..- la 5a-C">-reroiJ._• ,.~Jucta...a u dif~nto pll!!.. 

Para conocer el pi l optimo de aCh\.idad de la 5a.~tcroidc reductasa en lu glandula Hardt.."liana de la 

rata. se hicieron cstudio!i utlli7...ando tanto homogenados totaJcs del tejido. como pn:cipitndos del 

homogenado ct..-ntrifugando a l 05 CX)(}Xg. los cuales ~ incubaron con el sustrato (T-1 H) a pi-Is desde 

4 5 a 9 O Como se observa en la figura 7 el pll óptimo en la glindula Hacderiana de la rata macho füc 

de 7.0. mientras que para la hembra fue de b 5 En los homogenados totales (tig 7) se encontraron 

actividades máximas de 201 1 pmoVmgP/h para los machos y de 192 82 pmolfmg.P/h para las hembras 

En los precipitados (fig 8) el pl-I optimo para. los machos fue de 7 O y el de las hembras se encuentra en 
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d intervalo de 6 S-7.0 La actividad especifica de la enzima en precipitados se incremento 

considcrablc:mcntc. obscrvándo!ioe para el macho una actividad má.."tima de :? 114 4 pmoVmg.P/h y para la 

hcmlxa de 3019.0~ pmoVmgP'11 

AC"TlVlDAD MOSTRADA A pll .. .,, 'I 
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FlGURA 7 "'1n.'fd.ad de la !><1.-csaero1dc n::d1 ... ti.sa en glánd11la llardcna.n.'l de ratcl a dJfC"TC1110 plls Honw~ ( 11~1 
me U:JJdalml) de ~ IL"Ul:lcnana de ralas m.~hos (n-10) o hembras (n-10) se '""-"Uharon con CCil<:Ncronot-( 111} l to'' 
dpm. 4µ.rnobs/LJ a dlfc:n:nlCS pi-Is (4.S a 9 O) y a Ji"'C durante 30 nun en un ,·olumcn de incubxlón de 2 ml (buffer Tn.. .. -
HCI 100 ml\.l. citr310 de sodlo 100 m.f\.f) l...o5 valores gr.d'icados son el promedio de J c..xpcnmcnlos. L'l.."i. barr.u. mdJcan W 
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F1GURA K. Aal\.,dad de L'l Su.-csicnndc mduct.'LQ en pn:cip1tados de Jdandu..l.a 1-L'lrdcn..'U\3 de rata a dúcraucs pi Is 
Hornogcnados ( IOO mg 1q1dalml) de glándula IL-uderi."Ul.'.1 de rnt."1.S hembr.L"' (n-...10} o machos (n-10) se ccntnfupron 30 
man. a 30 ooo rpm. el pn:c1pttado se rcsuspcndio en !iOlui..,on Tn_.....atr.UCI:'> (fn.s-HCI 100 ml\.t_ atralo de foOdJO 100 rnM> a 
dafc:n:nl'5 plls (4.S a 9 O),_. i;c 1r.:ttharon con lc5l0Slcrona-{ 111J (~00 000 dpm. 4µznoL"l.'io'L) a J'T"C dura.me JO nun en un 
'\Olumcn de mcubaaón de l mi En l;.1S gr.ificas se muestra el promedio de l ~perunentos. las. bwTas andu;:an la magrutud 
de :t un.-. ~'1..'lOÓn ~ud 

At:tfridad ~la 5~1en>Uk ~ducta.ur ctJn Jiferenles conc~nrracionei del SM.Sl:rato (T~ostaona) 

Para estudiar la actividad de la .5a·csteroide reductasa t.."11 la glándula de Hardcr de la rata se usaron 

homogenados del tejido. los cuales fueron incubados con concentraciones crecientes de 
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TesiostCfona.Tanu."' en machos como en hembras. la nl.1:ividad cnzinmtica se incremento al aumentar la 

concentración del sustrato ha...<UA alcanzar la saturación a una concentración de sustrato entre 7 y 8 µ..'1 

En 1a figura q se obsc-n.-a la actividad de la Sa.-rcduc:tasa dctc:nninada en homogcnados de glándula 

