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EN CIENCIAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

THIZERALAD MAackonal
AT TF
MEZLICD

ING. LEOPOLDO SILVA GUTIERREZ ~
DIRECTOR GENERAL DE ADMINISTRACION ESCOLAR
Presente

Me permito informar a usted, que el Subcomité Académico de las Ciencias
Médicas del Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas,
Odontologicas y de la Salud, segun acuerdo AA39(CM/SCA/SO/30/02) acorddo
designar y se formaliza por el Comité Académico deif Programa, el jurado para el
examen de grado de Doctora en Ciencias, (Plan 5006) de la C. Ada Celia
Pereyra Martinez, quien defendera la tesis denominada “ldentificacién de la
citocromo P-450 aromatasa, la expresion de su mMRNA y su distribucién en
testiculo y epididimo de monos Rhesus”.

PRESIDENTE DR. JUAN CUAUHTEMOC DIAZ ZAGOYA
SECRETARIO DR. FERNANDO LARREA GALLO

VOCAL DR. JOSE VICENTE DIAZ SANCHEZ

VOCAL DR. JOSE RAMON PANIAGUA SIERRA

VOCAL . DR. SERGIO ALBERTO CUEVAS COVARRUBIAS
SUPLENTE DRA. SUSANA HELENA KOFMAN EPSTEIN
SUPLENTE DR. ARTURO ZARATE TREVINO

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Atentamente _
“POR Mi RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, D. F., i

UIS FELIPE ABREU H.
€1 Coordinador
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NOTA: Por-hcuerdo del Subcomité Académico, la formalizacién de este Jurado de Examen de
Grado, tienc®una vigencia de 6 (seis) meses a partir de la fecha de aprobacién del mismo.
Excedido el tiempo, el alumno deberi someter a consideracién del Subcomité Académico una

nueva propuesta de jurado.
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INTRODUCCION: , ' .

Los testiculos son un 6rgano par situados en el escroto y tienen dos funciones reconocidas: la produccién
y secrecién de espermatozoides y la sintesis y secrecion de andrégenos necesarios para el inicio y el
mantenimiento de la espermatogenes;s, para la conservacion de los caracteres sexuales secundarios y para
el inicio y mantenimiento de la vida sexual: reproductiva. Estin compuestos de dos compartimientos
funcionalmente interrelacionados, los tibulos: seminiferos 'y el espacio intersticial. Estos dos
compartimientos incluyen, principalmente, tres tipos de células: las células Germinales, las cuales se
encuentran en los tubulos seminiferos-en diferentes estadios de maduracién, las células de Leydig, las
cuales sintetizan esteroides sexuales, principalmente testosterona y estin presentes en el espacio
intersticial, y las células de Sertoli, el tercer txpo de células del testiculo, las cuales protegen y nutren al

testiculo (1).

Tanto la actividad esteroidogénica como la espermatogénica son reguladas por el complejo sistema
neuroendocrino llamado eje hipotdlamo-hipéfisis-testiculo. La produccion y maduraciéon de las células
germinales hasta alcanzar el estadio de espermatozoide depende de un perfecto equilibrio en la
producciéon de hormonas por el eje Hipotidlamo-Hip6fisis-Testiculo (funcién endocrina), asi como de
regulacién paracrina y autocrina por diferentes hormonas y. factores producidos por el testiculo. La
funcion endocrina depende a su vez de retroalimentacién positiva y negativa entre los productos finales
del testiculo, (espermatozoides y hormonas) y el gje hipotialamo-hipo6fisis (2). La Hormona Luteinizante
(LH) producida por la hipdfisis bajo la estimulacién de la- Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(GnRH hipotalamica), estimula a las células de Leydig del testiculo para la produccién de testosterona
(T). La testosterona a su vez actlia sobre los receptores de andrégenos en el epitelio seminifero para
control de la espermatogénesis. De igual manera, la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) se une a sus
receptores especificos sobre las células de Sertoli para regular el inicio de la espermatogénesis,
estimulando la produccién de numerosos factores por las ;células:-'de Sertoli. También estimula la
produccién de Inhibina y junto con T la produccién de la: Proteina' Unidora de Andrégenos (ABP). Los
niveles circulantes de T, inhiben la produccién de LH en’ la hipéfisis'y de GnRH en el hipotialamo. La
liberacion de FSH, es a su vez controlada por los mveles cu'culantes de Inhibina y la poblacién de células
germinales en el testiculo (1, 3), (Fxg. 1). SR e i i

