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INTRODUCCION: 

Los testículos son un órgano par situados en el escroto y tienen dos funciones reconocidas: la producción 
y secreción de espermatozoides y la síntesis y secreción de andrógenos necesarios para el inicio y el 
mantenimiento de la espermatogénesis, para 1a:· conse..vacióll. de los caracteres sexuales secundarios y para 
el inicio y mantenimiento de la vida ·sexual· reproductiva. Están compuestos de dos compartimientos 
funcionalmente interrelacionados. los túbulos seminíferos y el espacio intersticial. Estos dos 
compartimientos incluyen. principalmente. tres tipos de células: las células Germinales, las cuales se 
encuentran en los túbulos seminíferos en diferentes estadios de maduración. las células de Leydig. las 
cuales sintetizan esteroides sexuales, principalmente testosterona y están presentes en el espacio 
intersticial. y las células de Sertoli. el tercer tipo de células del testículo, las cuales protegen y nutren al 
testículo ( 1 ). 

Tanto la actividad esteroidogénica corno la espermatogénica son reguladas por el complejo sistema 
neuroendocrino llamado eje hipotálamo-hipófisis-testículo. La producción y maduración de las células 
germinales hasta alcanzar el estadio de espermatozoide depende de un perfecto equilibrio en la 
producción de hormonas por el eje Hipotálamo-Hipófisis-Testículo (función endocrina), así corno de 
regulación paracrina y autocrina por diferentes hormonas y factores producidos por el testículo. La 
función endocrina depende a su vez de retroalimentación positiva y negativa entre los productos finales 
del testículo, (espermatozoides y hormonas) y el eje hipotálamo-hipófisis (2). La Hormona Luteinizante 
(LH) producida por la hipófisis bajo la estirnulación de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas 
(GnRH hipotálamica). estimula a las células de Leydig del testículo para la producción de testosterona 
(T). La testosterona a su vez actúa sobre los receptores de andrógenos en el epitelio seminífero para 
control de la espermatogénesis. De igual manera, la Hormona Folículo Estimulante (FSH) se une a sus 
receptores específicos sobre las células de Sertoli para regular el inicio de la espermatogénesis, 
estimulando la producción de numerosos factores por las ·células de Sertoli. También estimula la 
producción de lnhibina y junto con T la producción de la Proteína Unidora de Andrógenos (ABP). Los 
niveles circulantes de T. inhiben la producción de LH en. la:hipófisis y de GnRH en el hipotálamo. La 
liberación de FSH. es a su vez controlada por los niveles circulantes de Inhibina y la población de células 
germinales en el testículo (1, 3). (Fig. 1). · 

La función endocrina del testículo reside principalmente _en la población de células de Leydig que 
sintetizan y secretan Testosterona, el principal andrógeno circulante. La vía predominante en la síntesis de 
T por el testículo humano parece ser la.vía a 5 (4). La cantidad de T que se almacena dentro de las células 
de Leydig es pequeña, debido_ a que la nueva hormona sintetizada difunde rápidamente hacia el plasma. 
La principal ruta de salida para Jos esteroides desde el testículo a la circulación general. es a través de la 
vena espermática, donde las concentraciones - tanto en humanos corno en primates no humanos son 
mayores que los niveles en sangre ·periférica (S. 6). Sin embargo. Testosterona por sí sola tiene muy pocos 
efectos directos, ya que es necesaria su conversión a otros rnetabolitos a través de los cuales ejerce su 
acción. entre los cuales· se. reconoce a la 5-a-dihidrotestosterona corno el andrógeno más potente. y el 
estradiol-17-13 que es el principal estrógeno producido por la aromatización de la testosterona. Dicha 
conversión se realiza en su mayor parte en tejidos periféricos y cerebro (2). 

Las hormonas del testículo son responsables de la diferenciación del sistema nervioso central y de la 
inducción del desarrollo masculino durante la embriogénesis. Estas hormonas causan la diferenciación de 
los tejidos que si..ven corno los principales sitios de acción de los andrógenos y que producen el fenotipo 
masculino. La conducta masculina es el resultado de la exposición a estas hormonas durante la vida fetal 
(7. 8). Durante la pubertad, los andrógenos producidos por el testículo son los responsables de los 
cambios que determinan la maduración sexual. estos son; la aparición de los caracteres sexuales 
secundarios. desarrollo de la libido. de la potencia sexual. y junto con la secreción de gonadotropinas el 
inicio de la esperrnatogénesis. En la edad adu es.encia.LR~CiL..!"I mantenimiento de la 

TESIS CON. 
Fl\.LI,/~ I).f~ c·!r;_°{J·EI'.I • 4 

---' 



espennatogénesis y de los caracteres sexuales secundarios, los conductos genitales y las glándulas 
accesorias (vesículas seminales. próstata y glándulas bulbouretrales). (1, 2). 

Desde el punto de vista histológico, los testículos están constituidos-por_~Wta-red de túbulos llamados, 
túbulos seminiferos, donde se producen y maduran los espermatozoides,_'y desde-donde son transportados 
por los conductos eferentes al epidídimo donde terminan -su 'madl.lra:ción;•-:adquieren movilidad y la 
capacidad fecundante; y por un espacio intersticial _donde se encuentran )as células de Leydig que 
contienen las enzimas necesarias para la biosíntesis de andrógenos. El-interior-de los túbulos seminíferos 
está formado por epitelio columnar compuesto por células mioides~ membrana basal, células germinales y 
células de Sertoli y están rodeadas por tejido peritubular formado por colágena, elastina y miofibrillas. 

Uniones herméticas entre las células de Sertoli, células mioides, la membrana basal, las espermatogonias 
y los espermatocitos primarios forman una barrera de difusión denominada barrera hematotesticular, la 
cual funciona de una manera semejante a la barrera hematoencefiílica, esto es, altamente selectiva con las 
moléculas y divide al testículo en 2 compartimientos funcionales, el basal y el adluminal. El 
compartimiento basal está constituido por las células de Leydig rodeando al túbulo, el tejido peritubular y 
la capa externa que contiene a las espermatogonias, las células de Sertoli y espermatocitos primarios en 
los estadios más tempranos de la meiosis. El compartimiento adluminal, consiste en los 213 internos del 
túbulo incluyendo los espermatocitos primarios y estadios más avanzados de la espermatogénesis. 
Conforme maduran. las células germinales avanzan a través de las uniones herméticas de las células de 
Sertoli, alcanzando el estado maduro en el compartimiento adlurninal (Fig. 2) (9). 

Espcrmatogéncsis: 

La espermatogénesis es un proceso muy complejo de diferenciación celular, en el cual las 
espermatogonias sufren cambios morfológicos y bioquímicos progresivos hasta alcanzar el estadio de 
espermatozoides maduros. Los espermatozoides son liberados a la luz del túbulo seminífero para ser 
transportados al epididimo donde terminan su maduración, adquieren motilidad y la capacidad para 
fecundar al óvulo. Se inicia después de la pubertad bajo la regulación neuroendocrina del eje Hipotálamo­
Hipótisis-Testiculo, así corno también bajo regulación paracrina y autocrina de hormonas y factores 
locales a nivel testicular (2, 9). 

Las células germinales, primero sufren mitosis para producir un número necesario de células madre 
llamadas espermatogonias, de las cuales han sido descritas 6 tipos diferentes en primates no humanos 
(A.,..,..,..5 , Apáli"-'•• Ba. B2, B, y B,.) y 4 en humanos (Aaaargado, Aoscur." A,.ali<b y B). Tanto en primates no 
humanos como en humanos. las esperrnatogonias tipo Apáfüla dan origen a las espermatogonias tipo B que 
son células bien diferenciadas y estas a su vez. dan origen a los espermatocitos primarios. Las 
espermatogonias A poseen un núcleo redondo con l o 2 nucleolos localizados sobre la cara interna del 
nucleolema. y las espermatogonias B contienen un núcleo redondo con un nucléolo central. 

Las espermatogonias A son células madre, que sufren mitosis, algunas de ellas permanecen como células 
madre. mientras que las demás se diferencian a espermarogonias B. Las espermatogonias B son células 
diferenciadas que no pueden retroceder al estadio de células madre y dan origen a nuevas 
espermatogonias B por mitosis. Después de la última mitosis de las espermatogonias B, se diferencian a 
espermatocitos primarios. Estos son células redondas, más grandes y se caracterizan por tener un núcleo 
esférico con varios nucléolos; se desplazan en dirección luminal y se encuentran en la capa celular más 
cercana a la luz. Aumentan de tamaño y entran enseguida en la profase de la primera división meiótica. la 
cual dura 22 días (10, 11). 

La meiosis es un tipo de división nuclear restringida a los gametos, esto es. los espermatozoides y los 
ovocitos, donde el número diploide de cromos~stco;f las cflulas somáticas (2n). es 
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reducido a la mitad. a un número haploide ln. La meiosis involucra 2 divisiones nucleares sucesivas con 
1 división de cromosomas. 

Durante el período inmediatamente previo a la profase de la primera división rneiótica, los esperrnatocitos 
primarios. llamados espermatocitos en preleptoteno, duplican la síntesis de DNA en preparación para la 
primera división rneiótica la cual reduce el número de cromosomas a la condición haploide. Después de la 
incorporación de nucleótidos y otras substancias para la síntesis de DNA, los espermatocitos en 
preleptoteno migran de la membrana basal. La profase de la primera división es subdividida en S estadios 
sucesivos denominados. leptoteno. zygoteno, paquiteno, diploteno y diaquinesis. Estos estadios están 
caracterizados por progresión de la espiralización de los cromosomas en el núcleo. El estadio de 
paquiteno es muy largo, en el humano es de aproximadamente 16 días, por lo tanto estas células pueden 
observarse en casi todos los eones histológicos de los túbulos seminíferos(l2. 13). 

La primera división rneiótica da corno resultado la segregación de los cromosomas homólogos y la 
formación de pequeños espermatocitos secundarios que permanecen muy brevemente en interfase. 
Pueden ser diferenciados de los espermatocitos primarios por el tamaño más pequeño y por su núcleo 
esférico que contiene cromatina granular pálida. Debido a que su duración es muy cona 
(aproximadamente 8 h). no es frecuente observarlos en los eones histológicos del testículo. En este paso, 
cada cromosoma homólogo consiste de 2 crornátides. Los esperrnatocitos secundarios entran rápidamente 
a la profase de la segunda división de maduración sin duplicar su DNA. Durante la metafase II, los 
cromosomas se alinean sobre el plano ecuatorial, mientras que en la anafase U, los centrómeros se dividen 
y cada crornátide se mueve al polo opuesto. Después de la telofase II, son formadas las espermátides, cada 
una conteniendo un número haploide de cromosomas. 

La segunda división de maduración resulta por lo tanto, en la segregac1on de las cromátides de cada 
cromosoma homólogo formando células haploides separadas llamadas espermátides. Espermiogénesis es 
el proceso mediante el cual las espermátides inmaduras sufren los cambios morfológicos que resultan en 
espermatozoides maduros los cuales son vertidos en el lúmen de los túbulos. El proceso de la 
esperrniogénesis se ha dividido en 8 diferentes etapas en el humano. 10 en el baboon. 16 en el ratón y 19 
en la rata. La espermiogénesis incluye reorganización nuclear, formación del sistema acrosómico 
originado del aparato de Golgi, ensarnblarniento de las estructuras de la cola y reorganización 
citoplásmica. La etapa final de la espermiogénesis termina con la liberación de los espermatozoides al 
lumen de los túbulos seminíferos, evento denominado espermiación (Fig. 3) (10, 13). 

Expresión del genoma durante la espermiogénesis: 

Ciertos genes activados durante la rneiosis pueden ser expresados postmeióticarnente mientras que otros 
son transcritos exclusivamente del genoma haploide. Niveles altos de RNAs mensajeros transcritos de 
protooncogenes han sido encontrados en espermatogonias tipo A y B, espermatocitos en paquiteno. 
esperrnátides redondas, espermátides alargadas y cuerpos residuales. 

La tasa de síntesis de RNA alcanza un pico en espermatogonias tipo A y esperrnatocitos en paquiteno, 
antes de declinar considerablemente en la etapa de diaquinesis, hasta niveles indetectables durante las 2 
divisiones de reducción. Los RNA sintetizados durante la profase rneiótica son encontrados en las 
esperrnátides ( l O). 
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El Epidídimo: 

Cuando los espermatozoides son liberados a· la luz de los túbulos seminíferos, son fisiológicamente 
inmaduros, es decir todavía no tienen . movilidad ni la capacidad para fecundar un óvulo. Estas 
capacidades así como cambios en su mernorana'basafy su metabolismo, los adquieren en su paso por el 
epidídimo. que es el sitio de maduración, concentración y almacenamiento de los espermatozoides. 

El epididimo es un órgano· par situado.·en.la parte posterior de los testículos y unido a él por tejido 
conectivo laxo. Inicia en el polo supenor.'del .testículo y termina en el polo inferior, donde se continúa 
para formar el vas deferens o· conduc.todeferente. Está formado por un solo conducto muy contorneado, 
denominado el conducto del epidídimo·:·:su longitud varía según la especie desde 2 m en los cobayos, 7 m 
en los hombres, hasta 80 m en los cál:iallos· sementales. El peso puede variar desde 1 g en los ratones, 4g 
en los hombres, hasta 20g o 30 g en· los' c,arneros (Fig. 4a). 

Basado en criterios morfológicos e histológicos se le ha dividido en 3 porciones anatómicas denominadas, 
caput o cabeza, corpus o cuerpo y cauda o cola del epidídimo. Se cree que cada región del epidídimo sirve 
para funciones fisiológicas diferentes y específicas para la maduración de los espermatozoides (Fig. 4b). 

El epitelio básicamente consiste en una sola capa de células pseudoestratificadas que contactan y recubren 
la lámina basal. Presenta 2 tipos de células, unas células colurnnares altas llamadas células principales, y 
unas células basales redondas u ovoides situadas entre las células principales. Las células basales son 
similares a las de los conductos eferentes. Las células colurnnares son más altas en la cabeza del 
epidídimo y van disminuyendo progresivamente su tamaño a través del cuerpo y la cola del epididimo, 
donde tienen forma cuboidea (Fig. 5). Estas células contienen microvellosidades largas y ramificadas en 
la parte luminal llamadas estereocilios, debido a que son muy largas como cilios, pero inmóviles. El 
núcleo de las células colurnnares es alargado y está localizado cerca de la base de la célula. Pueden 
diferenciarse fácilmente de los núcleos redondos de las células basales que están situados muy cerca de la 
membrana basal. Las características histológicas de la membrana apical y el citoplasma sugieren que estas 
células absorben fluidos del lumen por pinocitosis. Los conductos eferentes y el epidídimo, absorben el 
90% del volumen del fluido del lumen proveniente del testículo. El núcleo de las células principales es 
muy irregular y el complejo de Golgi situado supranuclear, es excepcionalmente grande. Sin embargo se 
desconoce su papel fisiológico exacto. Se ha establecido que estas células incorporan aminoácidos y 
carbohidratos a una glicoproteina que es liberada al lumen y se cree participa en la maduración de los 
espermatozoides ( 14, IS). 