Hardcriana de rata:;, macho, al gnúicarsc por el rnct.odo de l.incwcaver-Ourk se estimó una K,,, de 3 32 

µ!\-1 y una Vrna.x de O RO] nmoVmgP/h rara la hembra (Fig 10) se obtu .. ·o una KM de 3 65~1 y una 

Vrnax de l .023 nmoVmg.P/h 

15.0 

o 1.0 20 

1/S 

MACHOS 

K-= 3.32 µM 

V ••. = 0.803 nmol/mgP/h 

3.0 

FIGURA 9 Form..:ti6n de DlrT c:n homogcnados de sJAndul." Hardcnanol de rdlas Jb:ll.;;ho (n""l0) "anando lb 
~oncs de suslrnlo (TCSlostCTOl\3) Homogcn."'ldos de ~ de l\ardct de r.J.laS mac:ho se t.ncubaron cun 
ronoi:rwaaoncs cn:ctcntd de T -{°'Hl (0.J, o b. l O, 2 u . .i O. b.O. lO.O µt..'ll a l7°C durante: JO mm. d ,,.-oawncn fin."ll de 
incubadon fue de: 2 mi a un pH de C• 5 Cbu1fcr. Tns<itm1m) Dcn:ch.'t. cun-a de satur.1C1ón l.rqwerd.'\ ~ca de 
Li~-cr-Burt;. de donde !o.e calcuL·utm la K.Vl ~ Vma., mcb:cad.~ Gr.Wca n::p~~-a de 2 ~TC"mcnt~ efectuados 

""'"""""""' 
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15.0 

2E. 10.0 

HEMBRAS 

5.0 K .. - 3.65 µM 

V--- 1 .023 nmol/mgP/h 

-1.0 o 1.0 2.0 3.0 

1/S 

F1GURA to Erce10 de: b a>noetHraoón del sustn&lO (Tcsao.r>lcroua) §Obre la '-clOo.:ldad de n:accton cat.'l.lv.ad.• pr.x la ~&­
n:ductasa de L, glandula de 11.udcr de rat.'U hembras Uornogcn.~ de: ratas hctnh~ (n-101 'C ux...~ron um d.Jfcn::mci. 
conccnuactonc:s de T-{ 1 H] tU l. l O, 2 O . .a o. f1 o. K o. 10 O µJli.1:) a un pll de '' " (hufTcr Tns.-ci!Dloo.) dur.111lc lo nun a 
:\TC <:ir.U""tca de L1~c:a,tt-Dw1r.. 1.rqu.cn1;1) la dcro.:ha es L'I \.."Uno-a de ~uraaon 

Para estudiar la respuesta de la cnn.rna frente a la canccntracmn de su cofaC1or ?"AOPI l. ~ ho.:1ccon 

cstudius usando preC1p1tados de los homngcnados totales, ya que de c!'.ta n\arlcr-a !'>e chrruno la rnavona 

de NADPl l C'fldogc..-no que quedo en el sohrc..91\adantc del centrifugado Lus c..-stud1os se cfoctuarun a un 

pi 1 de 6 5 y en prCS(..."TICUl de T-1 'l I] (4p.J\.1) y a conccntra.c10nes cr-cc1cntcs de cofa ... --ior Como !.e 

ob!f.Crva en la fib~ra 1 1 no CXl!.1C 1tL1.1vidad enrjnuuca en aus.1..-iu.:m de Nr'U)PI 1 ~ esta a1..."11",dai.! M" 

dctc...,_"tl en prcscncla dc1 cofactor ( 50 J.tll.1). incrL-n1cntandosc aJ aurnLantru la com.:c...-ntrac1on del nusmo 

La maxuna actividad para la fonnación de DI rr 1barras obscuras fig l 1 se ob!>Cr..a a ~íx.> ~L'1 de 

NADPI l y aparentemente decae a 1000 Jll,1. ~in c.....-nbargo, la tOnnac1on de daolcs (barras c1.m 

cntrwnado). los cuales sc,.")n mc..9tabohtos fom\ado:-. a panir de IJHT. aumentan a t.."Sta ultinu 

concentración Al sumar la DI rr y los dioles fom\ado~. dan una curva de saturación que ~ mantiene 

constante entre 500 y l 000 µ1\.1. Al transfonnnr estas cur..·a..~ de saturación a gráficas de doble 



reciproca. se obtuvieron las constantes de Mic.haclis-f\.1entcn para NADPH en la actividad de la So.~ 

n:dua.asa. IA KJ-1 en los machos fue de262 µM (Fig. 12) y para las hembras de 83.09 µM (Fíg. 13) 