La funcién endocrina del testiculo reside prmcxpalmente en la poblacxon de cétulas de Leydig que
sintetizan y secretan Testosterona, el pnncxpal andrégeno circulante. La via predominante en la sintesis de
T por el testiculo humano parece ser.la via A% (4). La cantidad de T que se almacena dentro de las células
de Leydig es pequefia, debido a que la nueva hormona sintetizada difunde rapidamente hacia el plasma.
La principal ruta de salida para’los esteroides desde el testiculo a la circulacién general, es a través de la
vena espermatica, donde'lasconcentraciones tanto en humanos como en pnmates no humanos son
mayores que los niveles en sangre penfenca (S5, 6). Sin embargo, Testosterona por si sola tiene muy pocos
efectos directos, ya que es necesaria su conversién a otros metabolitos a través de los cuales ejerce su
accion, entre los cuales'se reconoce a la 5-a-dihidrotestosterona como el andrégeno mas potente, y el
estradiol-17-B que es el principal estrégeno producido por la aromatizacién de la testosterona. Dicha
conversion se realiza en su mayor parte en tejidos periféricos y cerebro (2).

Las hormonas del testiculo son responsables de la diferenciacién del sistemna nervioso central y de la
induccién del desarrollo masculino durante la embriogénesis. Estas hormonas causan la diferenciaciéon de
los tejidos que sirven como los principales sitios de accién de los andrégenos y que producen el fenotipo
masculino. La conducta masculina es el resultado de la exposicién a estas hormonas durante la vida fetal
(7. 8). Durante la pubertad, los andrégenos producidos por el testiculo son los responsables de los
cambios que determinan la maduracién sexual, estos son; la aparicidn de los caracteres sexuales
secundarios, desarrollo de la libido, de la potencia sexual, y junto con la secrecion de gonadotropinas el
inicio de la espermatogénesis. En la edad adul es:ncml_paca__el mantenimiento de la




espermatogénesis y de los caracteres sexuales secundarios, los conductos genitales y las glandulas
accesorias (vesiculas seminales, préstata y glandulas bulbouretra]es) 1,

Desde el punto de vista histolégico, los testiculos estin consntuldos por ‘una red de:tiibulos llamados,
tibulos seminiteros, donde se producen y maduran los espermatozondes, y ‘desde donde son transportados
por los conductos eferentes al epididimo donde terminan:su’ maduraclon, ‘adquieren movilidad y la
capacidad fecundante; y por un espacio intersticial: donde se encuentran‘las células de Leydig que
contienen las enzimas necesarias para la biosintesis de: androgenos. El interior'de los tibulos seminiferos
esta formado por epitelio columnar compuesto por células mioides, membrana basal, células germinales y
células de Sertoli y estin rodeadas por tejido peritubular formado por coldgena, 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 difusién denominada barrera hematotesticular, la
cual funciona de una manera semejante a la barrera hematoencefilica, esto es, altamente selectiva con las
moléculas y divide al testiculo en 2 compartimientos funcionales, el basal y el adluminal. El
compartimiento basal esta constituido por las células de Leydig rodeando al tiibulo, el tejido peritubular y
la capa externa que contiene a las espermatogonias, las células de Sertoli y espermatocitos primarios en
los estadios mads tempranos de la meiosis. El compartimiento adluminal, consiste en los 2/3 internos del
tibulo incluyendo los espermatocitos. primarios y estadios mas avanzados de la espermatogéncsis.
Conforme maduran, las células germinales avanzan a través de las uniones herméticas de las células de
Sertoli, alcanzando el estado maduro en el compartimiento adluminal (Fig. 2) (9).