Las células basales y apicales están apoyadas sobre una lamina basal rodeada por células de músculo liso, 
la cual se vuelve más gruesa en la porción terminal del epididimo y cuyas contracciones peristálticas 
ayudan a mover a los espermatozoides en su paso por el epididimo. También se encuentran fibras 
longitudinales. Por debajo de la capa de músculo liso, hay una pequeña cantidad de tejido conectivo que 
une los contornos de los conductos y contiene los vasos sanguíneos y los nervios. 

Transporte de los espermatozoides por el epidídimo: 

La duración del tránsito de los espermatozoides por el epidídimo varía de acuerdo a la especie, desde 1 a 
12 días en el humano, 8 a 10 días en los monos Rhesus, hasta 10 a 15 días en los cobayos. El paso de los 
espermatozoides por el epidídimo, aparentemente es influenciado por la producción diaria de 
espermatozoides en el testículo. La frecuencia de relaciones sexuales, únicamente afecta el tiempo de 
estancia de los espermatozoides en la cauda, que en este caso actúa como un reservorio, afectando la 
concentración final de los espermatozoides en el eyaculado (14, 15). 
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Cuando los espermatozoides entran al epididimo, tres cambios muy importantes se llevan a cabo: 

1. Reducción en el volumen del flujo del epididimo, debido a la reabsorción de iones y agua, que da como 
resultado aumento en la concentración de los.espermatozoides .. , 

2. Formación de· un medio diferente al plasma sangul,;e.:l, 1:1 cual fa_;.orece la inmovilización de los 
espermatozoides .y: su sobrevida., Los' siguiéntes ·cambios_, hari'•sido observados: aumento de la presión 
osmótica (400_mo,;mól), disminución del pH (de.7.3 3; 6.5);'disminución rápida de cloruro y bicarbonato y 
disminuCión lenta de Na+ córrelacionada'con uri'fue~e aumeritó'de K+ y fosfato. 

La inmovÍÚdad'de'IC,; fltld~~-eri~;la c:a:tcla:J~{'.~~{J¡f¡;:g~,~~~Wi~;i't~mente es el resultado de un pH bajo, 
poca dispóriibilidad de o,, y dismiriúéióii"de·lá.temperatüra:del epididimo comparada con la temperatura 
corporal.~'·-:··~ · ·>~ . .::;.· -~--~~::.~:~~ · ~ · .,_.:-·:·~<:·-:~ ~ ·: · ~ 

3. Síntesis de proteínas especificas'd;,lepidídimo: estas proteínas son secretadas en las microvellosidades 
de las cé_lulas principales del é¡:iididirno. Su síntesis es dependiente de T y se unen a regiones particulares 
de la cabeza y el flagelo de los esp'ermatozoides (14). 

Diferenciación de los espermatozoides en el epididimo: 

l. En el epidídimo. el núcleo de los espermatozoides desarrolla una resistencia a la descondensación. Se 
ha observado aumento de las uniones disulfuro de los residuos de cisteína de las nucleoproteinas de los 
espermatozoides. Estos cambios aparentemente protegen el núcleo de los esper'rnatozoides y aumentan la 
rigidez de su cabeza para favorecer la penetración de la zona pelúcida del ovocito. 

2. El acrosoma se une más estrechamente al núcleo. .-· '. 

3. La membrana plasmática sufre reorganización molecular induciendo:-ni.i~~~~~ p;~pi~clades 
indispensables para que el espermatozoide adquiera la habilidad fertilizante~·· 

antigénicas 

4. Se presentan cambios en los lípidos de la bicapa lipídica de la merh~ra:~a,··~ale~ co~o .aumento de la 
fosfatidilcolina y de la proporción esterol/fosfolipido. Estos cambios estabilizan la membrana plasmática 
del espermatozoide en su paso por el epididimo (14) "· ··. " · 

Cambios funcionales en el espermatozoide relacionados a la adquisición de la habilidad fertilizante: 

l. Movilidad progresiva: en el caput, los espermatozoides son inmóviles, el movimiento del flagelo está 
limitado a movimientos vibratorios. En la porción inicial del corpus, los movimientos son circulares o de 
patrón irregular, en la porción distal del corpus ya son capaces de moverse linearrnente y en la cauda, 
aunque ya tienen la capacidad de moverse progresivamente, permanecen inmóviles debido a las 
características de los fluidos de la cauda mencionados anteriormente (pH bajo, proporción de iones, etc.). 

2. Habilidad para unirse a la zona pelúcida: La unión especifica de la cabeza del espermatozoide a la zona 
pelúcida es un prerrequisito para la fertilización. Las glicoproteinas que median la unión especie­
específica son componentes intrínsecos de la membrana plasmática de los espermatozoides. Sin embargo, 
los espermatozoides adquieren la capacidad de unirse a la zona pelúcida únicamente después de pasar por 
el caput y entrar al inicio del corpus. Esta capacidad de unión depende de proteínas de membrana de 
origen testicular las cuales aparecen como proreceptores y se vuelven funcionales en el epidídimo por la 
acción de proteínas dependientes de andrógenos secretadas al fluido del epidídimo y depositadas sobre la 
membrana plasmática. Esta capacidad de unión a la zona pelúcida es independiente de la movilidad. 
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3. Habilidad de Fertilización y sobrevida del embrión: La maduración de los espermatozoides en el 
epidídimo incluye 2 potencialidades: Aptitud para fertilizar y aptitud para iniciar el desarrollo del embrión 
hasta su término. Ambas capacidades son expresadas únicamente por espermatozoides de la cauda del 
epidídimo y -son --adquiridas progresiva e independientemente durante su paso por el epidídimo. La 
excepción son l_os humanos y los monos marmoset (12, 14). 
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Biosintesis de estrógenos: 

La biosíntesis de estrógenos es catalizada por-la enzi~a cítocromo P450 aromatasa. En humanos, varios 
tejidos tienen la capacidad de expresar la aromatasa y_ por lo _tanto de sintetizar estrógenos. Entre ellos se 
encuentran las células de la granulosa_f_et -cuerpo-lútéo-·-det"-oiiano, células de Leydig del testículo, el 
sinciciotrofoblasto de la placenta~ varios sitios_ en -el cerébro incluyendo el hipotálamo, amígdala e 
hipocampo, así como también en tejido adiposo, !Os condrocitos y los osteoblastos, la piel y el hígado en 
la etapa fetal ( 16). -

Testosterona y androstenediona son los principales substratos para la síntesis de estrógenos. En el 
testículo, las células de Leydig son las responsables de la producción de andrógenos a partir de colesterol, 
este evento es dependiente de estimulación por la LH. Las gotas de lípidos que se encuentran en el 
citoplasma de las células de Leydig están compuestas principalmente de colesterol esterificado, el cual 
deriva en parte de las lipoproteínas circulantes y en parte del colesterol sintetizado localmente en el 
retículo endoplásmico de las células de Leydig. Esta poza de colesterol esterificado sirve como substrato 
de reserva para la síntesis de T. Después de la hidrólisis de los ésteres de colesterol, el colesterol libre se 
mueve a la mitocondria, donde se lleva a cabo la reacción limitante en la biosíntesis de las hormonas 
esteroides. 

La conversión de colesterol a pregnenolona en la mitocondria es la primera reacción en la síntesis de 
todas las hormonas esteroides, dicha reacción es el paso limitante de la reacción y es regulado por 
hormonas (17). En el testículo, se encuentran involucrados 5 procesos enzimáticos en la conversión de 
colesterol a testosterona. La cadena lateral del colesterol es escindida en 2 pasos para reducir el tamaño de 
27 a 19 carbonos, y el anillo A del esteroide es oxidado a la configuración A.. -3-Ceto. La reacción inicial 
en el proceso involucra la escisión de la cadena lateral del colesterol por la 20, 22-desmolasa en la 
mitocondria para formar pregnenolona. La conversión subsecuente de pregnenolona a testosterona 
involucra en parte al azar y en parte de una manera ordenada una serie de reacciones enzimáticas. Para 
que la segunda escisión de la cadena se lleve a cabo es necesario que ocurra l 7a-hidroxilación antes que 
se termine la reacción de la 17,20-desmolasa y ambas reacciones deben realizarse antes de la reducción 
de la 17-cetona por la 17¡3-hidroxiesteroide deshidrogenasa. En contraste, la oxidación del anillo A del 
esteroide por el complejo de la 3¡3-hidroxiesteroide deshidrogenasa-A""5 -isomerasa puede realizarse en 
cualquier etapa del proceso (18) (Fig. 6). Por lo tanto, el momento en el cual la oxidación del anillo A 
ocurre, depende de la cantidad y afinidad de las enzimas por los diferentes substratos y la 
compartamentalizacíón de las enzimas dentro del retículo endoplásmico. La vía predominante en el 
testículo humano normal parece ser la vía A 5 (4) con la liberación final de ácido fórmico y formación del 
anillo A fenólico, característico de los esteroides de 18 carbonos. 

Aunque la l 7cx-hidroxilasa y _la 17,20-desmolasa eran tradicionalmente consideradas como enzimas 
separadas, la purificación y- reconstitución in vitro de la actividad de la enzima, indica, "que ambas 
actividades residen en una _sola enzima citocromo P-450 (P-450c17). Mendelson y Co!s. Reportaron que 
una sola cadena polipeptídica -tiene la capacidad para catalizar la secuencia completa de pasos 
involucrados en la conversión de esteroides C.19 con una estructura A 4 -3-ona, a un esteroide C.18 con un 
anillo A fenólico (19). 

Familia de la Citocromo P-450: 

La aromatasa es un miembro de la superfamilia de enzimas denominadas citocromo P-450, estas son 
enzimas microsomales involucradas en el metabolismo de oxidación de los esteroides, ácidos grasos, 
prostaglandinas, leukotrienos, aminas biogénicas, ferohormonas, y metabolitos de plantas. La mayor parte 
de las enzimas esteroidogénicas son miembros del grupo de la citocromo P-450 oxidasas. Citocromo es 
un nombre genérico para un gran número de e imas con propiedades oxidativas, las cuales tienen 
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alrededor de 500 amino ácidos y contienen un solo grupo heme. Se les denomina P-450 (pigmento 450) 
debido a que todas exhiben un corrimiento característico en el pico de absorbancia Soret de 420 a 450 nm 
posterior a reducción con monóxido de carbono. Todas las enzimas P-450 reducen 0 2 molecular con 
electrones donados por NADPH de acuerdo a la siguiente reacción: 

P450 
NADPH + H• + 0 2 + RH ® R-OH + H20 + NADP+ 

Los electrones donados por NADPH llegan a la P-450 a través de uno o dos transportadores 
intermediarios de electrones, uno de los cuales es siempré una flavoproteina. Los sitios de unión del grupo 
heme de todas las enzimas P-450 tienen ciertos amino'ác:idos en común, pero estas enzimas son bastante 
heterogéneas. , , __ 

Dos enzimas citocromo P-450 están involucradas en la.-~\osíntesis de andrógenos en las células de Leydig, 
llamadas P450,oc. (colesterol side chain cleavage) y·P450 17a (17 a-hidroxilasa/C 17.,0 liasa). El efecto agudo 
de LH o cAMP es incrementar el transporte del colesterol a la membrana interna de la mitocondria donde 
d colesterol se asocia con la P450scc la cual cataliza la ruptura de la cadena lateral del colesterol para dar 
lugar al esteroide de 21 carbonos pregnenoloná; La conversión de esteroides de 21 carbonos para fonnar 
andrógenos C 19, requiere de la actividad de la P450 17a. la cual se encuentra en el retículo endoplásmico 
liso. 

P45011a cataliza 2 reacciones, la hidroxilación de esteroides de 21 Carbonos a partir de progesterona o 
pregnenolona (actividad de 1 7a-hidroxilasa ), seguida por la ruptura de la cadena lateral de carbonos 
(actividad C 17.w liasa) para dar lugar a los esteroides de 19 carbonos androstenediona o 
dehidroepiandrosterona, respectivamente (17, 20). 

Sistema de la Aromatasa: 

La aromatasa es la enzima responsable del último paso en la biosintesis de esteroides de 18 Carbonos a 
partir de andrógenos C 19 en las células de Leydig. Este paso es catalizado por el mismo complejo de 
aromatasa que opera en placenta y ovario. La formación de estrógenos involucra hidroxilaciones 
secuenciales, oxidación y remoción del carbono de la posición 19 de la molécula del respectivo 
andrógeno (Testosterona o Androstenediona) y la consecuente aromatización del anillo A del esteroide. 
P450 arom convierte andrógenos a estrógenos por 2 hidroxilaciones en el grupo metil del C-19 y una 
tercera hidroxilación en el C.,. resultando en la pérdida del carbono 19 y la consecuente aromatización del 
anillo A el cual produce la estructura fenólica característica de los estrógenos. Esta serie de reacciones 
requieren 3 pares de electrones donados por 3 moléculas de NADPH a través de la P-450reductasa, para 
convertir cada mol de androstenediona o testosterona a estrona o estradiol respectivamente, todo esto 
ocurre en un mismo sitio activo (17). 

Asociada con la P450aro'n se encuentra una flavoproteina, NADPH-citocromo P450reductasa, la cual es 
una proteína esencialmente ubicua en el retículo endoplásmico de la mayor parte de las células, y es la 
responsable de transferir equivalentes reducidos de la NADPH a cualquier forma microsornal de la 
citocromo P450. Mientras que la reductasa puede ser el producto de un solo gen, la citocromo 
P450aromatasa pertenece a la superfamilia de genes, llamados la familia de la citocromo P450. 

El complejo de la aromatasa, parece estar presente en toda la -escala filogénetica de los vertebrados 
incluyendo mamíferos, aves, reptiles, anfibios y peces (21). Se encuentra en el retículo endoplásmico de 
casi todos los tejidos, principalmente en cerebro, gónadas, placenta y tejido adiposo (16). A la fecha, se 
han aislado y caracterizado insertos de DNA complementario {cDNA), complementarios para el RNA 
mensajero (mRNA) que codifica para la citocromo P-450arom, a partir de placenta humana (22-24), de 
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ratón (25). de células de la granulosa de ovario de ratas (26), gónadas de peces, y cerebro de algunas 
aves. 

El gen CYP19: 

La citocromo P450 aromes producto del gen CYP 19, el cual fue clonado y caracterizado hace ya algunos 
años (27). Este gen es inusual comparado con otros genes que codifican otras enzimas P450, debido a que 
tiene numerosos exones 1 no traducidos que dan lugar a transcriptos de aromatasa de manera tejido­
especifica, como resultado del uso de promotores tejido- específicos. 