MACHOS HEMBRAS 

' 

100C 

2000 

·~l_L 
= i 

o 50 100 500 1000 o 50 100 500 1000 

(NAOPH) µmolll {NAOPH) µmotil 

- DHT o DI OLES 

flGURA 11 E!CClodc.I NAOl"licn bat:t1""Kbd de la !w:&<:Stcro1de n:du...-U..<Q en la gJ.indu.la 11.ardenana de rata a pll b' 
Homo1:enada'i (100 mglrnl) de glindula tWdcn.ana de rata m.'lLho (n-5, o hembra (n•'.'i) se c:cntnfugaron .lo nun a .ltl 
000 rpm )" cl pn:opnado sic mcubó con lcslO'ilcruna-{ 1Hl (S4:»1J ooo dpn. 4µmol.a/L) con d.Jfacntc:s. cono::nt.rac10flC de 
NADPH (O, ~. 100. SOO. y 1000 µmol/L). a lTC duranle lO mm. en un volumen de 1rw;;ub;aaón de 1 m1) a pl-I de 6 '.'i 
Se ana1tzñ la tr.an:d"ormación de lcslostenma-f'H] a !w:1--dltudnJCCS1.ostcrona ,.. a dlolC!i Ou...!w:i. AdJol ) J~.Su. Adlol) Lo!i. 
"~ rnostr.ldos son el prt>lllCd..io de .l C'tptnlncnloi!O.. 1.a...,, Unc:as dclgad.u n:prcsicruan L-a magrutud de ::t un."1 dc:sv130on -
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MACHOS 

= ~1~4000l:= 
ii~ 2000 ~ ·-¡:;..;a 
<: "---~~~~~~~~~~~ 

~ 100 500 1000 

NAOPH(µM) 

0.0015 

0.0010 

0.0005 
l<..=262µM 

-0.0t -0.005 0.005 0.01 0.015 0,02 

1/(S] 

FJGURA 12 Actn•id."kt de la 5u.~c:rotdc ~en la gl.Andula Hardcnana de natas mxhos cn..-5) en fW1C1ón de la 
conoc:ntrnc:tón del cotactor (NAOPI f) rn:....,pllados de los hornogcn3dos de g13ndu1a ftardcn.ana de ratas ( 100 mgfnd) 
«ntnfugados a JCUOO rpm por 30 rrun. 5C 1tlQJbaron t;en ICS1.0Sli::rona-f1Hl (SOi> ooo dpm. T" 4nmola.1J. con d&fcrcntcs 
conccnrracaoncs de NAOPH (O ~. rno. ~JO. IOOO µmoVI). a J7"'C durante 30 nun. en un '\'Olurncn lotaJ de l rnJ a pl-f de 
6 !' La KM: fué caJculad.'1 niech:uuc el aná.11Sl5 de la tr.u1.Sfom1.aC1ón de T-{lH) a DIIT + DJOLES gr.&Ctcandala por el 
mC:lodo de 1...Jrrv11c:~n-cr-Bur1L 
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HEMBRAS 

0.0000 

0.0004 

KM=B3.09µM 

- 0.01 - 0.005 0.005 0.01 0.015 0.02 

1/[S] 

FIGURA 13. Efecto de NADPlt ~ b ~'Jdad de la 5ot.-n:duct.3:sa en 1.3 glindub 1-lardcnana de rata. Pn:ap1tados de 
g.L'\ndula 1-lardc:ri--.na de rat."\S hembras (n-S) se incubarun con 1es1osacron."'-fllO {SOO 000 dpm. ~ 4nmolal1). con 
diferentes conocn1raooncs de NADPH (O. SO. 100. SOO. 1000 µmoli1), en lUI ~'t>lumctl final de 1ncubaoón de 1 mi a pH-
6.S. La lr.lnSformaaón de 1cswostcrona-(lHJ a DHT + DIOLES se rcprc::scnta en la graf">Ca de L1~\.'Cr·Bud:.. 
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rara conoce.- el efecto que ejerce la castración sobre la actividad de la Sa.-cstcroidc rcductasa en la 

glAndula l lardcriana de la rata se hicieron estudios con animales intActos y castrados durante 20 días 