Espermatogénesis:

La espermatogénesis es un proceso muy complejo de diferenciacién celular, en el cual las
espermatogonias sufren cambios morfolégicos y bioquimicos progresivos hasta alcanzar el estadio de
espermatozoides maduros. Los espermatozoides son liberados a la luz del tibulo seminifero para ser
transportados al epididimo donde terminan su maduracidn, adquieren motilidad y la capacidad para
fecundar al dvulo. Se inicia después de la pubertad bajo la regulacién neuroendocrina del eje Hipotilamo-
Hipotisis-Testiculo, asi como también bajo regulacién paracrina y autocrina de hormonas y factores
locales a nivel testicular (2, 9).

Las células germinales, primero sufren mitosis para producir un nimero necesario de células madre
llamadas espermatogonias, de las cuales han sido descritas 6 tipos diferentes en primates no humanos
(Aoscurass Apatidas, Bi, B2, B3 ¥ By) ¥ 4 en humanos (Auiargadas Aocscunns Apilida ¥ B). Tanto en primatss no
humanos como en humanos, las espermatogonias tipo Aae 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 nticleo redondo con 1 o 2 nucleolos localizados sobre la cara mtema del
nucleolema. y las espermatogonias B contienen un nitcleo redondo con un nucléolo central.

Las espermatogonias A son células madre, que sufren mitosis, algunas de ellas permanecen como células
madre, mientras que las demas se diferencian a espermatogonias 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 altima mitosis de las espermatogonias B, se diferencian a
espermatocitos primarios. Estos son células redondas, mas grandes y se caracterizan por tener un nticleo
esférico con varios nucléolos; se desplazan en direcciéon luminal y se encuentran en la capa celular mas
cercana a la luz. Aumentan de tamarfio y entran enseguida en la profase de la primera divisiéon meidtica, la

cual dura 22 dias (10, 11).

La meiosis es un npo de divisién nuclear restringida a los gametos, esto es, los espermatozoides y los
ovocitos, donde el nimero diploide de cromos ¢élulas somaticas (2n), es
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reducido a la mitad, a un niimero haploide ln. LLa meiosis involucra 2 divisiones nucleares sucesivas con
1 division de cromosomas.

Durante el periodo inmediatamente previo a la profase de la primera divisién meidtica, los espermatocitos
primarios, llamados espermatocitos en preleptoteno, duplican la sintesis de DNA en preparacién para la
primera divisién meidtica la cual reduce el nimero de cromosomas a la condicion haploide. Después de la
incorporacién de nucledtidos y otras substancias para la sintesis de DNA, los espermatocitos en
preleptoteno migran de la membrana basal. La profase de la primera divisiéon es subdividida en 5 estadios
sucesivos denominados, leptoteno, zygoteno, paquiteno, diploteno y diaquinesis. Estos estadios estin
caracterizados por progresiéon de la espiralizacion de los cromosomas en el nicleo. El estadio de
paquiteno es muy largo, en el humano es de aproximadamente 16 dias, por lo tanto estas células pueden
observarse en casi todos los cortes histolégicos de los ttibulos seminiferos(12, 13).

La primera division meidtica da como resultado la segregacién de los cromosomas homélogos y la
formacién de pequefios espermatocitos secundarios que permanecen muy brevemente en interfase.
Pueden ser diferenciados de los espermatocitos primarios por el tamario mas pequefio y por su ntcleo
estérico que contiene cromatina granular pdlida. Debido a que su duraciéon es muy corta
(aproximadamente 8 h), no es frecuente observarlos en los cortes histolégicos del testiculo. En este paso,
cada cromosoma homdlogo consiste de 2 cromatides. Los espermatocitos secundarios entran rapidamente
a la profase de la segunda divisién de maduracidn sin duplicar su DNA. Durante la metafase II, los
cromosomas se alinean sobre el plano ecuatorial, mientras que en la anafase II, los centrémeros se dividen
v cada cromatide se mueve al polo opuesto. Después de la telofase II, son formadas las espermatides, cada

una conteniendo un nimero haploide de cromosomas.