Forma parte de la superfamilia de genes de la citocromo P450, la cual hasta hoy día tiene mas de 481 
miembros que pertenecen a 74 familias de genes. Está localizado en la región q21.1 del cromosama 15. 
Este gen tiene mas de 75 kb de largo, está compuesto de 17 exones. de los cuales, 9 están traducidos. El 
gen incluye además, 8 exones no traducidos, situados en la región 5'. La transcripción del gen está 
controlada por promotores tejido-específicos, los cuales a su vez son regulados endocrina o 
paracrinamente. La citocromo P450arom, es hasta la fecha, el único miembro de la familia del gen 19, 
designado CYP19. Esta-designación se basa en el hecho de que el grupo metil angular del C 19 es el sitio 
de ataque por el oxígeno (28, 29). 

La región codificante comprende los exones U al X. El exón X contiene la región de_ umon del grupo 
heme (HBR) que es donde se encuentra el sitio activo de la enzima. En humanos~ se encuentran además, 2 
sitios de poliadenilación que dan origen a 2 rnRNA que difieren en el ·tamaño de -_su-región 3· no 
traducida, uno de 3.4 kb y el otro de 2.9 kb. Río arriba del exón ll hay una serie de exones 1 alternativos 
los cuales son cortados en la región S'no traducida del transcripto de una manera tejido-específica. De 
acuerdo al tejido. el tipo de exón 1 traducido es dilerente, por lo tánto los mRNA de la citocromo 
P450arom serán de dif"erentes tamaños dependiendo del exón 1 que se traduzca (fig. 7). 

Usando clonas de cDNA generadas a través de RACE (rapid amplification of cDNA ends) derivadas a 
partir de transcriptos de P450 arom presentes en diferentes tejidos. revelaron que la region S'-terminal de 
estos transcriptos difieren una de otra de una manera tejido-especifica, río arriba de un sitio común en la 
región s·- no traducida. También se encontró que estas regiones S'-terminal corresponden a exones no 
traducidos, los cuales son cortados y empalmados para formar transcriptos de la P450 arom de una 
manera tejido-especifica debido al uso de promotores que se activan de una manera tejido-específica. 

La eliminación de intrones y empalme de estos exones no traducidos para formar el transcripto maduro se 
lleva a cabo en un sitio común 3 •• el cual está situado río arriba del sitio de inicio de la traducción. Esto 
significa que aunque los transcriptos en los diferentes tejidos tienen diferentes regiones 5 'terminal. la 
región codificante y por lo tanto la proteína expresada en los diferentes tejidos es siempre la misma. Sin 
embargo, las regiones de los promotores situados río arriba de c/u de los diferentes exones_ 1 no 
traducidos, tienen diferentes cohortes de elementos de respuesta y por lo tanto la regulación de la 
expresión de la aromatasa en cada tejido que sintetiza estrógenos es diferente. Este patrón de expresión 
tiene gran importancia desde el punto de vista filogenético y ontogenético, así como también desde el 
punto de vista fisiológico y fisiopatológico de la formación de estrógenos (30, 31) 

La expresión de la aromatasa en las gonadas es regulada por cAMP y gonadotropinas debido a una 
interacción del promotor 11 gonadal con los factores de transcripción CREB (proteína unidora del 
elemento de respuesta del cAMP) y la SPl (32, 33). El promotor 1.4 del tejido adiposo, es regulado por 
citocinas clase 1 tales como interleucina-6 (IL-6), interleucina-11 /IL-11), oncostatina M, así como por el 
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (34). 
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La expresión del gen en ovarios y testículo utiliza un promotor proximal, el promotor ll y por Jo tanto los 
transcriptos en el tejido gonadal contienen una secuencia en su región S'terrninal que está inmediatamente 
río arriba del sitio de inicio de la traducción(35, 36) (fig .. 7). 

Los transcriptos de placenta contienen en-su re!iión -5 •::terminal;-un exón I.l°no- traducido el cual está 
localizado al menos 100 kb río arriba del sitio de inició de.la·:tiadU:cción en el exón 11. Esto se debe a que 
la expresión de la aroma tasa en la placenta es dirigida desde un poderoso promotor placentario distal, I. l, 
rio arriba del exon 1.1 no traducido. En contraste,.los tianscriptoi{é::n el tejido adiposo tienen otro exón 
distal no traducido, el 1.4, el cual está localizádo:'en_:d gen; _a 20 .kb. río abajo del exón l. l, utiliza el 
promotor 1.4, y el tejido aberrante utiliza Jos promotores· 1.3 yéJ n (37). En cerebro, ovarios y testículo se 
encuentra otro exón no traducido denominado· exón··tf; el :cual.se encuentra río abajo del exón 1.4 (38) 
(fig. 7). - - - - - --
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ANTECEDENTES: 

Aunque la testosterona es reconocida como el principal esteroide sexual en el varón. se sabe que los 
testículos son capaces de sintetizar tanto estrógenos como testosterona. Esta capacidad biosintética de los 
testículos para producir estrógenos ha sido reconqcida en casi toda la escala filogénetica de los 
vertebrados incluyendo mamíferos. aves. reptiles, anfibios y peces (21). Los estrógenos son producidos en 
pequeñas cantidades en el testículo y han sido reportados en el semen de diversas especies incluyendo 
aves, roedores. perros. monos. y humanos (39-41); mas aún. en la mayor parte de los vertebrados que se 
han estudiado, se ha reportado tanto actividad de aromatasa como también la expresión de su rnRNA en 
gónadas y en cerebro (39. 42. 43). 

En humanos y en la mayor parte de primates no humanos, se ha encontrado biosíntesis de estrógenos en 
diferentes tejidos, tales como. placenta, ovarios. glándula suprarenal, testículos, tejido adiposo y en menor 
cantidad en el cerebro. Estos tejidos tienen la capacidad de sintetizar uno o más de los tres principales 
estrógenos a partir de su respectivo substrato. esto es, estradiol-1 713, estrona y estriol son producidos a 
partir de testosterona. androstenedíona y 16 a-hídroxiandrostenediona, respectivamente. 

También se sabe que la bíosíntesis de estrógenos es tejido-específica. es decir. cada tejido posee la o las 
enzimas involucradas en la biosíntesis de cada estrógeno en particular. de tal manera que el principal 
estrógeno producido por los testículos y los ovarios es estradíol-1 713. el tejido adiposo produce 
principalmente estrona. mientras que la placenta produce principalmente estriol ( 17. 44, 45). 

La capacidad de los testículos para producir estrógenos se conoce desde 1934, cuando Zondek reportó que 
un alcohol crudo extraído de testículos de caballo tenía actividad estrogénica (46), Beall en 1940. 
demostró que la actividad estrogénica contenida en dichos extractos era debido a la presencia de estrona y 
estradíol cuyas concentraciones eran muy altas (47). La capacidad de los testículos para sintetizar 
estrógenos a partir de precursores de 2 carbonos fue demostrada después del desarrollo de técnicas con 
marcadores radiactivos; Rabinowítz en 1956 reportó que homogenados de testículo de humanos, perros y 
gatos eran capaces de incorporar acetato marcado a colesterol. T. y 1713-estradiol (48). Posteriormente. 
Baggett y colaboradores en 1959. obtuvieron evidencia directa de la conversión de T a estradiol a partir 
de homogenados de testículos de sementales (49). Estos reportes, fueron las primeras evidencias de la 
producción de estrógenos por los testículos. 

Años más tarde se demostró que tanto las células de Leydig como las de Sertoli son las responsables de la 
producción de estrógenos bajo la regulación de las gonadotropinas hipofisiarias. En 1 978. Dorrington y 
colaboradores reportaron que células de Sertoli aisladas de testículos de ratas de S a 30 días de nacidas, 
fueron capaces de sintetizar estrógenos cuando fueron estimuladas con FSH y que dicha producción era 
edad-dependiente (SO). Estos hallazgos fueron confirmados por Pomerantz (S 1 ). Valladares y Payne en 
1979, reportaron actividad de aromatasa en homogenados de testículos de ratas adultas, al estimularlas 
tanto con LH como con hCG. que esta estimulación fue dependiente de tiempo y dosis de estimulación. 
Uno de los hallazgos más importantes en este reporte fue sin lugar a dudas el hecho de que FSH no fue 
capaz de estimular la actividad de aromatasa (52). 

Más tarde Tsai-Morris y Dufau trabajando con purificados de células de Leydig y de Sertoli provenientes 
de ratas inmaduras (S y 15 días de nacidas). y ratas adultas (60 días de nacidas), confirmaron que ambos 
tipos de células tienen capacidad de aromatización pero que la actividad de aromatasa se incrementa en 
las células de Leydig y disminuye en las células de Sertoli conforme avanza la maduración del testículo 
(53). lnkster y colaboradores en 1995, reportaron actividad de aromatasa en células de Leydig de 
testículos humanos, a través de inmunocítoquímica utilizando un anticuerpo generado contra la aromatasa 
humana (54). r 1·vc··n-r:::;-;:::--- ·--¡. 
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Aunque la función de los estrógenos producidos por los testículos no es totalmente conocida. actualmente 
se reconoce que juegan un papel fundamental en el varón. Durante la vida fetal son los responsables de la 
masculinización del cerebro. lo cual induce la conducta dé monta en los machos. En la pubertad y durante 
la vida adulta regulan la secreción de LH (8. 55, 56) .. Más aún, estudios publicados por diferentes grupos 
de investigación han demostrado la presencia·· de~ rei::ej:>tores para estrógenos (ER) en todo el tracto 
reproductor masculino de aves. roedores. primates nCl humanos y humanos (57 - 60). cuya importancia 
biológica se encuentra actualmente bajo estudio: Estudios recientes utilizando ratones ERK.O (Estrogen 
Receptors Knock Out mouse) demostraron·. que·.· la·· ausencia de receptores de estrógenos produce 
infertilidad (61). · 

, .. · .. ,TESIS CON 
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JUSTIFICACION: 

Aún cuando los estrógenos han sido clasificados como hormonas típicamente femeninas. existen muchas 
evidencias que apoyan fuertemente la capacidad de los testículos para sintetizar estrógenos y cuya 
importancia biológica en los varones todavía no ha sido totalmente establecida. 

Estudios realizados en diferentes laboratorios para localizar la o las células productora (s) de estrógenos 
en los testículos han demostrado que esta capacidad biosintética depende de la edad. de la especie 
estudiada. y del método de laboratorio que se utilice (50 - 54). Así mismo los resultados pueden variar 
dependiendo del tipo de material biológico con el que se trabaje. es decir con homogenados de testículos 
completos (50). o con células de Sertoli y células de Leydig aisladas del testículo (51-53). Entre los 
diferentes métodos de laboratorio empleados se encuentran estudios radiométricos (49). de 
inmunocitoquimica (54), y también a través de RT- PCR (Transcripción Reversa a través del método de 
Reacción en Cadena de Polimerasa) (62). Estos trabajos han sido realizados principalmente utilizando 
como modelo animal., especies inferiores., tales corno., aves .. ratas,. y ratones,. cuyos resultados, en términos 
de filogenética. podrían ser muy diferentes de una especie a otra. En la mayor parte de los estudios 
realizados utilizando testículos humanos se han utilizado testículos con alguna patología. lo cual no puede 
evitar el sesgo que implica el trabajar con tejido patológico. Actualmente generalmente se acepta que las 
células de Leydig son las responsables de la producción de los estrógenos en el testículo. sin embargo. se 
ha publicado la presencia de la P450 aromatasa en las células germinales de testículo de gallos y ratones 
(39. 63). 

Con el desarrollo de nuevas técnicas de Biología Molecular. hoy día. es posible obtener resultados más 
precisos. para determinar la localización y distribución exacta de las células responsables de la 
aromatización de andrógenos a estrógenos en el testículo. Con el uso de técnicas de hibridación in situ, 
utilizando un DNA complementario (cDNA) para el RNA mensajero (rnRNA) que codifique para la 
citocromo P 450arom es posible determinar con exactitud el o los sitios donde se lleva a cabo la 
aromatización así como también es posible cuantificar el RNA mensajero producido en estos tejidos a 
través de técnicas de hibridación en solución y mas específicamente usando un método protegido contra 
ribonucleasa (ribonuclease protection assay) (64). 

En años recientes. en el laboratorio del Dr. Resko. clonaron parcialmente un cDNA para el mRNA de la 
citocromo P450 arom a partir de RNA total extraído de placenta de mona rhesus. Este cDNA ha sido 
utilizado con éxito para localizar la distribución del rnRNA de la citocromo P450 aromatasa en cerebro de 
mono rhesus (65). 

Hasta la fecha se desconoce el papel que los estrógenos juegan en el tracto reproductor masculino en 
primates humanos y no humanos. así como sus acciones especificas. Aún mas, la distribución. actividad y 
expresión de la citocromo P450 aromatasa no ha sido estudiada en el tracto reproductor de primates 
humanos y no humanos. El estudio del tracto reproductor en el humano, es prácticamente inaccesible. 
debido a tas condiciones anatómicas y fisiológicas de los tejidos. así como las implicaciones de tipo ético 
para la investigación en seres humanos. 

En la actualidad existe gran interés en diferentes grupos de investigación en conocer la participación de 
los estrógenos en la regulación de la espermatogénesis. pues hasta la fecha ese rol se le ha atribuído 
exclusivamente a las gonadotropinas hipofisiarias y a la testosterona. Nuestro interés en realizar este 
estudio fue tratar de reconocer la capacidad de los testículos y epidídimos para producir citocromo 
P450aromatasa. la enzima responsable de la producción de los estrógenos (a través de la localización del 
mRNA). su actividad ( midiendo la actividad de aromatasa). así corno también reconocer a la o a las 
células que producen esta enzima (a través de la técnica de Hibridación In Situ). 
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Por tal motivo pensamos en la posibilidad de trabajar con un modelo animal que fuera anatómica, 
bioquímica y fisiológicamente lo más cercano al ser humano. Nuestro interés en trabajar con monos 
rhesus machos corno modelo animal es debido a que pertenecen a la familia de los primates, siendo estos 
filogenéticamente, la_ relación más cerc~maa l()S _humanos. 

Los tejidos, material de laboratorio y ¡;quipo utili:Zado en este trabajo de investigación fueron donados por 
el Dr. J ohn A. Resko, del depto~ de Fisiología de _la Universidad de Ciencias de la Salud de Oregon, en los 
Estados Unidos de América.· El entrenamiento en histología y manejo del tejido de testículo y epidídimo 
fue proporcionado.por··ei Dr. Rex·A.,Hess;·de'.la'escuela de Veterinaria en la Universidad de Illinois, en 
Urbana, Illinois. La sonda de 185 .bp ae la .ciclofilina fue donada por el Dr. Sergio Ojeda del centro de 
investigación en primates rio humanos-de Beavertoi:i. Oregon. 
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OBJETIVOS: 

1.- Validar y cuantificar la actividad de aromatasa en testículo y epidídimo de Monos Rhesus. 

2.- Determinar-la-distribución de la citocromo P450 aromatasa en testícÚlo y epidídimo de monos Rhesus. 

3.- Cuantificar fas concentraciones del mRNA que codifica para la· citocro_mo P450 aromatasa en testículo 
y epidídimo. · 

4.- Determinar la o las células que producen el mRNA para la cítocromo· P450 aromatasa en testículo y 
epidídímo. 