Como se observa en la figura 14. la castración no influyó en la acüvidad de la Scr.-rcductasa en las ratas 

macho. En las hembras la ovarcctomia induce un pcquci'\o incremento en la acth.;dad cnzimá.üca la cual 

no es significativamente diferente a las intacta." ( mctodo T de Studcnt pareado) 

T 
1 

MI MC HI HO 

FIGURA 14. Actrvld."Mi de la 5<.1-cstcm1dc ralucta..'>.1 en la glándula Hardcn.an.-. de ratas hembras y nl3Cbos. 1nta;;US y 
gonadcctonti7.ad.u. 1 tomogcn.~ de glándula 1-tan:k:n.-w.-. de ratas mtactas y ~ ( 100 mg/mJ) .se mcubaron 
a>n tcstOSlcrnn.'1-flH] CH>"' dpm. M nmola/1). a l'T'C durante 30 mm. en un ''oh.unen de incubación de 2 mi (Buffer. Tru­
HCI 100 ml'-1. citr.:110 de sodio IOO ml\.f) El amm.'ll Íué sacnficado a los 20 di.ns después de la gon.1dc:ctonua )' los 'oalorcs 
grnfic:ldos 50R el resultado de del!> C."<J'Cnmcn1os. las lineas rcpn:scnt.'lll L"I ni.agrumd de ± un;s dcs,,.1ac16n cstandard 
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271-281 

5a-RED 1 5a-RED 2 

+ H M H;E P + HMH;EP 

,.___ ARNm 

FIGURA I~ E.~1ón del ARNm de L-i .... 1-raflk.tL'--s 1 \ ~1-raful.."'la.-.t :.! Se cmpkollDn altcuo&a.s de 1 ~ µ,;: 
de ARN IOC.'lf pq.rn la gn1~ de l.;1 pnrncrJ tw.+.rn del ~\UN..:. nlCdJ..mtc J.1 ;k.'Tr,,·rd..k1 de una R:'\."Cn.a 

tnuU...TipCasa Se tornarun alit..~ d.: "'W ~ o.e ~orncruu o:n ~:el~ de 01..:.-sn....-1 ( 1 •.¡ o;.:on hrotnUl'U de cudx> 
Ca.mi 1 PeM> molecular foC• d1gcnd..1 o;.un Jlac Ul1. l".uril 2 <iLukJuL-. de 11.ulkr de hcmbr-J (10, e.ami _l 
Glandubdc JLirdcrdc m."K:ho fi"-f). C'arnl .a llm:ld..l 1Jh1. C.irnl"' Ep1J1Juoo 1E1,, C.1ml to Prol!ilata (P) A 
L'l uqtucnb c'll:pn:sJón de: L-. CtV.uu.-. '.'i11-rt'.dUO.:b.t J \ .1 L1 dcr..,.,h.1 '\.1-n:dur.:t.L••a :;! 

.·f"'l'/ificacitín JL>/ AliJVnr dL' la S a-nducta.\.a 

Pai-a IOV~'1igar la prcsc....~cia del ARNm de la :"io-rc..-dm.""ta.s.a 1 '.\·/o 5a-rc:ductas.a 2 en la glándula 

1 lardcriana de la rnta se obtuvo el i\DNc a partir del ARNrn. mc..-diantc la acth;dad de una transcnptasa 

n .. "'\.·crsa. <..~'te ADNc se amplificó usando el método de PCR Como ~ obM.•Tva en la figura 15. cuando 