La segunda divisién de maduracién resulta por lo tanto, en la segregacién de las cromitides de cada
cromosoma homélogo formando células haploides separadas llamadas espermadtides. Espermiogénesis es
el proceso mediante el cual las espermatides inmaduras sufren los cambios morfolégicos que resultan en
espermatozoides maduros los cuales son vertidos en el limen de los tibulos. El proceso de la
espermiogénesis se ha dividido en 8 diferentes etapas en el humano, 10 en el baboon, 16 en el ratén y 19
en la rata. La espermiogénesis incluye reorganizacién nuclear, formacién del sistema acrosémico
originado del aparato de Golgi, ensamblamiento de las estructuras de la cola y reorganizacién
citoplasmica. La etapa final de la espermiogénesis termina con la liberacion de los espermatozoides al
lumen de los ttibulos seminiferos, evento denominado espermiacién (Fig. 3) (10, 13).

Expresion del genoma durante la espermiogénesis:

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

La tasa de sintesis de RNA alcanza un pico en espermatogonias tipo A y espermatocitos en paquiteno,

antes de declinar considerablemente en la etapa de diaquinesis, hasta niveles indetectables durante las 2
divisiones de reduccién." Los RNA sintetizados durante la profase meidtica son encontrados en las

espermatides (10).




El Epididimeo:

Cuando los espermatozoides son lxberados a’la luz de los tibulos seminiferos, son fisioldgicamente
inmaduros, es decir todavia no tienen . movilidad ni ‘la capacidad para fecundar un 6vulo. Estas
capacidades asi como cambios en su membrana basal y su metabolismo, los adquieren en su paso por el
epididimo, que es el sitio de maduracxo ‘concentracién y almacenamiento de los espermatozoides.

El epididimo es un érgano par sntuado :la’parte posterior de los testiculos y unido a él por tejido
conectivo laxo. Inicia en el polo superior del'testiculo y termina en el polo inferior, donde se continta
para formar el vas deferens o conducto deferente.’ Esti formado por un solo conducto muy contorneado,
denominado el conducto del epididim. Su longitud varia segiin la especie desde 2 m en los cobayos, 7 m
en los hombres, hasta 80 m en’ los cab llos sementales. El peso puede variar desde 1 g en los ratones, 4g
en los hombres, hasta 20g o 30 g en los cameros (Fig. 4a).

Basado en criterios morfolégicos’e histolo’gicos se le ha dividido en 3 porciones anatémicas denominadas,
caput o cabeza, corpus o cuerpo y cauda o cola del epididimo. Se cree que cada region del epididimo sirve
para funciones fisiolégicas diferentes y especificas para la maduracién de los espermatozoides (Fig. 4b).

El epitelio bdsicamente consiste en una sola capa de células pseudoestratificadas que contactan y recubren
la lAmina basal. Presenta 2 tipos de células, unas células columnares 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 columnares son mas altas en la cabeza del
epididimo y van disminuyendo progresivamente su tamafio 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 inmdviles. El
niucleo de las células columnares es alargado y esta localizado cerca de la base de la célula. Pueden
diferenciarse fiacilmente de los niticleos redondos de las células basales que estan situados muy cerca de la
membrana basal. Las caracteristicas histoldgicas de la membrana apical y el citoplasma sugieren que estas
células absorben fluidos del lumen por pinocitosis. Los conductos eferentes y el epididimo, absorben el
90% del volumen del fluido del lumen proveniente del testiculo. El nticleo de las células principales es
muy irregular y el complejo de Golgi situado supranuclear, es excepcionalmente grande. Sin embargo se
desconoce su papel fisioldgico exacto. Se ha establecido que estas células incorporan aminoacidos y
carbohidratos a una glicoproteina que es'liberada al lumen y se cree participa en la maduracién de los

espermatozoides (14, 15).