HIPOTESIS: 

1.- Los testículos y el epidídimo de los monos Rhesus tienen actividad de Aromatasa. 

2.- Los testículos y el epidídimo.de los monos Rhesus expresan el mRNA que codifica para la citocromo 
P450 aroma tasa. · · · ·· -

3.- Las concentraciones' del lnRNA de la citocromo P450 aromatasa son mayores en el testículo que en el 
epididimo. 

4.- El mRNA qÚe -~o~ifica·para la citocromo P450aromatasa se encuentra heterogéneamente distribuido 
en el testículo_ y el ·epi_dídimo~ · 
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DISENO EXPERL'1ENTAL Y l\IETODOLOGIA: 

l. Diseño del estudio: Experimental. transversal, comparativo. 

!l. Animales. Materiales y Métodos: 

a) Animales: 

Para los experimentos se utilizaron testículos y epidídimos de 10 monos Rhesus (macaca mulata) adultos, 
sanos. edad entre 5 y 10 años, peso promedio de 8.8 ± 2.2 kg., certificados por el grupo de Veterinarios 
del Centro de Primates donde se adquirieron (Tulane, Nueva Orleans o el centro de primates de 
Beavenon, Oregon). Los animales se mantuvieron enjaulas individuales, a temperatura constante de 25º 
C, con periodos controlados de luz-oscuridad de 12 horas cada uno (7:00 AM a 7:00 PM) (fig. 8ª). Se les 
administró una dieta especial para monos manufacturada por los Laboratorios Purina, recibieron 
complemento de fruta fresca y agua ad libitum. Estuvieron bajo la supervisión del grupo de Veterinarios 
del Depanamento de Cuidado de Animales de Laboratorio de la Universidad de Ciencias de la Salud del 
Estado de Oregon (OHSU). Todos los procedimientos que se realizaron durante el manejo de los animales 
fueron aprobados por el Comité Institucional para d cuidado de los animales de OHSU, de acuerdo a las 
normas establecidas por los Institutos Nacionales·.de Salud de los Estados Unidos . 

. . - . --;-. ·'":··. 

Los testículos y epidídimos. se Óbruvie;cii;':'~i.·~vés .cÍe orquiectomía, bajo anestesia general con 
hidrocloruro de Ketamina a .la dosis ·de':1o:m·g/Kg/l.V. Se realizó una incisión .en la línea media 
supraescrotal, se conó el músculo crem:i:ster .. y la túnica vagfnalis. Posterior a la orquiectomía los vasos se 
ligaron con la técnica de triple ligadura'. C:ll. ~asa;•· · 

b) Manejo de los Teiidos: 

Inmediatamente después de la orquiectomía, los testículos y epidídimos se colocaron en hielo y se 
separaron en cada una de las regiones anatómicas. El epidídimo a su vez se dividió en sus 3 componentes, 
caput. corpus y cauda (fig. 8b-h). Una vez separados se conaron en pedazos de aproximadamente 1.5 cm". 
El tejido que se utilizó para probar la actividad de aromatasa y la cuantificación del mRNA se congeló 
inmediatamente en hielo seco y posteriormente se colocó en viales y se guardó a -80° C hasta el momento 
de su utilización. El tejido que se utilizó para la Hibridación In Situ se procesó de 2 maneras diferentes. 1) 
Tejido fijado por inmersión: Se conaron pedazos de 2 cm" y se fijaron en paraformaldehido (PFD) al 4% 
por 4 horas, posteriormente se colocaron en viales conteniendo sacarosa al 20o/o en buffer de fosfato toda 
la noche (aproximadamente 18 horas) en un rotor con agitación constante y a temperatura constante de 4° 
C. Al día ·siguiente el tejido se conó nuevamente en porciones de aproximadamente 0.5 cm" y se 
incluyeron en cryomoldes, embebidos en O.C.T. (es un compuesto a base de polivinilalcohol y 
polietilenglicol). Posteriormente, el tejido se congeló en isopentano enfriado en hielo seco a -56º .C. Se 
envolvieron en papel aluminio debidamente etiquetado con el número del mono y el tejido, finalmente se 
guardó a -80º C hasta el día que se conó en el criostato. 2) Tejido congelado en fresco: Se conaron 
pedazos de 0.5 cm" sobre hielo, posteriormente se colocaron en los criomoldes con O.C.T., se etiquetaron 
y se congelaron a -80º C. 

TESIS CON 
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c) l'vletodologias : 

Cuantificación de Hormonas Esteroides: 

I 'fESJS CQ~l\T-­
~_}}§ __ ~~~::~ .... y 

Para comparar la concentración de. estrona (E 1). estrq.diol (E,). androstenediona (~). dihidrotestosterona 
(DHT) y testosterona (T) de la vena espermática. versus sangre periférica, se obtuvieron muestras de 
sangre el día de la orquiectomía. La muestra de sangre periférica se obtuvo a las 8 de la mañana. a través 
de un catéter cardíaco y la muestra de la vena espermática se obtuvo al momento de la castración (fig. 
Sb). El suero se separó centrifugando las muestras a 2500 rpm, por 10 minutos y se guardaron a -20° C 
hasta el día de su análisis. Las muestras se procesaron de la siguiente manera: Los esteroides se extrajeron 
de cada muestra agregando 7 mi de éter a cada muestra, mezclando por inversión durante 2 minutos, 
posteriormente se centrifugaron a 1 500 rprn a 4° C por S min. Los esteroides se separaron a través de una 
columna de sephadex L-20 y se eluyeron con una mezcla de 3 solventes. Hexano:benzeno:Acetato de 
Etilo 65 :20: 1 S. Con las fracciones recolectadas. se realizó Radioinmunoanálisis de cada esteroide. 
utilizando anticuerpos proporcionados por los Institutos Nacionales de Salud de los EUA. de acuerdo a 
los procedimientos y lineamientos proporcionados por dicho Instituto 

Ensayo Radiométrico con agua Tritiada para cuantificar la Actividad de la Aromatasa: 

Esta prueba está basada en la cuantificación del agua tritiada formada a partir de la androstenediona 
marcada con Tritio en la posición 1-13. (l-J3-3 H-A,). El tritio en la posición 1-13. es perdido 
estereoespecíficamente durante la aromatización, ya que se produce una molécula de agua por cada 
estrógeno formado. La estequiometria de la reacción puede validarse. comparando la cantidad de agua 
tritiada generada a partir de la androstenediona con la cantidad de 7-3 H-E1 y 7-3H-E2 producida a partir de 
la androstenediona (66). 

Para validar la prueba en estos tejidos. se realizó una comparación entre la cantidad de estrógeno formado 
por los microsomas del testículo con la prueba del agua tritiada vs la cantidad determinada por producto 
aislado de estradiol-17-13 (E2 ) y Estrona (E 1). Encontramos 99:1 ± 20 fmoles de estrógeno producido/mg 
de proteina/h con la prueba de producto aislado vs -108.0 ± -3.S fmoles de agua tritiada producida/mg de 
proteina.h (n=lO. los valores representan el X± EEM): No hubo diferencia significativa entre los valores 
obtenidos en ambas pruebas. p> O.OS. t de student ... ;o.··.::. - __ . · 

P·/~~. :-

Para determinar la concentración de substrato. la"temperatura y el tiempo de incubación. así como la 
cantidad de microsomas por cada región estudiada, -se realizaron curvas de saturación previamente a los 
ensayos. Se incubaron concentraciones crecientes de substrato en la presencia de un sistema generador de 
NADPH. Se obtuvo una concentración de 300 -nM para la androstenediona, 37° C de Temperatura. 
dilución de los microsomas l: 100 en los testículos y 1:200 en el epidídimo y el tiempo de incubación fue 
de 1 h. La constante de Michaelis Menten (Km) para los microsomas del testículo fue de 100.4 nM (fig.9). 

Para la prueba de la actividad de la aromatasa se utilizaron homogenados de testículo, caput. corpus y 
cauda del epidídimo. en una proporción 1: l O w/v, l 00 µg de tejido: l 000 µI de buffer de homogenización 
(Fosfato de Potasio 10 mM. KCI 100 mM. DTT l mM. EDTA lrnM). pH 7.4. La aromatasa es una 
enzima que se encuentra en los microsomas. por lo tanto se obtuvieron microsomas. centrifugando los 
homogenados a 1000 X g X 10 mina 4° C. El sobrenadante se centrifugó a 107, 000 X g X 10 mina 4° 
C. Para obtener los rnicrosomas. la pastilla se resuspendió con 100 µl de buffer de incubación (Glucosa-6-
Fosfato S mM. NADP+ lmM. Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa 2U/ml. KOH 2N) y se sonicó por 20 
segundos. Los microsomas se incubaron durante l hora. a 37° C con 300 nM de l-l3-3 H-Androstenediona 
preincubada durante 30 min. La reacción se detuvo. agregando ácido tricloroacético al 10% y 20 mg de 
carbón neutro/mi. Las muestras se centrifugaron a 1000 X g X 10 mina 4° C. El sobrenadante se separó a 
través de una columna empacada con resina de intercambio iónico grado analítico AG SOW-X4, 50-100 y 
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100-200 mesh. (Biorad). y se eluyó con 1 ml de agua desionizada (fig. 10). La elusión se recuperó en un 
vial de centelleo y se contó durante 10 min. en un contador de centelleo J3. Para mayores detalles del 
procedimiento ver descripción de la técnica en la Ref. (66). Cada muestra se corrió por duplicado, usando 
como control .. positivo. microsomas de placenta. Y. como control negativo, microsomas de músculo 
femoral. El coeficiente de. vanacióri hitraensayo fue de 1 ~9%. 

La actividad de aromatasa se calculó con la.siguiente fonnula: 
·. . . ;· .... ' ' ... -.- . . -

dpm de la mu~stra -dpm'del.blanco =~~;..corregida de la muestra 
3 H 20 recuperada - '' ' · · 

,·', . : _:"." _, ·, 

dom corregida de la muestra'= cidelprodU:cto '· 
2.22 x 1012 Cil dpm . . . .. 

Ci del producto = mrnol de producto 
22.5 Ci/mmol (Actividad Especifica) 

!!J!llQL = mol,• mor15 

1000 
frnol 

frnol = frnoVrng de proteina/h 
mg de proteína por ensayo 

Hibridación en solución e Hibridación in situ: 

Síntesis de la ribosonda: 

Para sintetizar el sentido y el antisentido de la citocrorno P450 aromatasa, se utilizó un cDNA específico 
para la citocromo P450arom clonado de placenta de mona rhesus, del tercer trimestre, generado por RT­
PCR. de los exones 11 al V. Esta sonda fue clonada previamente en el laboratorio del Dr. Resko. El 
templete de cDNA para el sentido se linearizó con 100 U de la enzima de restricción HIND ID /10 µg del 
cDNA circular. El templete de cDNA para el antisentido se linearizó cortando el cDNA con 60 U de la 
enzima de restricción xhol/10 µg del cDNA. circular. El día anterior a la hibridación in situ se 
sintetizaron las ribosondas utilizando 500 · µg del respectivo templete de cDNA linearizado. La 
transcripción del antisentido se realizó con RNA polirnerasa sp6 y el sentido se transcribió con RNA 
polirnerasa T7. Se utilizó como marca radiactiva UTP marcado con 33-p (actividad específica 
2000Ci/rnmol). 125 µCi para el sentido y 125 µCi para el antisentido, respectivamente. Las ribosondas 
generadas in vitro, se purificaron a través de una columna de sephadex G-50 (Nick Colurnn, Phannacia), 
se eluyeron con SET buff"er (SOS 1%, TRIS 10 mM, EDTA lmM, pH: 7.4 ). La concentración de cada 
ribosonda se calculó contando 1 µl de cada una en un contador de centelleo 13 y se guardaron a -80º· C. El 
dia de la hibridación se desnaturalizaron a 90° C por 10 minutos y se diluyeron con 75 µI de buffer de 
hibridación para obtener una concentración final de 1.5 X 106 dpm. (La concentración final de las 
ribosondas se obtuvo de una curva de saturación que realicé previamente) La Ribosonda para la 
Hibridación en solución se marcó con »·p a una concentración final de 500 000 cprn/10 µg de RNA 
total/30 µI de buffer de hibridación. 
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Hibridacion en Solución: L~:: •. J}F -·;,rj 
. 1 

Para la hibridación en solución, usamos el ensayo protegido con ribonucleasas (Ribonuclease Pro"fection 
Assay). Este ensayo utiliza una técnica altamente sensible desarrollada para detectar y medir la 
abundancia de un mRNA especifico a partir de RNA total extraído de algún tejido en particular. La 
prueba utiliza la transcripción in vitro del antisentido de una sonda de mRNA marcada con 32P que se 
hibrida en solución a su mRNA complementario. Posteriormente, las cadenas de RNA que no hibridaron 
son digeridas con ribonucleasa TI. 900U/350 µl de buffer de digestión, seguidos por remoción de las 
RNAsas con proteinasa K. Para obtener los complejos cRNA:mRNA se realiza una extracción con fenol y 
los fragmentos de cRNA se aislan a través de electroforesis. Esta prueba es quizá la más exacta para 
medir mRNA ya que se requiere una secuencia perfecta de nucleótidos entre el mRNA y la sonda para 
obtener una protección completa del híbrido formado, contra las ribonucleasas que se utilizan para 
remover todo el RNA que no hibridó con su complementario, para mayor detalles de la técnica ver Ref. 
(64). La sonda de RNA que utilizamos en estos ensayos, es una sonda de 456 bp clonada en el laboratorio 
del Dr. Resko a partir de placenta de mona Rhesus, ha sido utilizada en numerosos trabajos y reconoce de 
manera específica a la citocromo P450arom. Corno control intraensayo se utilizó una sonda de ciclofilina 
de 185 bp marcada con "·p, 500 cpm/1 O µg de RNA total. 

Procedimiento de la Hibridación I11 Situ: 

Hibridación In Silu: 
La hibridación es un proceso por el cual dos cadenas de ácidos nucleicos de una sola cadena, se unen a 
través de uniones de hidrógenos para formar pares de bases complementarias. La técnica de Hibridación 
/11 Situ tiene los mismos principios de Biología Molecular que los usados en las técnicas de hibridación en 
solución o el Northern blot, que implica el uso de una sonda de cRNA que se hibrida al mRNA específico 
localizado en el tejido o la célula de interés. Sin embargo la hibridación in silu, ofrece la ventaja de 
combinar los resultados de Biología Molecular con la Histología del tejido o la célula bajo estudio de tal 
manera que es posible obtener la localización precisa y exacta de la o las células que producen el RNA 
mensajero de interés. Para realizar la hibridación in situ de los tejidos, generamos una ribosonda de 456 
bp marcada con 33ºP. La metodología utilizada en este trabajo, es una mezcla de diferentes metodologías 
(67. 68). 

Preparación de las laminillas: Los tejidos se cortaron en un criostato enfriado a -20° C y se obtuvieron 
cortes de 10. 15 y 20 micras. Los cortes de tejido se montaron en laminillas cargadas positivamente para 
facilitar la adhesión de los tejidos. Las laminillas se fijaron por 20 minutos en PFD al 4%, posteriormente 
se secaron al vacío y se guardaron a -80º C hasta el día de la hibridación. 