~ amplifico el ADNc de la 5a-.-cductasa J (dctL~ha) se obtu\.icron bandas con una talla dentro de Jo 

esperado (-750 pares de bases (bpJ) Tanto Jas glandulas llardcria.nas de hc..·mbras y machos,. a.sí como 

los controles (hígado. epididimo y próstálta) presentaron ésta banda. poi' lo que. ~ puede afirmar que 

en la gl&indula 1 larderiana de Ja rata existe el ARNm de la Sa-rcductasa 1, tanto en machos como en 

hembras 

En la amplificación del ADNc de la 5c.t-rcductasa 2 (izquierda) se observó que solamente el cpKfldimo 

presenta esta banda. esto indica que Ja Sa.-reducta..co.a 2 no se expresa en Ja gJandula Hardcriana de rata 

hembra y macho 
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FIGURA 1(, An.'il1sis de la h1bnd:M.:10n del AR!"-0111 de l.1 J!).uk.lul.;1 1 L1rdcrt.iu~1 de r.11.'1 macho )' hembra. 
Alkuotas de ARN total e 1 ~-20 µg) aad;Kio de lcJid..l .~uM.Jul.u Je r.1t.b 111a1;;ho ) hembra mt:..aas. machos 
castnados )" hcrnbras 0\1arCC1omu~MJ.a ..... focron -..1)CflX a ;m.,;l.hs1-. por Sonhcrn blot. usando corno sonda cJ 
AONc de la Su-red~• 1 de rat;1. m.;m . .=lldo i..on (u l:!P)JC-Il' (JUJ hig;MJo. UfJ hcmbr.1 intacta. (fl0) 
hembra 0\-a.n:ctOrru.1'~ <"-1> ni;K::ho mt;11."10. (!'\.fC1 m.acho ¡;;:;;L.,""tr.M.Jo) fEJ cp1did11no 

La hibridación de la sonda de la Sa-reducta!'>a tipo 1. marcada radiactivamentc, con el ARN de la 

glándula Hardcriana de ratas hembras y machos, gonadcctomiz.ados e intactos, dio como resultado 

(fig.16) manchas que se encontraron a una altura entre 2 7 y 4 4 Kb (Kilobascs). lo cual concuerda con 

la talla rLt><>rtada en la literatura (Normington y Russell, 199ZJ En este experimento se usó como 

control ARN de higa.do, el cual también dio una mancha. que se localizó abajo (2.5 Kb) de las 

encontradas para Ja glándula l lardcriana Lo anterior. demuestra que la Sa-reductasa tipo 1 si se 

expresa en la glándula de J larder de rata tanto en hembras como en machos 
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'4- ARNm SaR-2 

FlGURA 17. An.MlSls por Nonhcrn bl°' de la ~a-rcduo .. tL-..;1 2 Se luni.uun ah1.."'UOC.Ou de ARN IOC..:ll ( l~-211 
µg) aislado de ICJidos de r"'1a WLU.'lr. los l."Ualcs fueron QJjciO" a luhndaoón con L'I MJncL'l. de ADNc de la ~­
n:ductasa 2 de rata. rnan=td.-. con (•--.';P)JCTT" 111,;.;kio 1ll1J. cp1didtmo (EJ. rnacho 1ntae10 {lt..f). hembra 
intacta (lf). macho~ tMC)) hcmbrn ovan:...""tonul'.ada 0101 

Cuando se hibridó con la sonda de la 5a-rcductasa 2. la sci\aJ solamc..-ntc se encontró en cpididimo (que 

se usó como control) y no en el ARN de las glámiula.-. Jlardcrianas (fig 17) La señal encontrada 

presenta dos bandas que se encontraron dentro de la talla esperada ( 2.7 a 4 4 Kb). la presencia de estas 

dos bandas se ha n .. .,onado pn .. -via.mentc por otros investigadores (Nonnington y Russcll. 1992); 

indicando con estos resultados que ta Sa.-rcduc:tasa 2 no se expresa en la gl;indula de 1-lardcr de rata 

hembra y macho. 
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C~J"fTCl.O 

SIETE 

DISCUSIÓN 

En eslc trabajo se demuestra la existencia de la Sa.-cstcroidc rcductasa tipo l en la glándula Hardcria.na 

de la rata. 