Las células basales y apicales estin apoyadas sobre una lamina basal rodeada por células de misculo liso,
la cual se vuelve mais gruesa‘en la porcidon terminal del epididimo y cuyas contracciones peristalticas
ayudan a mover a los espermatozoides en su paso por el epididimo. También se encuentran fibras
longitudinales. Por debajo de la capa de mtsculo liso, hay una pequefia cantidad de tejido conectivo que
une los contornos de los conductos y contiene los vasos sanguineos y los nervios.

Transporte de los espermatozoides por el epididimo:

La duracidn del transito de los espermatozoides por el epididimo varia de acuerdo a la especie, desde 1 a
12 dias en el humano, 8 a 10 dias en los monos Rhesus, hasta 10 a 15 dias en los cobayos. El paso de los
espermatozoides por el epididimo, aparentemente es influenciado por la produccion diaria de
espermatozoides en el testiculo. La frecuencia de relaciones sexuales, Ginicamente afecta el tiempo de
estancia de los espermatozoides en la cauda, que en este caso actiia como un reservorio, afectando la
concentracion final de los espermatozoides en el eyaculado (14, 15).
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Cuando los espermatozondes entran al epxdldlmo tres camblos muy 1mportantes se llevan a cabo:

Reduccxon en cl volumen del ﬂu_;o del epldldlmo, debxdo ala reabsorcxon de iones y agua, que da como
rcsulmdo aumento en la concentrac:on de los espermatozondes.

inucién rapida de cloruro y bicarbonato y
K* y fosfato.

3, Sintesis de ﬁroieina’s e‘s‘p.ecit' cas del epid estas proteinas son secretadas en las microvellosidades
de las células principales del epndxdlmo. Su sintesis es dependiente de T y se unen a regiones particulares
de la cabeza yel ﬂage]o de los espermatozoxdes (14).:

anerencmmon de los espermatozoxdes en el epididimo:

1. En el epididimo, el nicleo de los espermatozoides desarrolla una resistencia a la descondensacion. Se
ha observado aumento de las uniones disulfuro de los residuos de cisteina de las nucleoproteinas de los
espermatozoides. Estos cambios aparentemente protegen el nicleo de los espermatozoxdes y aumentan la
rigidez de su cabeza para favorecer la penetracién de la zona pelticida del ovocnto. : ;

2. El acrosoma se une mas estrechamente al nticleo.

3. La membrana plasmanca sufre reorganizacién molecular mducnendo nuevas’ propledades antigénicas
indispensables para que el espermatozoxde adquiera la habilidad fertllxzante ;

4. Se presentan cambtos en los hpldos de la bxcapa hpxdxca de la membrana, ‘tales como aumento de la
fosfatidilcolina y.de la proporcién esterol/fosfolipido.: Estos cambxos estabtlxzan la membrana plasmitica
del espen-natozmde en su paso por el epxdldlmo (14) .

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

. Movilidad progresiva: en el caput, los espermatozoides son inmoéviles, el movimiento del flagelo esta
limitado a movimientos vibratorios. En la porcidn inicial del corpus, los movimientos son circulares o de
patrén irregular, en la porcion distal del corpus ya son capaces de moverse linearmente y en la cauda,
aunque ya tienen la capacidad de moverse progresivamente, permanecen inmoviles debido a las
caracteristicas de los fluidos de la cauda mencionados anteriormente (pH bajo, proporcion de iones, etc.).