El día de la hibridación, las laminillas que no habían sido fijadas previamente, se fijaron en PFD al 4% 
por 20 minutos. Posteriormente se trataron con 1.0 µg/ml de proteinasa K, se acetilaron y posteriormente 
se prehibridaron en buffer de hibridación por 1 hora a 56º C. El buffer de hibridación contiene 65% de 
formamida, 50% de Sulfato de dextran, 100 mM de EDTA, 100 µM de DTT, 125 µg/ml de RNAt de 
levadura. 

Las ribosondas sintetizadas el día anterior y marcadas con JJ-p, se desnaturalizaron a 90º C por 10 minutos 
y posteriormente se diluyeron con buffer de hibridación a una concentración final de 1.5 X 106 dprn/75µ1. 
Cada una de las laminillas se hibridaron con 1.5 X 106 dprn de la respectiva ribosonda (sentido o 
antisentido) durante 18 horas a 56º C. Al día siguiente de la hibridación las laminillas se lavaron con 
buffer de astringencia (cloruro de sodio, citrato de sodio) a 60º C. Las cadenas de RNA que no hibridaron 
se digirierón con Ribonucleasa A. Para remover lo que se hubiese unido inespecíficamente, las laminillas 
fueron sometidas a lavados astringentes con una solución de cloruro de sodio + citrato de sodio. 
Finalmente, los tejidos se deshidrataron utilizando diferentes concentraciones de etanol (50 a 100%). 
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Para obtener la autoradiografia de la reacción, las laminillas se expusieron por 10 días a una película para 
autoradiografia de alta resolución (hiperfilm 13-max). 

Una vez obtenida' Ja _autoradiografia, las laminillas se cubrieron con una emulsión de granos de plata 
(NTB-3 emulsión'de. kodak)y se expusieron por 4 semanas. Este paso es muy importante, ya que los 
granos ·de plata revelan· el sitio donde se encuentra la sonda ya hibridada. Una vez que se terminó el 
tiempo de exposición, .se .revelaron las laminillas con solución reveladora de Kodak. se tiñeron con 
hematoxilina Y. ·eosina y se deshidrataron con diferentes concentraciones de etanol. Finalmente se 
cubrieron ·con uri portaobjetos utilizando medio de montaje y se observaron al microscopio de luz y de 
campo oscuro para evaluar la reacción de hibridación. Como control positivo se hibridaron, cortes de 
placenta de mona rhesus de 130 días de gestación con la ribosonda antisentido de la citocromo marcado 
con 33ºP-UTP. Corno controles negativos se hibridaron cortes de testículo, epidídimo y placenta con el 
sentido de la ribosonda, marcado con 33ºP-UTP y/o buffer de hibridación con marca radiactiva, sin la 
ribosonda. La concentración de las ribosondas, la temperatura, el tiempo de hibridación. la temperatura 
para los lavados de astringencia y el tiempo de exposición de la autoradiografia a los granos de plata. se 
estandarizaron previamente. 

IIL Análisis Estadístico: La actividad de arornatasa y la concentración de rnRNA en testículo, caput. 
corpus y cauda fue analizada a través de. Analisis de la Varianza entre grupos seguido por la prueba de 
rangos múltiples de Newrnan Keull. Las diferencias ··en la concentración de la aromatasa vs la forma 
truncada de la enzima (transcriptos de 300 y 456'nt);:así como las concentraciones de esteroides en vena 
espermática y vena periférica se analizaron utilizando t de student. Se realizó previamente, prueba de 
homogeneidad de las varianzas. Si las. varianzas eran diferentes, los datos se transformaron 
logarítmicamente. Para el análisis de los datos se utilizó el programa para análisis estadístico, GB 
STA T(Dynamic Microsisterns Inc., Sil ver Spring, MD). 
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RESULTADOS: 

Radioinmunoanálisis de Hormonas Esteroides (RIA): 

Las concentraciones de esteroides sexuales, determinados por RIA, estrona (46 ± 11 pg/ml vs. 11 + 3 
pg/ml). estradiol (66 ± 20 pg/ml vs. 12 ± 2 pg/ml), androstenediona (1.66 ± 0.64 ng/ml vs. 0.46 ± 0.09 
ng/ml ). y testosterona (22.68 ±._7.03 ng/ml vs. 8.54 ± 1.25 ng/ml), fueron significativamente mayores en 
vena espermática, comparadas con los valores obtenidos en sangre periférica y son mostrados en el 
cuadro l y en la Fig. l l. 

Ensayo Radiométrico del 3 H 2 0 para medir la Actividad de Aromatasa: 

El cuadro 2 y la Fig. 12 muestran los resultados obtenidos en este ensayo. No se encontraron diferencias 
entre la AA en testículo vs. el caput del epidídimo (259 ± 17 vs. 214 ± 31). Se encontró una diferencia 
significativa entre los valores encontrados en testículo y caput vs. los encontrados en corpus (83 ± 5) y 
cauda (44 ± 4) p<0.001, ANOVA. seguido por Newman Keull. Para nuestra sorpresa, el músculo femoral 
(37.4 ± 5.5) también presenta AA en una concentración semejante a la encontrada en la cauda del 
<0pididimo. Como era de esperarse la actividad de aromatasa en placenta fue muy alta (22 285 ± 405). Los 
valores son el promedio y el error estándar de la media, con una n=lO, (fig. 12). 

Hibridación en solución (ensayo protegido con ribonucleasas):, 

Los resultados del ensayo protegido con ribonucleasas (RPA) son mostrados en el cuadro 3 y en la Fig. 
13A y 138. La sonda de 456 bp clonada de, los,exones 11 al V del gen de la citocromo P450aromatasa, 
protegió 2 transcriptos en testículo. Uno que püede' corresponder al transcripto completo de la aroma tasa y 
otro más pequeño que 'de acuerdo a reportes previos de otros autores (38, 65) podría corresponder a una 
forma truncada de la aromatasa. Con base',en estos antecedentes, utilizamos una sonda de 254 bp, clonada 
de los exones II·y'Ill;'por.,el>gnipo,dél'Dr.''Charles Roselli, en OHSU. Esta sonda fue clonada para 
detectar únicamente al transéripto'cornpletó dé,la aromatasa. Los resultados pueden observarse en la Fig. 
13 B y demuestran la p'resencia , de· la forma cÓmpleta de la aromatasa en testículo, corpus y cauda del 
epididimo. , 

Hibridación In Silu: 

Los resultados de la hibridación in situ en testículo, claramente demuestran la presencia del mRNA de la 
citocromo P450arom en el espacio intersticial, específicamente en las células de Leydig, donde la señal es 
fuertemente positiva. También encontramos una señal menos intensa (comparada con las células 
intersticiales) en el área basal que rodea a los túbulos seminíferos. específicamente en las 
esperrnatogonias y estadios tempranos de la espermatogénesis. En algunos túbulos pudimos detectar la 
señal en espermatocitos en estadio de paquiteno. También pudimos encontrar una señal de hibridación 
más débil en algunas células que por su situación dentro del túbulo y por su morfología corresponden a 
las células de Sertoli (Fig. 14). Sin embargo, durante el desarrollo de la técnica de la hibridación in situ, el 
tejido es sometido a temperaturas muy altas, así como a astringencias muy altas y bajas, lo cual hace 
dificil en algunos casos obtener una excelente resolución de las células. Como era de esperarse, se obtuvo 
una fuerte señal de hibridación en los cortes de placenta hibridados con la sonda antisentido marcada con 
''"P (Fig. 15 Al, A2), en contraste con la ausencia de hibridación en los cortes de placenta hibridados con 
la sonda sentido marcada con 33"P (Fig. 15 A3, A4). No encontramos ninguna señal de hibridación cuando 
incubamos cortes de testículo con la ribosonda sentido marcada con 33·p (Fig. 15 B 1-4) o con el buffer de 
hibridación sin marca radiactiva (Fig. 15 Cl-4). 
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La Fig. 16 muestra eones subsecuentes de testículo hibridados con la sonda antisentido (A, campo claro, 
B. campo oscuro, C, campo claro lOOX o sentido (O, campo claro, E, campo oscuro, F, campo claro 
1 OOX) marcadas con 33-p_ La· señal de hibridación puede observarse en las células de Leydig, en las 
células germinales rodeando.al túbulo, en las células de Senoli, así como también en espermatocitos en 
paquiteno. -- . . . .. . ~-····-.- .. - -ce--.--~,-·· _-.-- e-. -· . 

_:., 

Con respecto al ~pid.idi~~,~~O~_:,~~s~i~~~óS· .. ~~te:i:ii~<?.~·~eron muy dificiles de interpretar ya que el músculo 
liso que rodea al rubulo presentá'uria alta áut.oflorescencia. Sin embargo pareciera ser que en el caput, Ja 
señal se encuentra principalmenté en· 1ás células basales y en las células del músculo liso que rodean al 
túbulo (Fig. 17_C, o;;E):·.Eri:corpusy caúdá hí-señálpáreciera estar en la cabeza de Jos espermatozoides 
(Fig. 17 G-L). ., -, .. ..· - - .. 
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DISCUSIÓN: 

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación, claramente demuestran que los testículos de los 
monos rhesus son el principal sitio de síntesis de estrógenos. Esta afirmación es apoyada en la evidencia 
de que las concentraciones de' estrena y estradio! fueron significativamente mayores en la vena 
espermática comparada contra las concentraciones encontradas en sangre periférica. 

Nuestros resultados también demuestran que los testículos y el epidídimo de los monos Rhesus 
metabolizan andrógenos a 'estrógenos ya que ambos presentan actividad de la aromatasa (AA), la cual 
disminuye paulatinamente del caput a la cauda del epidídirno. Estos hallazgos sugieren la presencia de 
una enzima activa en estos tejidos, cuya síntesis y/o actividad podrían estar reguladas de manera tejido­
especifica. 

Nitta y cols. reportaron en ratones, la presencia de AA en células germinales, espermátides redondas y 
elongadas y en el flagelo de espermátides tardías (63). Este mismo grupo de investigación. trabajando con 
ratas. reportó la presencia de AA en espermatocitos en paquiteno, en espermátides redondas, y en una 
mezcla de espermátides redondas y elongadas. Así mismo encontraron que la AA estuvo presente en 
espermatozoides recuperados del epidídimo y que esta actividad disminuía del caput a la cauda (62). 
Levallet y cols. de igual manera, demostraron la presencia de una proteína de 55 kDa en túbulos 
seminíferos de ratas maduras y en preparaciones de células germinales, así corno AA en células 
germinales, espermatocitos en paquiteno y en espermatozoides maduros (69). Este gnipo también 
encontró que de acuerdo al estadio de maduración de las células germinales había una relación inversa 
entre la cantidad de mRNA y la actividad biológica de la enzima. , 

El papel fisiológico de los estrógenos sintetizados en el epidídimo no se conoce,' por ,'completo, 
especialmente en primates no humanos. Sin embargo, en monos Rhesus, se han encontrado receptores 
para estrógenos (RE) en concentraciones altas en las células no ciliadas. absortivas, de los conductos 
eferentes (c. e.) y están presentes también en el epidídirno en concentraciones más bajas (58). La 
presencia de RE en estos tejidos podria significar que los estrógenos sirven para alguna función específica 
en los testículos y en el epidídimo de primates no humanos corno sucede en otras especies animales. 

Saunders y cols. reportaron en humanos y en monos, la presencia de 13-RE en células de Leydig, células 
mioides peritubulares y células germinales del testículo incluyendo, espermatogonias, espermatocitos en 
paquiteno y células de Sertoli. También estuvieron presentes en el núcleo de las células epiteliales y del 
estroma en los conductos eferentes, epidídimo, vas deferens y vesículas seminales. Con respecto a los 
a-RE. se encontraron en las células no ciliadas de los conductos eferentes y escasamente en las células 
epiteliales, las basales y del estroma del epidídimo(70). Algo muy notable en ese trabajo fue que 
encontraron pérdida de la expresión del a-RE en la transición del epitelio de los c. e. a la cabeza del 
epidídimo lo cual contrastó con la persistencia de los 13-RE. De igual manera, Mlikinen y cols. reportaron 
la presencia de f3-RE en el núcleo de las espermatogonias, espermatocitos y espennátides tempranas lo 
cual sugiere que Jos estrógenos a través de sus receptores, pueden estar involucrados en la maduración de 
los espermatozoides (71). 

Los estrógenos aparentemente regulan la reabsorción de fluidos en el lumen de la cabeza del epidídírno, 
de acuerdo a los trabajos realizados por Hess y cols. los ratones sin RE no pueden reabsorber los fluidos 
del lumen de la cabeza del epidídirno, ya que presentan presión negativa asociada con dilatación del 
lumen del epidídírno y de la rete testis, además de atrofia testicular y trastornos de la espennatogénesis 
(72). 
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Los estrógenos aparentemente modulan la expresión de algunas proteínas que participan directamente en 
Ja reabsorción de fluidos, y en Ja concentración de sales y iones. Tal sería el caso de la aquaporina-1, cuya 
expresión en los conductos eferentes es modulada por estrógenos. Fisher y cols. reportaron que la 
administración de dietiletilbestrol (DES) en Ja etapa neonatal a ratas y monos marmoset, no solamente 
disminuye la síntesis de aquaporina-1. sino que también disminuye la reabsorción de fluidos en el 
epidídimo y la rete testis (73). Las células principales y las células apicales, que son las responsables de la 
reabsorción de líquidos, iones, proteínas y gota citoplásmica en el epidídimo, tienen receptores para 
estrógenos (74). 

Otro estudio demostró que Jos estrógenos a través del a-RE son los responsables de Ja expres1on del 
lntercambiador Na/H3 (NHE3), en los conductos eferentes y por lo tanto influye en la reabsorción y 
transporte pasivo de agua. Otro hallazgo importante en este mismo trabajo es el hecho de que los 
estrógenos aparentemente son necesarios para mantener la arquitectura celular en estas células epiteliales 
(75) 

Oliveira y cols. utilizando el antiestrógeno ICI 182780 en ratas adultas, durante 100 y 150 días. 
encontraron dilatación del lumen de Jos túbulos seminfferos, de Ja rete testis y de los conductos eferentes, 
además de atrofia testicular e.hipoespermatogénesis severa con predominio de células de Sertoli. Este 
compuesto inhibe tanto al a-RE como al 13-RE. Estos resultados proporcionan claras evidencias:del papel 
de los estrógenos en el tracto reproductor de Jos machos (76). · 

Los estrógenos en el epididimo podrían participar en Ja maduración de los espermatozoides, 
específicamente en Ja adquisición de motilidad y la capacidad para fecundar un óvulo. Los 
espermatozoides que llegan al epididimo son, inmóviles y no tienen Ja capacidad para fertilizar al óvulo. 
Estas 3 características las adquieren en su paso por el epididimo. Hinrichsen y Blaquier demostraron en 
humanos. que únicamente Jos espermatozoides recuperados de Ja región de la cauda son capaces de 
penetrar ovocitos de Hamster (77). Cununings, demostró en ratas, que los espermatozoides recuperados 
de la cauda son tertiles, presentan reacción acrosomal y motilidad, en contraste con los espermatozoides 
recuperados del caput Jos cuales eran infértiles, no presentaron reacción acrosomal y Ja movilidad casi 
nula (78).Ya desde el siglo XIX, Hanunar y Walker demostraron que los espermatozoides de la parte más 
distal del epididimo (cauda) son más móviles comparados con los obtenidos de Ja región del caput. Young 
más tarde en 1929 y 1930 demostró que no únicamente aumentan su motilidad sino también su fertilidad. 
El reporte reciente de un ER en Ja cola de los espermatozoides en humanos, de alguna manera sugiere que 
los estrógenos. específicamente el l 7-f3-estradiol, pudieran participar directa o indirectamente en la 
motilidad de los espermatozoides (79). 