La Sa.-cstcroidc rcducta.sa ha sido objeto de numerosos estudios en los últimos ai\os. ya que esta 

enzima es muy importante en el mecanismo de acción de los andrógeno~ debido a que cataliz.a la 

conversión de testosterona a un andrógeno mis potente; la dihidrntcstostCTona 

El hecho de que las isocnzima.s de la Scx.-rcductasa presentan diferentes pl-ls óptimos ha sido de gran 

utilidad en el estudio de la reducción de tcstoster-ona en Scx.. La Sa.-rcducta.s.a l actúa en un rango 

amplio de pH que va de 6 a 8 S (Andcrsson y RussclJ. 1990). mientras que ta 5a.-rcductasa 2 trabaja 

c.aractcristicamcnte a un pH de 5 5 Los resultados obtenidos a diferentes pi Is en la glandula de 

Hardcr, indican que la t.."TlZima que actúa en este tejido es la. 5a-rcductasa 1. ya que en las hL·tnbras se 

obtuvo un pH óptimo de 6.5 y en machos de 7. Aunque existe una difc..-cncia de media. unidad de pl-l 

entre los dos sexos, estas se encuentran dentro del rango atribuido a la 5a.-rcducta..o;.a 1 
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El pl l óptimo de una enzima es u."IWllmcntc la con.secuencia de un estado iOnico de los aminoo\cidm. 

con carga en el sitio activo y WlA diferencia entre la glandula de Hardcr de hembras y machos es el 

ambicme hormonal en el que se encuentran. las hembras a través dd ciclo csuaJ pueden tener 

cstrógenos o progcstcrona y los machos tienen androgcnos continuamente. posiblemente esto influya 

en los pl Is 6ptimo5 encontrados en estos cxpcnmcntos y 5Cria necesario su comprobación 

LA constante de l\.1ichaclis-l\1cntcn (KM) de la enzima por su sustrato (testosterona) se midio en 

homogcnados totales de glándula Hnrdcruna.. sin adicionar el cofactor NADPll Pw-a los machos se 

obtuvo una KM de J 32µ?\.1 y para las hembras de 3 b5 a.11\.1. estas constantes concuerdan con las 

encontradas para la Sa.-rcducta..~ 1. ya que se ha observado que esta 1socnr.ima tiene una menor 

afinidad por la testosterona., que la Su-rcducta.sa tipo ::!. lo!'. valores de la KM para la Sa.-rcduL"tas.a 1 

encontrada en difcrcntt.."S tejidos de rata. como h.igado y próstata o l--n piel de hum.ano. ,.-an d1..-sdc lµ.~1 

(Frcdcrikscn y \.\'ilson. 1971, Roy. 1971. Voigt, ct al .1970) hasta 30a.L\.t (Schimaz..akt. ct al. 1965) 

l\.ticntra."i que para la Sa.-reducta.sa:? se han obscri.·ado valrncs en rangos subnUcronlOlarcs. (0 1-1 Oµ..l\t) 

(Thigpcn."' al. 1'>'>3) 

Para estudiar la dependencia de la Sa.-reductasa por el cofactor N/\IJPl-1. se usaron precipitados de 

homogcnados. ?e esta manera se elinUnó el cofactor endógeno. el cuaJ se encuentra en la fracción 

soluble de la cClula Como se observa en la fig. 11. cuando no se añade el cofactor. la enzima no tiene 

actividad detectable. lo que indica un requerimiento absoluto por el cofactor y cuando se adiciona el 

NADPH. la actividad se incrcmc::nta llegando a un máximo en una concentración de 500µ1\1 
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Es interesante ver que a mayor actividad cnzimatica (500 y 1000 µ1vt de NAOPH) la DI IT a su vez se 

mctaboliz.a a sus nndrostandiolcs, no permitiendo de esta manera la acumulación de un andrógeno de 

alta potencia biológica.. como lo es la Dt IT 

En estos estudios se observa adcnlá.5. que la acti"-ídad especifica de la enzima se: incrementa 

considerablemente en comparación con los estudios hechos en homogcnados. esto es debido. 

probablemente a que. por una pa.ne se eliminan protcinas que !OC encuentran en la fracción soluble de la 

cClula y por otro lado. se ha obscn.·ado que el cofactor NADPI l le confiere estabilidad a la enzima 

(L""1in. et al. 1978) 

También se observa en estos estudios, que ~a... .. hembras presentan una mayor actividad cnzimatica 