2. Habilidad para unirse a la zona pelicida: La unién especifica de la cabeza del espermatozoide a la zona
peliicida es un prerrequisito para la fertilizacién. Las glicoproteinas que median la unién especie-
especifica son componentes intrinsecos de la membrana plasmaitica de los espermatozoides. Sin embargo,
los espermatozoides adquieren la capacidad de unirse a la zona pelicida dnicamente después de pasar por
el caput y entrar al inicio del corpus. Esta capacidad de union depende de proteinas de membrana de
origen testicular las cuales aparecen como proreceptores y se vuelven funcionales en el epididimo por la
accidén de proteinas dependientes de andrégenos secretadas al fluido del epididimo y depositadas sobre la
membrana plasmaitica. Esta capacidad de unién a la zona peliicida es independiente de la movilidad.
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3. Habilidad de Fertilizacion y sobrevida del embrién: La maduraciéon de los espermatozoides en el
epididimo incluye 2 potencialidades: Aptitud para fertilizar y aptitud para iniciar €l desarrollo del embrién
hasta su término. Ambas capacidades son expresadas tinicamente por espermatozoides de la cauda del
epididimo~y “son”adquiridas “progresiva e independientemente durante su paso por el epididimo. La
excepcion son los humanos y los monos marmoset (12, 14).

TESIS CON




Biosintesis de estrégenos: .

ILa biosintesis de esrégenos es catalizada por:-la enznmn c1tocromo P450 aromatasa. En humanos, varios
tejidos tienen la capacidad de expresar la aromatasa'y: pggAlo tanto de sintetizar estrégenos. Entre ellos se
encuentran las células de la granulosa’y el” cuerpo, luteo del ‘ovario, células de Leydig del testiculo, el

sinciciowofoblasto de la placenta, varios’ sitios:eniel:cerebro:incluyendo el hipotilamo, amigdala e
hipocampo, asi como también en te_] ldo adlposo, los condrocxtos y los osteoblastos, la piel y el higado en

la etapa fetal (16).

Testosterona y androstenediona son los principales substratos para la sintesis de estrégenos. En el
testiculo, las células de Leydig son las responsables de la produccién de andrégenos a partir de colesterol,
este evento es dependiente de estimulaciéon por la LH. Las gotas de lipidos que se encuentran en el
citoplasma de las células de Leydig estin compuestas principalmente de colesterol esterificado, el cual
deriva en parte de las lipoproteinas circulantes y en parte del colesterol sintetizado localmente en el
reticulo endopldasmico de las células de Leydig. Esta poza de colesterol esterificado sirve como substrato
de reserva para la sintesis de T. Después de la hidrélisis de los ésteres de colesterol, el colesterol libre se
mueve a la mitocondria, donde se lleva a cabo la reaccién limitante en la biosintesis de las hormonas

esteroides.

La conversiéon de colesterol a pregnenolona en la mitocondria es la primera reaccién en la sintesis de
todas las hormonas esteroides, dicha reaccidon es el paso limitante de la reaccidon y es regulado por
hormonas (17). En el testiculo, se encuentran involucrados 5 procesos enzimadticos en la conversién de
colesterol a testosterona. La cadena lateral del colesterol es escindida en 2 pasos para reducir el tamaiio de
27 a 19 carbonos, y el anillo A del esteroide es oxidado a la configuracién A, -3-Ceto. La reaccién inicial
en el proceso involucra la escision de la cadena lateral del colesterol por la 20, 22-desmolasa en la
mitocondria para formar pregnenolona. La conversion subsecuente de pregnenolona a testosterona
involucra en parte al azar y en parte de una manera ordenada una serie de reacciones enzimaticas. Para
que la segunda escisién de la cadena se lleve a cabo es necesario que ocurra 17a-hidroxilacién antes que
se termine la reaccién de la 17,20-desmolasa y ambas reacciones deben realizarse antes de la reduccién
de la 17-cetona por la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. En contraste, la oxidacién del anillo A del
esteroide por el complejo de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-A**-isomerasa puede realizarse en
cualquier etapa del proceso (18) (Fig. 6). Por lo tanto, €l momento en el cual la oxidacién del anillo A
ocurre, depende de la cantidad y afinidad de las enzimas por los diferentes substratos y la
compartamentalizaciéon de las enzimas dentro del reticulo endopldsmico. La via predominante en el
testiculo humano normal parece ser la via A% (4) con la liberacién final de acido férmico y formacién det
anillo A fendlico, caracteristico de los esteroides de 18 carbonos..