Nuestros resultados de Ja hibridación in situ (ISH) demostraron como era de esperarse, una señal de 
hibridación muy intensa en las células de Leydig y una señal de hibridación menos intensa en las células 
germinales, espermatocitos en paquiteno y en células de Sertoli. Estos hallazgos sugieren q~e los 
estrógenos aparentemente participan de manera activa en diferentes etapas de la espermatogénesis. 

Por ejemplo, en ratones en los cuales se les anula experimentalmente el a-RE (cxERKO mouse), o ambos, 
cxJ3-ERKO, presentan dilatación de los túbulos seminíferos, trastornos de la espermatogénesis, 
astenozoospermia y son incapaces de fertilizar óvulos in vitro (61, 80, 81). De igual manera los ratones 
modificados genéticamente y en Jos cuáles se anula el gen que codifica para la citocromo P450arom 
(ARKO mouse), desarrollan infertilidad de manera progresiva con la edad. A pesar de que las 
concentraciones de gonadotropinas y testosterona son normales o ligeramente elevadas, presentan 
detención de Ja espermatogénesis en Ja etapa de espermiogénesis temprana (espermátides redondas y 
alargadas) sin cambios en las células germinales ni las de Sertoli. Al año de edad, estos ratones presentan 
disminución severa del número y de Ja movilidad de los espermatozoides maduros 
(oligoastenozoospermia), especialmente en Ja cauda del epididimo. Algunos presentan ausencia de 
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espermatozoides (azoospermia). También presentan disminución muy importante o ausencia de cópula 
(82, 83). 

De igual manera,. el. tratamiento de monos bonnet con el inhibidor de la aroma tasa CGP 47645 por un 
periodo de 150 .. días provocó aumento de la Testosterona basal y nocturna, además de 
oligoastenozoospermia severa con detención de la espermatogénesis en etapa de espermiogénesis (84) 

En humanos, se han reportado mutaciones de los genes que codifican para los RE y también para el de la 
aromatasa (85-87). Quizá las evidencias clínicas más contundentes para esta aseveración son los reportes 
de Moríshima (86), quien reportó a un varón con ausencia genética de la aromatasa que es estéril y Srnith 
y cols. quienes reportaron un varón estéril con una mutación en el gen del ER en el codon 157, que resultó 
en una proteína truncada con la consecuente insensibilidad a los estrógenos (85). A pesar de que la 
concentración de espermatozoides es normal en este paciente (25 millones/mi), la vitalidad es solamente 
del 18% y no reportaron la movilidad, la cual seguramente se encuentra alterada. 

La deficiencia de la aromatasa en un segundo paciente. se acompañó de niveles sanguíneos bajos de 
estrógenos, oligozoospermia severa (1 millón/mi e inmóvil) y detención de la espermatogénesis a nivel de 
espermatocito primario, a pesar de que las concentraciones hormonales estaban en limites superiores 
normales (87). Estos 3 varones reportados hasta hoy, no solamente cursan con esterilidad sino además con 
todas las secuelas clínicas de la.ausencia de estrógenos como son, la presencia de osteoporosis, ausencia 
de cierre de las epífisis, hiperlipidemias y alteración de la tolerancia a la glucosa. Estos datos sugieren que 
la acción de los estrógenos es necesaria· para el desarrollo norrnal de la esperrnatogénesis en humanos. 

Nuestros resultados también demuestran que los testículos y el epidídimo de los monos rhesus sintetizan 
el rnRNA que codifica para la aromatasa. Nuestra sonda de 456 bp protegió 2 transcriptos en ambos 
tejidos. Creemos que el transcripto protegido en 456 nt es el completo y el activo porque en el cerebro 
correlaciona también con la actividad de la aromatasa. El transcripto protegido más pequeño, de 
aproximadamente 300 nt. es más abundante que el de 456 nt, en testículo y epidídimo, y también se 
encuentra en el cerebro. Este transcripto, encontrado en la corteza cerebral, aparentemente no correlaciona 
con la actividad de aromatasa (65). 

Se ha postulado que la expresión de la aromatasa en los diferentes tejidos, en humanos y otras especies 
animales, es regulada por el uso de múltiples promotores alternativos y exones 1 no traducidos (29, 88). 
Resko y cols. describieron la presencia de una forma más pequeña de aromatasa presente en la corteza 
cerebral de los monos Rhesus y la discordancia con la actividad de la enzima en este tejido (65). En 
contraste con estos resultados, Yamada-Mouri y cols., reportaron la presencia de AA en este mismo 
tejido(38). 

Kato y cols, retomando los hallazgos anteriores, encontraron una forma truncada de la aromatasa a la cual 
llamaron aromatasa tipo cerebral. Esta forma truncada de la aromatasa, la cual no tiene los exones 1-ill. y 
por consiguiente, presenta pérdida de la zona de anclaje a la membrana del retículo endoplásmico, es 
expresada en cerebro, testículos y ovarios, es transcrita por el promotor l f y algo muy importante es el 
hecho de que conserva los exones IX y X, que es donde se encuentra la región de unión del grupo heme y 
por lo tanto la actividad catalítica de la enzima (89). 

Kao y cols, (90) expresaron esta forma truncada de la aromatasa en células CHO y la incubaron con 
NADPH, citocromo P450 reductasa y dilauroyl L--fosfatidilcolina, y encontraron que bajo estas 
condiciones in vitro, la forma truncada de la enzima es catalíticamente activa. Otro de los avances 
importantes en este trabajo es el hecho de que se necesitaron concentraciones 20 veces mayores del 
anticuerpo para inhibir la AA comparada con la aromatasa típica. Se ha postulado que esta forma truncada 
de la aromatasa pudiera no estar asociada al retículo endoplásrnico y por lo tanto quizá estará 
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desconectada de su contraparte Redox. citocrorno P450 NADPH-reductasa, una asociación necesaria para 
que ocurra la aromatización. Sin embargo a la fecha se desconocen las condiciones en que opera in vivo 
esta forma truncada de la enzima. 

En los aiC:ances de esie-trabajo;cno-sabernos cuál es la relación entre la forma truncada de la arornatasa y 
su contraparte la citocromo :- P450 reductasa, en testículo y muy especialmente en el epidídirno. Si 
estuvieran acopladas, podría ser activa. Quizá las concentraciones de los 2 transcríptos y su proteína en el 
testículo y en el epidídirno no-:son estáticos sino están constantemente cambiando. Si esto fuera así, la 
habilidad de acoplamiento entre las dos partes del complejo enzimático. podría ser parte de un mecanismo 
regulatorio para limitar la producción local de estrógenos. Esta hipótesis es compatible con la idea de que 
pequeñas cantidades de estrógenos son requeridas en los diferentes estadios de la espermatogénesis pero 
la sobre expresión de la arornatasa conlleva a patología (91). 

Entre los mecanismos de control del gen en los eucaríotes se encuentran 1) Control de la frecuencia de la 
transcripción de un gen determinado 2) Controlando corno el transcripto primario es cortado, empalmado 
y procesado y 3) activando. inactivando o compartarnentalizando selectivamente, moléculas de una 
proteína específica después de que han sido elaboradas (92). 

Por otra parte, Kitawaki y cols. quienes trabajaron con placenta humana. demostraron que la actividad 
catalítica de la aromatasa no necesariame_nte ·correlaciona i::on_d_nivel de proteína de la P450arorn. ya que 
la catálisis puede ser afectada por diversos factores ·endógerícis;•ta!es Corno la concentración de NADPH­
citocromo P450 reductasa, fosfolípidos y otros 'citocrornos/la tasa de incorporación del '.grupo HEME, o 
activación posterior de la P450arom a nivel coíifonnacforiá((93)::' - - ·· · -

El hecho de que el RNAm de la aro~at~s:in6 J~ij:~i~füciii~con i~ actiVidád de la enzirría:-en el epidídirno, 
podría indicar que la actividad de la aroma tasa·· no·' está. estÍictarnente regulada a nivel de la expresión del 
RNA y que otros mecanismos para ·esta· regulación deben ser considerados. Otra explicación sería que 
factores presentes en el epidídirnó pudieran_ modificar la actividad de la enzima. 

• • • ,'; < 

Con base en todo· lo anteriormente_ descrito,· podríamos postular que los estrógenos producidos por el 
testículo -y el epi dídimo~ participan en alguna función biológica. En testículo podrían regular algún o 
algunos estadios de Ia·espermatogénesis·y ejercer una regulación paracrina sobre las células de Leydig 
para modular la síntesis de testosterona. El hallazgo de un receptor de estrógenos en las células de Leydig 
apoyaría esta última hipótesis (74, 94, 95). En epididirno, los estrógenos podrían participar, de manera 
directa o indirecta, en la maduración y la capacitación de los espermatozoides, (modulando la expresión 
de proteínas. o activando factores locales), así como también en la regulación de iones y fluidos que 
determinan en parte, la concentración y movilidad de los espermatozoides. 
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Cuadro 1. Concentración de esteroides en la vena espermática y sangre perif"érica 

Esteroide 
promedio ± EEM 

Testosterona-• 

Androstenediona 

Estradiol •• 

Estrona •• 

Vena Espermática 
promedio± EEM 

22.68 ±_7.03 ng/ml 

1.66 ± 0.64 ng/ml 

66 ± 20 pg1rit1 

4~ ± 1 1 pgj~J : 

Vena Perif"érica 

8.54 ± 1.25 ng/ml 

OA6 ± 0.09 ng/ml 

. 12 ±:2pg/MI 

11±3 pg/ml 

• p< 0.0ÓO 1. t de student. entr(;' las ~oilc'e'ritracl6rt.;s en -vena espermática y Perif"érica 
•• p< 0.001. t de studen.t. entre las.·collcentrai:iónes en vena ·espermática y Perif"érica 

~~:~: :~ :~~ }~:-~ ·:·:: 
::~. 

Cuadro 2. Actividad de Ai6ma'iri.~á' éil TestíCuJCi y EpidídÍtiió . 

Tejido 
promedio ± EEM 

Testículo• 

Caput • 

Corpus 

Cauda•• 

Placenta 

1\túsculo femoral 

. ; .. ,. 

83±5 

44±4 

22 285 ±405 

37.4 :t:S.s 

• NS Entre Testículo vs. caput (epid_ídimo) __ _ 
• • p< 0.001 entre testículo vs. corpus y cauda, entre caput vs. corpus y cauda. ANOV A, NeWlYlan ~eull. 
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Cuadro 3. Resultados del Ensayo Protegido con Ribonucleasas en Testículo y Epidídimo de monos 
Rhesus. 

Tejido 

Testículo 
300 

Caput 
300 

Corpus 
300 

Cauda 
300 

transcriptos protegidos 

455 
51.0 :±: 5.8 

455 
4.4 :±: 0.3** 

'·455 
13;2 :±: 0:3•• 

f"g P450 arom/µg TRNA 

40.1 :±: 1.9* 

ND 

ND 

ND 

ND =no detectable. .. . . ... . . ·.,. ,. ,_. _ ... ;,-c. . . _· ... _.·· . -., . 
* p< 0.01; t.de student;entre el transc~ipto complet9 y la forma truncada.de la enzima 
** p< 0.01, ANOVA; Newrnan Keull,·entrela c_oncentración de la forma.trllncada en el caput, comparado 
vs. corpus y cauda. · · · ' ·' · · · ., 

r 1 
' 
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EJ• Hlpotálarno-Hlpóftsls-Testlc:ulo 

c--•Pl_,J_ d- .... .-.10., 

Fig. 1. Regulación endocrina. paracrina y autocrina de la espcnnatogéncsis por las hormonas 
hipotalámicas.Hipofisiarias y testiculares. ----- -
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Fig. 2. Epitelio seminífero. El compartimiento basal constituido por la membrana basal (MB), las 
células de Sertoli (CS), cspermatogonias A pálidas (Ap), espermatogonias B (B), espermatocitos en 
paquiteno (P). Compartimiento adluminal constituido por estadios más avanzados de la espermato­
génesis. Espermátide temprana (ES), espermátide tardía (LS). 

Es e..-mato énesis en el humano 

Espermatogonia Espermatocito 
---------1 ario. 

leptoteno 

Zigoteno 

Fig. 3. Muestra la secuencia en Ja diferenciación de las células del epitelio seminífero durante Ja 
esperrnatogénesis en el humano. 
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A 
Uretero 

vas 

glándula 
bul bouretra.J 

cuerpo 
caverno'Sio 

epidíclin,o 

B 

conducto 

f"osa. na.vlcularis 

deferente _____ _ 

c:uerp o del ___ 4@¡:;:,.----1 
epididirno 

cauda del 
6 p j dÍ clÍnnCL_._ ___ -'!'oÍ°"7-"::""----

··--glande del 
pene 

elf8rentes 

ulbo 

:Túnica vaglnalis 

Fig. 4A. Muestra la relación anatómica del epidídimo con los testículos y el tracto reproductor masculino. 
Fig. 4B. Muestra el epidídimo y sus divisiones anatómicas. Los e.e. desembocan en el caput y la cauda se 
continúa para formar el conducto deferente 41 
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.J 

Cortes de Epidídimo 

Fi!.!. 5. A). Cond. Eforentes. B) Transición C. E. - Caput. C, O, E,). Caput. F). Transición Caput-Corpus, 
G, H, 1,). Corpus, J). Transición Corpus-Cauda, las células principales adquieren forma cuboidea 

K). Cauda, L). Conducto deferente. En la luz del túbulo pueden observarse espermatozoides. 
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Colesterol ~ 

., Androstenecliol 

' Oehidroepiandrostero2~ • 

P<egnoncl•= _.d?~rod~~-CX56 
1 J, Androstenew.¡na ¡, "Dilridrotestosterona • 

• ~ª" ~· • Testost~en:>na e Sa-r<>ductas&~ 
Progesterona .___... .--..- ~ ~CD 

1 1 ~ " 
Arornatasa Aro?!tatasa 

Est~:~ 

Fig. 6. Esquema de la biosíntesis de esteroides. La vía predominante en testículo es Ja vía .ó.5 • 

P.:U 

·-· Lr •-::a 1-• •.a n: ... IV v v• vn vm ~ X: 
ú..C:ii"-.. ---,-··-¡.ac~---·----·-¡v;--·-1r;.¡;--·-- -~---·--1.¡g.----·:--.;¡a------u:;,----·n:;.--.-¡s·--¡¡~---m·---jiíii.1¡---~ 

Fig. 7. Representación esquemática del gen CYP19 humano. La región codificantc comprende los exones 
11 al X, las barras abiertas representan los exones I no traducidos con sus respectivos promotores, y el ta­
maño de cada exón. // = tamaño desconocido, A TG =sitio de inicio de la transcripción, HBR = región de 
unión del grupo heme. En el exón 10 puede apreciarse el sitio de poliadenilación. 
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e 

E 

G 

Fig. 8. A). Mono Rhesus. B) Vena Espermática. C). Testículo y epidídimo. D). Conducto Deferente. 
E). Cauda del cpidídimo. F, G y H). Epidídimo. 
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Fig. 9. Muestra Ja curva de saturación en microson1as de testículo de monos Rhesus. Dilución 1 :100, 
Km = 1 00.4 nM, Usando Androstenediona marcada con Tritio como Substrato. 
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Fig. JO. Columna empacada con resina de intercambio iónico 
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·-a 
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~--- :tV-

>-=-

-- Vena espermática 
Vena Periférica 

Esteroides Se:-..-uales 

Fig. 11. Concentración de esteroidcs en Vena Espern1ática y Vena Periférica. P<0.001 t de student. 