C4:?5 I 01 ~ 349 pmoVmgPlh. DI IT + Dial a SOO p.ti.1 de NADPH) en comparación con la actividad en 

machos(:?.011 33 ± 238 18. DllT + Diolcs, a SOO a.t!vf de NADPl-I) y al comparar la K"' para NAOPH, 

se encontró que las hembras tienen una KM menor (K"c= 83 09 µ1\.1) que los machos (~r= 262 µl\1) 

indicando que la Sa-rcductasa tiene una mayor afinidad por el cofactor en hembras que en machos 

Estas diferencias pueden estar basadas en la presencia de andrógenos en la gllindula Hardcriana de 

ratas IT\acho 

Cuando se comparó la actividad cnzimatica en animales intactos y castrados (fiig_ 14). no se 

obscrvaJ"on diferencias. ni entre machos y hembras. ni entre intactos y castrados. El estudio se hizo con 

homogenados totales y posiblc...-nicnte debido a esto, no encontramos las diferencias cnue macho y 

hembra obscn·adas cuando se usaron precipitados. a los cuales se les adicionó NADPH (diferentes 

pHs. fig 8 y con dif'ercntes concentraciones de NADPH figs.12 y 13) La adición de NAOPH al medio 

de incubación permite una mayor estabilidad {Span et al .• 1995) a la enzima y la ausencia o baja 

concentración de andrógenos en la glándula Harderiana de ratas hembras. apucntemcnte. hace que la 
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afinidad por d cofactor se incremente (figs. 12 y 13). permitiendo de esta manera.. una mayor actividad 

enzimática (fig 11) 

La regulación por andrógenos en la actividad de Lo. Sa-rcductasa ha sido estudiada en diversos tejidos 

Los primeros infonncs acerca de Csta regulación. se efectuaron en higado de rata (Yates. et al .• 1958) 

en donde !OC observó que la actividad de la c:nzinui es mayor en hembras en compara.ción con los 

machos. lo cual dn un indicio de que los andrógenos de alguna manera influyen en la actividad de esta 

enzima. Estudios rccicnies (Gcorge, et al. l 9Q 1) efectuados en prost~na de rat.il, dcmuCSlran que 

cspccificamcntc la DI IT es el c~cr-oide que efcctUa la regulación de la cnzlma. en este tejido se observa 

que en ausencia de andrOgcnos cndógL'T'los (gonadcctomia) la activid..-ul de la 5a.-rcduct..a.s:l disminuye 

notablemente y aJ admirustrar 01 IT se lncrcrncnta la actividad. trunbicn obs.L.,.-varon que esta actividad 

cn7.imática ~-ia dir~-tamcntc relacionada con la cantidad de ARNm de la enzima en este tejido. lo que 

implica que la regulación enzimat)ca se cfa..""tua a nrvcl tran..o¡,cnpcional 

En estudios ''m \."llro" cti.""L-tuados en pituitana de rata m.acho (Vandcrstichcl~ d al., 1990) se observó 

que la castracion incrementa notablemL"Tltc la acti"v1dad de la Sa.-rcductasa y este incremento es 

revertido con la adnúnistración de t~ostcr-ona.. sugiriendo que ta testosterona esta involucrada en la 

regulación de la actividad de la ~a.-reducta.-.a en este tejido 

En la glimdula llardcriana de llainstcr (Vilchis, c:t al, 1994) tarnbiCn se observó una r~7Ulaci6n 

negativa de la testosterona sobre la actividad cnzímatica de la Sa..rcducta.sa... además de disminuir la 

cantidad de ARNm para esta enzima 

Oc una manera gL"Tleral, se ha observado que tanto la actividad como la rf!bTUlación de la 5a·rcductasa 

es diferente en función de los tejidos y según tas especies estudiadas 
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l..a regulación de la 5a.-rcductasa en e.ad.a tejido el muy importante ya que a Ja 5u-rcduccion s.c le ti..ul 

asignado dos papeles Unportam:cs el primero, es d de actuar a ruvcJ de células blanco para androgL"tlo~ 

en donde reduce la te5tostcrona a DI n·. el cua.J ei un andrógL'"flO de nlaynr potencia, el segundo. ~ cJ 

de reducir cstcroidcs para acelerar ~ catahoti~no 

El anli.lisis por Nonhcrn blot. ª"'' como la a.mphficacwn del ARNrn de las 1soerv..una.s con aciJ"'ldad úc 