Aunque :la -1 7a-hidroxilasa y.- la' '17,20-desmolasa’ eran ‘ tradicionalmente consideradas como enzimas
separadas, la" purificacién y: reconstitucion in vitro de la actividad de la enzima, indica, que ambas
actividades residen en una sola enzima citocromo P-450 (P-450.,7). Mendelson y Cols. Reportaron que
una sola  cadena polipeptidica  tiene la capacidad para catalizar la secuencia completa de pasos
involucrados en’la conversién de esteroides C.;o con una estructura A*-3-ona, a un esteroide C._.1g con un

anillo A fendlico (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 oxidacién de los esteroides, acidos 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 nuimero de engimas con propiedades oxidativas, las cuales tienen
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alrededor de 500 amino idcidos y contienen un solo grupo heme. Se les denomina P-450 (pigmento 450)
debido a que todas exhiben un corrimiento caracteristico en el pico de absorbancia Soret de 420 a 450 nm
posterior a reduccién con mondxido de carbono. Todas las enzimas P-450 reducen O> molecular con
electrones donados por NADPH de acuerdo a la siguiente reaccion:

P450
NADPH+H " +O;+RH ® R-OH+HZO+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 sxempre una ﬂavoprotema. Los sitios de unién del grupo
heme de todas las enzimas P-450 tienen cxertos ammo cxdos en comuin, pero estas enzimas son bastante

heterogéneas.

Dos enzimas citocromo P-450 estan involucradas en la biosxntesis de andrégenos en las células de Leydig,
Ilamadas P450,., (colesterol side chain cleavage) y P450 74 (17 a-hidroxilasa/C,7.30liasa). El efecto agudo
de LH o cAMP es incrementar el transporte del colesterol a 1a membrana interna de la mitocondria donde
el colesterol se asocia con la P450,.¢ la cual cataliza’la ruptura de la cadena lateral del colesterol para dar
lugar al esteroide de 21 carbonos pregnenolona.’La‘conversién de esteroides de 21 carbonos para formar
androgenos C,s, requiere de la actividad de la P450,7,, l1a cual se encuentra en el reticulo endoplidsmico

liso.

P450,, cataliza 2 reacciones, la hidroxilacién de esteroides de 21 Carbonos a partir de progesterona o

pregnenolona (actividad de 17a-hidroxilasa ), seguida por la ruptura de la cadena lateral de carbonos
(actividad C,;3 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 1itimo paso en la biosintesis de esteroides de 18 Carbonos a
partir de andrégenos C;s en las células de Leydig. Este paso es catalizado por el mismo complejo de
aromatasa que opera en placenta y ovario. La formacidon de estrégenos involucra hidroxilaciones
secuenciales, oxidacién y remocién del carbono de la posicion 19 de la molécula del respectivo
androgeno (Testosterona o Androstenediona) y la consecuente aromatizacién del anillo A del esteroide.
P450 arom convierte andrégenos a estrégenos por 2 hidroxilaciones en el grupo metil del C-jo y una
tercera hidroxilacidn en el C_,, resultando en la pérdida del carbono 19 y la consecuente aromatizacién del
anillo A el cual produce la estructura fenélica caracteristica de los estrogenos. Esta serie de reacciones
requieren 3 pares de electrones donados por 3 moléculas de NADPH a través de la P-450reducrasa, para
convertir cada mol de androstenediona o testosterona a estrona o estradiol respectivamente, todo esto

ocurre en un mismao sitio activo (17).