400 Actividad de la Aromatasa 
:e 350 

.5 300 

i 250 

-~:° 20• 

~ ...... "tSD --o 100 
.§ 

5• b 

• Testículo Caput Corpus Cauda 

Tejidcs 

Fig. 12. Actividad de la aromatasa en Testículo y Epidídimo. La AA en el Testículo y Caput del 
epidídin10. fue significativamente mayor comparada contra el cuerpo y la cauda del epidídimo. 
P<0.001. ANOV A, seguido de Newman Keull 
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C:::i"tc:>crc:>mo P450 Clrc:>mCl"tCJsa en "tes"tic::ulo 
y Epic:Hc:::limo de IVlc:>nc:>s Rhesus 
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Fig. l 3A. Resultados de la hibridación en solución, en testículo y cpidídimo, utilizando la ribosonda de 456bp 
En testículo protegió 2 mRNA. En epidídimo puede observarse la forrna truncada de la enzima. 

(nt-) ~ ~ 
340- ... 

2.E·4- ::::; 

185---
=-·.· 

l~E:J-

2.:::::14-

158-

--
-~-~-

C"'"':""l.-::11 ,.-,.--, 

~. ~ -----~·----
Fig. 138. Resultados de la hibridación en solución, en testículo y epidídimo, utilizando la ribosonda de 254bp, 
clonada de los exones 11y111. Puede observarse el transcripto completo de la aromatasa en testículo, corpus y 
cauda del epidídimo. 
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CONTROLES TESIS CON 
-· °C .. Cortes de testf.;~,y;¡ 

Fig. 15 A. Cortes de placenta hibridados con la sonda antisentido (A 1 y 2) y con la sonda sentido (A3 y 4. 
B. Cortes de testículo hibridados con la sonda sentido 111arcada con -''"P. C. Cortes de testículo hibridados 

con buffer de hibridación marcado con -'-'·P sin ribosonda. 49 

.-----·--



40X 

CONTROLES 
Anti sentido Sentido 

Fig. 16.Cortes de testículo hibridados con la ribsonda Antisentido y Sentido marcados con 
-'-'P. A y O campo claro. By E campo obscuro. C y F can1po claro 1 OOX. Puede observarse 
la señal de hibridación muy aparente en las células de Leydig y las células germinales. 
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Cortes de Epidídin10 Hibridados con la Ribosonda antisentido marcada con 33-p 

Fig. 1 7. iVlucstra resultados de la hibridación In Situ en caput. corpus y cauda del epidídimo. 
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Cytochrome P450 Aromatase in Testis 
and Epididymis of Male Rhesus Monkeys 

Ada Celia Percyra-Martinez, Charles E. Roselli, Henry L. Stadelman, and Jc:l.~!!.J\.·c.~~.~ckC), 
L>epartnlC'llf <~!" Physio/ogy and Pharnuu:olugy. Schoo/ of "'leclicine. Oregon Healtlz Science UniVe'rs:itY. Po",-11;,n~~ OR 

To understand the role of estrogen in testicular and 
epididymal function of rhesus monkeys, we measured 
steroids in the spermatic and peripheral venus circu­
lation and aromatase activity and its mRNA in testis and 
epididymis. Testosterone, estradiol-17J3, and estrone, 
but not androstenedione, were elevated in the sperma­
tic vein serum compared to the peripheral circulation. 
Aromatase activity in testis and in caput epididymis 
(259 ± 16 [SEMI vs 274 ± 47 fmol of 3 H 20/mg of pro­
tein/h [n = 1 O], respectively) was significantly higher 
(p < 0.01) than in corpus and cauda (124 ± 28 and 113 
± 33 fmol of 3 H 20/mg of protein/h [n = 1 O], respec­
tively). In the ribonuclease protection assay, two 
P450amm mRNA transcripts were identified in test is and 
epididymis. One corresponded with the aromatase 
full-length transcript and the other was a truncated 
isoform. The latter was significantly more abundant 
than the former (p < 0.01 ). Our results demonstrate that 
the monkey testis and, to a lesser extent, the epididy­
mis can aromatize androgens. However, in lhe epi­
didymis, like in sorne arcas of the brain, there was a 
discrepancy between the aromatase activity and the 
mRNA. The fact that P450ª'°"' mRNA and aromatase 
activity do not correlate in the epididymis may indi­
cate that aroma tase activity is not strictly regulated at 
the level of RNA expression and that other mecha­
nisms for this regulation should be considered. 

Key Words: Messenger RNA; aromatase; rhesus mon­
key; testis; epididymis. 

lntroduction 

Estrogcns are synthcsizcd in tissucs ofmany vcrtcbratcs 
including mammals. birds, reptiles. arnphibians and fish 
(/). Thc synthcsis of cstrogcn frorn androgcn is catalizcd 
by an cnzyrnc cornplcx that is cornpriscd of a cytochrornc 
P45U aromatasc (P450arom} and a flavoprotcin NADPH-

Rccdved Augus1 14. 2001: Revised Scptcmbcr 27. 2001: Aeccpted Septcmbcr 
27. 2001. 
Aulhor 10 v.·hom all corrcspondcncc und rcprint rcqucsls should be uddrcsscd: 
Dr. Ada C. Pereyra-Manine.t. Escuela de l\.1edicina. Universidad Autonoma 
de Chiapas. Calle central y 1 Oa Sur SIN. Col. Ccmro. Tuxtlu Guticrrc.,-. 
Chi:ipas 29000. E-mail: pereyram@yuhoo.com 

cytochrome P450 rcductase. In those spccies in which it has 
bccn studicd. aromatasc activity (AA) and its rnesscngcr 
RNA havc bccn f"ound in many differcnt tissucs [rcvicwcd 
by Simpson et al. (2)], inciuding adipose tissue, placenta. 
granulosa cclls of"the ovarics, diffcrcnt arcas of"thc brain, 
and Scrtoli and Lcydig cells of the testes (3-5). Recen! 
studics havc also dctnonstrated immunorcactivc cytochromc 
P450arnm in testicular gcnn cclls from sevcral animal spc­
cics (4,6,7). Irnmunostaining first appearcd in pachytene 
spcrmatocytcs (4, 7) and in round spcrmatids, elongated 
spcrmatids. and flagclla of"late spcrrnatids (6, 7). lrnmuno­
staining was also f"ound in rat testicular spcrmatozoa (4) 
and avian cpididyrnal spcrrn (7). 

In addition to thc abovc, rnalc micc which lack a func­
tional aromatasc gene (ArKO) (8) or a-cstrogen rcccptors 
(ERa-KO) (9) havc impaircd sperrnatogcncsis. which is agc 
dependen! (JO). Othcr dircct actions of cstrogcn rnediatcd 
through J3-rcccptors that are f"ound in spcrrnatogonia, pachy­
tcnc spcrmatocytcs. and Scrtoli Cclls may also be involvcd 
(//). Thus. it appcars that local cxprcssion of" arornatasc 
and thc prcscncc estro gen reccptors both a and J3 are ncces­
sary for gcrrn ccll dcvcloprncnt. In a recen! study, it has bcen 
shown that cstrogcn action in cffcrcnt ductules is, also, 
ncccssary for normal testicular function (12). 

Although thc capacity of"thc tcstis to produce cstrogcns 
has bccn dcmonstratcd in many ditfcrent animal species, 
including rncn (13). thc distribution of" P450a.um among 
n1alc rcproductivc tract tissucs has not bcen reportcd in non­
hurnan primates. Thc purposc ofthis work was to invcsti­
gatc thc capacity of thc tcstis and duce scgrncnts of thc 
cpididymis (caput. corpus. and cauda) to arornatizc andro­
gcns in nonhuman prin1atcs; to compare aroma tase activity 
with thc cxprcssion of P450nrom rnRNA in thc rhcsus mon­
kcy tcstis and cpididymis; and to quantify cstrogcns and 
thcir prccursors in scrutn from thc spcrmatic vcin and com­
pare thcsc quantitics with arnounts f"ound in blood obtaincd 
through a cardiac cathctcr (pcriphcral blood). 

Results 

Aromatasc actlvtty (frnol of 3 H 20/mg of protcin/h) 
was similar in thc tcstis and in thc caput cpididyrnis (259 ± 
16 [SEM] vs 274 ± 47 f"rnol of" 3 H 20/mg of protcin/h 
[11 = 1 O]. rcspcctivcly}. but it was signiticantly higher (p < 
O.O!) in both ofthcsc tissucs comparcd to thc corpus and 
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400 Epididymis 

o 
Caput Corpus Cauda 

Tissues 
Fi~. l. Aro1natasc activity in testes and rcgions of cpididymis 
(caput. corpus. and cauda) fro111rhcsus1nonkcys (11 = 1 O). Data are 
prcscntcd as n1cans (bars) ± SEM (vertical lincs). Burs markcd 
with dissin1ilar lcttcrs diffcrcd significantly (p <O.O l. analysis of 
variancc [ANOVA]. follo\vcd by a Nc,vn1an-Kculs multiplcrangc 
test). Thc 3 H-\vatcr assay \Vas pcrfonncd on sonicatcd rnicroso­
mal pcllcts (dilutcd l/JOO fortcsticularand 1/200 forcpididynu1J 
tissucs) dcrivcd fro111 ho111ogcnizcd tissucs. Scc Matcrials and 
Mcthods for othcr dctails. 

Table 2 gives thc mean concentrations of'estradioI-I713 
(E2 ), cstronc (E 1), androstencdionc, and testostcrone in sera 
from the spcrmatic vcin and thc heart (11 = I O). Significantly 
highcr conccntrations of thcse stcroids werc f'ound in thc 
spem1atic vcin co1npared to thc peripheral circulation (p < 
0.0I), cxcepl for androstcnedione. 

Discussion 

Our results clearly demonstratc that thc testes of'rhesus 
monkcys secrete estrogens bccause the concentrations of 
both E 1 and E 2 wcrc signifieantly higher in serum from 
thc spcnnatic vcins, which drain the testes, comparcd to thc 
pcriphcraJ vcnous circulation. 

Our data also show that both thc testis and epididymis 
are capablc oraromatization. Thc physiologic role orcstro­
gcn synthesizcd in thc cpididymis is not known, cspccially 
in nonhurnan prin1atcs. Howcvcr, in rhcsus males, cstrogcn 
rcccptors (ERs) are round in high conccntrations in the 
noneiliatcd absorptivc cclls or thc ductuli cf'forentcs and 
are prcsent in rcJativcJy low atnounts in tite cpididymis 
(14). The presencc of'ERs in thcse tissues could mean that 
cstrogcn serves sorne function in thc tcstis and cpididymis 

cauda epididymis (124 ± 28 and 113 ± 33 f'mol of3 H 20/mg of'nonhumanprimatesas itdoes in otherspecies. Forexam-
of proteinn1 [n = 1 O], respectively) (Fig. 1 ). ple, mi ce in which the runctional aromatase gene has becn 

Figure 2A is a represcntative phosphoimage ofthe amount cxpcrimentally delctcd havc impaired spermatogcncsis (8). 
of P4SOurum mRNA in the testis and cpididymis as well as A similar rcsult has been obscrvcd in mice in which thc 
in thc placenta (positivc control) and muse le (ncgative con- ERa. has bcen dclcted (9). It appcars that estrogcns regulatc 
trol). This assay in which wc uscd I O µg oftotal RNA pro- rcabsorption of luminal fluids in the caput epididymis of 
tcctcd two mRNA transcripts in tcstis, onc transeipt was thc mice (12). Males lacking thc ERa. cannot rcabsorb luminal 
cxpectcd sizc of 4SS nuclcotidcs (nt) and a sccond tran- fluids; hencc, thcrc is back prcssurc associated with tcstic-
script was approx 300 nt long. In thc cpididymis, howcvcr, ular atrophy (12). In addition, testicular cells of'rats, such 
thc 4SS-nt transcript was not detectable on thc phospho- as spcnnatogonia, pachytene spcrmatocytes, and Sertoli cclls, 
image evcn aftcr cxposure for 78 h (data not shown), but ali contain ERf3, which suggcsts that estrogens are involvcd 
small amounts ofthc truncatcd form appcarcd on thc gels. in spcrm maturation (11). 
Bccausc of thcsc rcsults. in a sccond cxpcrin1cnt .. \VC ana- In mcn .. naturally occuning mutations of ER and aro-
lyzcd SO µg oftotal RNA in various parts ofthe epididymis matase genes havc becn rcportcd (15-17). In one man with 
obtaincd from 4 ofthc 1 O males uscd in Fig. 2A; thcsc results a mutatcd ER, gonadotropins and cstrogcn concentrations 
are shown in Fig. 28. \Vhcn largcr arnounts of RNA werc wcre clcvatcd in thc systemic circulation (15). Even though 
uscd. both transcripts (4SS and 300 nt) wcrc detectable. sperm counts wcrc normal in this case, infcrtility occurred 

Table 1 givcs thc data for P4SO,,..,,, rnRNA ( 1 O µg oftotal bccausc of low spcrm viability (15). Aroma tase dcficiency 
RNA analyzcd) in tcstis and epididymis. The mean con- in a second man was accompanicd by low levcis ofcstro-
ccntration ofthc455-nt transcript in tcstis \vas signiticantly gen in thc systen1ic circulation and Jo\v spcrm count, and 
lowcr than that obscrvcd for thc 300-nt onc (40.1 ± I .9 spcrmatogencsis was arrcsted at thc level of the primary 
[SEM] vs S 1.0 ± S.8 fg/µg of total RNA. rcspcctivcly) (p spcrmatoeyte (16). Thcse data suggcst that the action of 
<O.O 1. /1 ~ 1 O). In thc cpididymis, only thc 300-nt transcript estrogcn is requircd f'or human spcrmatogenesis. 
\Vas protcctcd. Thc 111can conccntrations of this transcript/ Wc also found P450urom mRNA in thc tcstis in which our 
pg of total RNA wcrc highcr in thc corpus and cauda epi- 4S5-bp monkcy probe protccted two mRNA transcripts 
didymis comparcd to thc caput (p < O.O 1 ). 4SS and 300 nt in lcngth, rcspectivcly. The 45S-nt transcript 