Sa-rcducción en la glandula de 1 {arder de Ja rata "º"' pcnniticron comprobar que la en.rima pr~"fllc en 

este tejido es la 5cx.-reduct.asa 1, la cual dio señnJ pos.1t1va. tanto en la 1'(.landuJa J lardcriana de machos 

corno de hctnbra."'. a."ii como en los controles usados (hígado. ep1d1dimo •t prostata) no asi; la de la Su.­

rcductasa. :? la cual solo dK> sei\a.I en d tejido control ( c¡ndid1mo ). en el cuaJ se ha comprobado su 

c:iOstcncia (Nom1inb'1on y Rus..~11. 199:?) 

La presencia de la isocn.rima Sa.-rcduct.asa 1 en este tejido podria indicar que la funcion de esta 

glandula es. fundruncntalrncntc catabólica. en relación a gj accion sobre la testosterona 
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CArrn:t .. o 

OCHO 

CONCLUSIONES 

E.n conclusión. mediante los estudios efectuados en este trabajo se encontró que en la glandula 

Hardcriana de la rata cstil presente la 5a-rcducta.o;.a tipo 1, cuyas caractcristicas fisicoquimicas son 

similares con la5 encontradas en otros tejidos. ademas de que su ARNm hibridó con la sonda cspccifk.a 

para esta enzima. 

El interés por el estudio de la enzima Sa.-rcductasa de la glándula Hardcriana. es debido a que nos 

permitirá un mejor entendimiento de los mecanismos involucrados en la actividad de esta enzima. la 

cual fonna parte del mecanismo de acción de los andrógenos 

Ademas. el agrupam.icnto de estos datos y los encontrados en otros tejidos por diversos im:cstigadorcs 

de alguna manera se podnin aprovechar para entender algunos padecimientos en los cuales está 

involucrada la actividad de la Sa.-reductasa. como en la hiperplasia prostática. el hirsutismo, el acné y el 

cancer de pró5tata 
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ANEXOI 

DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL METODO DE BRADFORD 

(Bradford 1976) 

• Preparación del reactivo para medir" protcinas Se disuelven J 00 mg de azul de Coomas.sic en 

SO mi de etanol al 95•/e (1 ~O) más 100 mi de lllP04 aJ 85o/o, llevándose a un volumen final de 

1000 ml con H.zO, esta solución se mantiene en botella color a.mbar 

• Se prepara una curva estándar pes.ando 1 O mg de albUmina scrica bovina (BSA) disolviéndola 

en 10 mi de solución salina (NaC'I O 15 f\.1, SS) Se lec en un cspcctrofotómetr-o a una longitud 

de onda de 27R nm cmplcnndo como blanco la solución salina. la lectura debe ser de una 

densidad óptica de O 66 si no es así se ajusta a que quede la lectura 

P..-cparación de los puntos de la curva 

l. O µg 100 µl de SS 

-· 25 µg Se toman 1 S de solución stock y se llevan a un volumen de S mi con SS (2Sµg/100µ1) 

J. 50 µg. Se lomaron 2 S mi de la solución stock y se llevar-en a S mi con SS (SOµg/100µ1). 

4. 75 µg: Se tomaron 3 5 mJ de lo. solución stock y se llevaron a 5 mi con SS (75µg/100µ1) 

5. 100 µg: Se usa el stock sin diluir ( 100~1g/ l 00µ1). 

De cada punto de la curva se toman alícuotas de 100 µI por triplicado y se les adicionan 5 m.I del 

reactivo prcpariJdO Se agitan. se dejan reposar 1 min. y se Icen a 595 nm contra un blanco del 

reactivo empicado 

Las muestras problemas se llevan a 100 µI con SS. se les adicionan S mJ del reactivo de 

Coomassic. se agitan.. se dejan reposar 1 min. y se Icen en las mismas condiciones que la curva 

patrón. 

Las lecturas de los problemas se interpolan en la curva patrón. 
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