In a sccond cxpcri111cnt .. wc incrcascd tite a111ounts of'total is probably thc active onc beca use it corre lates \Vith aro-
RNA uscd in thc protcction assay from 1 O to SO µg. Thc matase activity in the brain (23). Thc altcrnate transcript, 
data obtaincd fron1 this cxpcrilncnt clcarly sho\vcd that which is found in rclatively largc arnounts in thc rnonkcy 
both thc 455- and 300-nt transcripts \vcrc prcscnt in ali seg- testis .. is also íound in thc monkcy brain. This transcript does 
111cnts ofthc cpididy111is \Vhcn grcatcr an1ounts oftotal RNA not corre late \vith thc capacity of rnonkcy brain to aroma-
wcrc uscd in thc assay (Fig. 28). TESIS CON ure androgcns (23). A truncatcd form ofhuman aromatasc 

\ T<' ALI_~~l f'~~ 0~I.0INJ S3 
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Fi~. 2. (A) Rcprcscntativc ribonuclcasc protcction assay phosphoin1agc showing distribution of P450arom mRNA (10 µg oftotal RNA/ 
Jane) in tcstis. cpididyn1is. placenta (positivc control). and fcn1oral n1usclc (ncgativc control). Lnncs 1 and 23. nuclcotide ladder; Jane 
2. incubatcd undigcstcd probc: lanc 3 ... incubatcd ribonuclcasc digcstcd probc; Janes 4 nnd 5. tcstis; lanes 6 and 7, cnput epididymis; Janes 
8 and 9. corpus cpididyrnis; Janes 10 and J l. cauda cpididy1nis; Janes 12 and 13. placenta (139 d ofgcstation. rhesus rnonkcy); Janes 14 
and 15. musclc (rhcsus monkcy fcn1orJI); Janes 16-22. P450arom n1RNA sensc RNA standard curve (31.2. 62.4. 125, 250 .. 500. 1000. nnd 
2000 fg. respcctivcJy). Exposurc ti111c 'vas 15 h. (O) Represen ta ti ve ribonuclcasc protection assay phosphoimage showing the distribution 
of P450.rom mRNA (50 µg oftotaJ RNA/lanc) in epididymis. Lancs 1 and 23. nucJcotide laddcr; lanc 2, incubntcd undigested probe; Jane 
3. incubatcd ribonuclcasc digcstcd probc; Janes 4-7. caput cpididymis of four males; Janes 8-11. corpus epididymis ofthe snme four 
111aJcs; Janes 12-15. cauda epididymis ofthc samc four n1aJcs; Janes 16-22) P4SO.rorn mRNA scnsc RNA standard curve (31.2. 62.4, 125 .. 
250. 500. J 000. and 2000 fg. rcspcctivcly). Exposurc tin1c ·was 71 h. 

Table 1 
Distribution of P450arom mRNA 

in Testes and Epididymidcs of Rhcsus Monkcys 
as Dctcnnincd by Ribonuclcasc Protcction Assays 

fg/µg of total RNA ± SEM b 

RNA 455 nt 300 nt 
Tissue assaycd (µg) Nª transcript transcript 

Testis 10 10 40.1 ± 1.9* SI.O± 5.st 
Epididyrnis 

4.4 ± 0.3! Caput JO 10 ND 
Corpus 10 JO ND 13.2 ± 0.3§ 
Cauda 10 10 ND J3.9 ± 1.0§ 

",v. nu111bcr of anin1als fron1 "vhich tissucs 'verc obtaincd. 
"ND. not detectable. • and -t. Diffcrcd significantJy from onc 

anothcr (p <O.O 1 .. by Studcnt'"s /-test). Differcnt supcrscript syn1-
bols for cpididy1nis indic.atc that thosc n1cans diffcr significantly 
(p < O.O 1. ANO\.'A fOllo'-\'ed by Ncuman-Kculs. multiplc rangc 
test). 

---------------- ------

Table 2 
Steroid Conccntrations 

in Sera from Spcnnatic Vcins 
nnd Hcart of Rhesus Mncaques 

Mcan±SEM 

Stcroid Nª Spennntic vein Hcart 

Testostcronc 10 22_7 ± 7.0 8.5 ± 1.3 
(ng/mL) (ng/mL)b 

Androstencdione 10 (_7±0_6 0-5± 0.1 
(ng/mL) (ng/mL) 

Estradiol-1713 10 66.0± 20.0 "12.0±2.0 
(pg/mL) (pg/mL)b 

Estronc 10 46.0± 11.0 11.3 ± 3.0 
(pg/mL) (pg/mL)¡, 

ªN. nUJnbcr ofanimals from which sera wcrc obtnincd. 
hscra conccntrntions diffcrcd significantly (p <O.O 1. Studcnt"s 

/-test) bctwccn spcnnatic vcins and bJood obtaincd through n 
cardiac cathc1cr. 
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when cxprcsscd in Chincsc hamstcr ovary cclls and incu­
batcd with an cxccss ofNADPl-1 cytochromc P450 rcduc­
tasc and dilauroyl L-cx.-phosphatidylcholinc can arornatizc 
androgcn in vitro in a timc-dcpendcnt manncr (18). ll has 
bcen postulatcd that thc truncatcd fonn ofaromatase rnay 
no longer be associatcd with thc cndoplasmic rcticulurn; 
thus, it is disconncctcd frorn its rcdox partncr, NADPH­
cytochro1nc P450 rcductasc., an association that is ncccs­
sary for aron1atization to occur (18). We do not currcntly 
kno\V '\Vhat thc rclationship is bct'\vcen thc truncatcd tbnn 
of aroma tase and NADPl-l-cytochromc rcductasc in thc 
rnonkcy tcstis and cpididyn1is. lfit is couplcd to thc rcduc­
tasc. it could be active. Pcrhaps thc relativc amounts ofthe 
t'\\'O transcripts and thcir respective encodcd protcins in thc 
prin1atc testis and cpididyn1is are not static but constantly 
changing. In this '\vay. the ability to couplc '\VÍth cytochrome 
P4SO rcductasc could be part ofa rcgulatory mcchanism f"or 
limiting local cstrogen formation. This hypothcsis is com­
patible '\VÍth thc idea that sn1all a1nounts oí cstrogcn are 
nccessary for gan1cte fonnation but that overexpression of 
aromatasc Jcads to pathology (c.g .• dcvclopmcnt of"tcsticu­
Jar Lcydig ccll tumors) (19). 

Thc fact that P450arom 111RNA and aromatase activity do 
not corrclate in thc epididy1nis may indicate that aromatase 
activity is not strictly rcgulatcd at thc Jcvcl ofRNA cxprcs­
sion and that othcr n1cchanisn1s for this regulation should 
be considcred. 

In sum1nary, \Ve havc sho\vn that severa) important ele­
mcnts far thc biosynthcsis of cstrogcn. such as thc ability 
to aron1atize androgcns and thc prcsence of P450amm n1RNA .. 
are prcsent in thc testes and cpididy1nis ofrhcsus monkeys 
and that thc testes secrete both E 1 and E 2 into thc systcn1ic 
circulation. Local production ofcstrogen may be irnportant 
f'or spenn maturation in the tcstis and fluid transport in thc 
cpididy1nis. as it appcars to be in othcr s · - ·ttch-rrs-rr19 

'IT,SlS COl~ · rnousc. 
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Ten hcalthyadult nial e rl1esus 111onkcys (J1.Iacaca 11111/atta .. 

5-10 yr oí agc. '\Veighing on average 8.8 ± 2.0 kg) '\verc 
uscd. Anin1als '\vcrc houscd in individual cages and thc 
tc1npcraturc ofthc roo1n '\Vhcre thc anin1als '\verc kept '\Vas 
maintained at 22ºC. During thc cxpcrin1cnt. thcy '\Vcrc 
cxposcd to 12 h oflight from 7:00 AM to 7:00 PM ami 12 h 
of"darkncss from 7:00 PM to 7:00 AM. Thc males wcrc fcd 
a dict of Purina Lab Monkcy Chow supplcmcntcd with frcsh 
f'ruit nnd providcd '\vith '\\'atcr ad libitun1. Ali expcrin1cntal 
proccdurcs and anitnal e are '\vcrc conductcd undcr thc super­
vision ofthc \lctcrinary Staffofthc Orcgon Health Scicnce 
Univcrsity in accordance \vith thc principies and procc­
durcs outlincd by thc NIH Guidclincs far thc Carc and Use 
ol Laboratory Anin1als. Follo,ving anesthcsia '\Vith kcta-
111inc hydrochloridc ( 1O111g/kg/intruvcnously). vcnous blood 

sarnples werc obtained frorn thc spennatic vein by vcnipunc­
ture and thc hcart through a cardiac cathetcr. Placemcnt of 
thc.cathctcr to obtain blood rcmotcly has bccn dcscribcd prc­
viously (20). Thc scrum was collected and storcd at -20ºC 
until aSsayed for stcroicl honnoncs by radioim1nunoassay 
(RIA).-Castration was thcn pcrformed through a suprascro­
tal midline incision. Aftcr castration .. thc testes wcrc rapidly 
decapsulated. cut into approx 0.5-cm2 picces. immcdiatcly 
frozen on dry ice, and storcd at -80ºC until thcy werc assaycd. 
The epididymis was obtaincd at thc time of castration, clcancd 
ofconnective tissuc. rinscd with salinc. and blottcd. and thc 
caput, corpus, and cauda wcre dissected beforc bcing stored 
at -80ºC for latcr use in the various assays. 

Rudio111etric "H20 Assuy for Aro111utu.,·e ActiJ•ity 

Aromatasc activity was mcasured by a radion1ctric 3 H 2 0 
assay. This assay quantifics thc stcrcospccific production 
of3H 2 0 from [ 113-3!-l]androstcncdionc asan indcx of" estro­
gcn f"ormation (21). Thc details cíf this assay have bccn 
dcscribcd previously (21). Thc apparcnt Michaclis-Mcnton 
(K,,.) f"or testicular tissuc averaged 0.1 S µM ± 0.02 (SE) 
(n = 4 ). Thc amount of estro gen formcd by testicular micro­
somes as detennincd by thc water assay \vas co1npared vs 
the amount dctermincd by product isolation of E 2 and E 1• 

The dctails of" thc proccdurc far product isolation havc 
becn publishcd prcviously (22). "Ve found 99.1 ± 20 (SEM) 
fmol of estro gen produccd/rng of protcin/h) (n = 1 O assays) 
by product isolation vs 108.0 ± 3.5 fino! of3J-1 water pro­
duced/mg of protcin/h) (n = 1 O assays). Thcsc valucs did 
not diffcr significantly by a t-tcst (p > O.OS). In addition. 
aroma tase activity oftcsticular and caput cpididymis micro­
somcs incubatcd with 20 µM ofthc aroma tase inhibitor 1.4. 
6-androstatricnc-3.17-dionc. was rcduccd by 88 and 34%. 
respcctivcly .. ovcr untreatcd control samplcs in vitro. 

Riho1111cleuse Protecti<Jll AssUJ' 

Ribonuclcasc protcction assays '\vere perfonncd to idcn­
tify thc P4S03 ,..,.n mRNA in tcstis, and tlucc scgmcnts of"thc 
cpididymis (caput. corpus. and cauda) using a 4S5-bp cDNA 
inscrt cloncd trotn first-trimester placenta of rhesus mon­
kcy. Dctails ofcloning havc bccn dcscribcd prcviously (23). 
Total RNA was cxtractcd from tcstis and thc caput. corpus. 
and cauda rcgions of thc cpididymis by thc guanidinium 
thiocyanatc mcthod followcd by ccntrifugation through a 
S. 7 JVI ccsium chloridc gradient (24). An antiscnsc 32 P com­
plcmentary P450 ª'°"' RNA ([32P]cRNA) probc was synthc­
sizcd in vitro from thc DNA tcmplatc by using SP6 RNA 
polymcrasc. Purification ofthc [32 P]cRNA probc and othcr 
proccdurcs uscd in prcparing thc satnplcs for analysis in 
ribonuclcasc protcction assays havc becn publishcd prcvi­
ously (23). Third-trimcstcr placenta and femoral musclc of" 
n1onkcys '\\'ere uscd as positiveand ncgative controls .. rcspcc­
tivcly. Cyclophilin mRNA. which was uscd as a control for 
RNA loading on gcls~ '\Vas 111casurcd using a 1 85-nt [32p] 
cRNA probc tmnscribcd from a rhcsus monkcy p 1B15 cyclo-
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philin cDNA cloncd into pGEM-3Z vector (providcd by 
Dr. Sergio Ojcda at thc Orcgon Regional Prin1atc Rcscarch 
Ccnter). The protected eyclophilin mRNA fragment was 
158 nt long. 

We used a Molecular Imaging System (Bio-Rad GS-525; 
Bio-Rad. Hercules. CA) to quantify protected bands on the 
polyacrylamide gels as described previously (25). The 
atnount of P450arom n1RNA in cach samplc '\vas dctcrn1incd 
from thc ribonuclcasc protcction assay standard curve and 
normalized to the cyelophilin mRNA value (25). 

Steroitl RIA 

Scrum stcroid conccntrations '\Vcre mcasurcd by RIA. 
Sera \.Vcrc cxtractcd \Vith cthcr and partitioncd bychron1atog­
raphy on Sephadex LH-20 columns. E 1• E 2 • androstencdione, 
and tcstostcronc \Vcrc assaycd as prcviousty dcscribcd (26). 

St11tistic11/ .,....11111/yses 

Statistical con1parisons ofaromatasc activity and P450arom 
tnRNA in thc testes and thc caput .. corpus .. and cauda rcgions 
ofthc cpididymis wcrc pcrformed by an ANOVA followcd 
by Newman-Kcul's multiple range tests ifthe ANO VA was sta­
tistically significant. Diffcrcnccs in conccntrations bct\vccn 
thc 455- and 300-nt transeripts ofthe testis and ofsteroids 
in pcriphcral vs spcnnatic vcin scrum '\Vcrc dctcnnincd by 
r-tcsts. Befare analysis .. thc groups to be comparcd '\Vcrc tcstcd 
for hon1ogcncity ofvarianccs. Ifthc varianccs \.Vcrc not thc 
smnc .. thc data \vcrc log translonncd and tite transfonncd 
data used in the analysis. The statistical prograrn GB STAT 
(Dynamic Microsystcrns, !ne., Silvcr Spring. MD) was used 
far thcsc analyscs. 
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