Asociada con la P450arom se encuentra una flavoproteina, NADPH-citocromo P450reductasa, 1a cual es
una proteina esencialmente ubicua en el reticulo endoplasmico de la mayor parte de las células, y es la
responsable de transferir equivalentes reducidos de la NADPH a cualquier forma microsomal 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 1a citocromo P450.

El complejo de la aromatasa, parece estar presente en toda la -escala filogénetica de los vertebrados
incluyendo mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (21). Se encuentra en el reticulo endoplasmico de
casi todos los tejidos, principalmente en cerebro, gdénadas, 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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ratén (25). de células de la granulosa de ovario de ratas (26), génadas de peces, y cerebro de algunas
aves.

El gen CYP19:

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

Forma parte de la superfamilia de genes de la citocromo P450, la cual hasta hoy dia tiene mas de 481
miembros que pertenecen a 74 familias de genes. Esta localizado en la regidén q21.1 del cromosama 15.
Este gen tiene mas de 75 kb de largo, estd compuesto de 17 exones, de los cuales, 9 estan traducidos. El
gen incluye ademas, 8 exones no traducidos, situados en la regién 5°. La transcripciéon del gen esta
controlada por . promotores tejido-especificos, los cuales a su vez son regulados endocrina o
paracrinamente. La citocromo P450arorm, es hasta la fecha, el tinico miembro de la familia del gen 19,
designado CYP19. Esta-designacidn se basa en el hecho de que el grupo metil angular del C,, es el sitio
de ataque por el oxigeno (28, 29).

La regidn codificante comprende los exones II al X. El exén X contiene la regic’m de unién del grupo
heme (HBR) que es donde se encuentra el sitio activo de la enzima. En humanos ‘se encuentran ademas, 2
sitios de poliadenilacidon que dan origen a 2 mRNA que difieren en.el: tam:mo de‘su.regién 3’ no
traducida, uno de 3.4 kb y el otro de 2.9 kb. Rio arriba del ex6n II hay una'serie de exones I altermnativos
los cuales son cortados en la regién 5°no traducida del transcripto de una manera tejido-especifica. De
acuerdo al tejido, el tipo de exén I traducido es diferente, por lo tanto los mMRNA de la citocromo
P450arom serdan de diferentes tamarfios dependiendo del exén I 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 5 -terminal de
estos transcriptos difieren una de otra de una manera tejido-especifica, rio arriba de un sitio comiin en la
regién 5°- no traducida. También se encontré que estas regiones 5 -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-especifica.

La eliminacién de intrones y empalme de estos exones no traducidos para formar el transcripto maduro se
lleva a cabo en un sitio comuin 37, el cual esta situado rio arriba del sitio de inicio de la traduccién. Esto
significa que aunque los transcriptos en los diferentes tejidos tienen diferentes regiones S terminal, la
regidén codificante y por lo tanto la proteina expresada en los diferentes tejidos es siempre la misma. Sin
embargo, las regiones de los promotores situados rio arriba de c/u de los diferentes exones I no
traducidos, tienen diferentes cohortes de elementos de respuesta y por lo tanto la regulacion de la
expresion de la aromatasa en cada tejido que sintetiza estrégenos es diferente. Este patrén de expresidon
tiene gran importancia desde el punto de vista filogenético y ontogenético, asi como también desde el
punto de vista fisioldgico y fisiopatolégico de la formacion de estrégenos (30, 31)

La expresion de la aromatasa en las gonadas es regulada por cAMP y gonadotropinas debido a una
interaccién del promotor II gonadal con los factores de transcripcion CREB (proteina unidora del
elemento de respuesta del cAMP) y la SP1 (32, 33). El promotor 1.4 del tejido adiposo, es regulado por
citocinas clase I tales como interleucina-6 (IL-6), interleucina-11 /IL-11), oncostatina M, asi como por el

factor de necrosis tumoral-a (TINF-a) (34).
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La expresidn del gen en ovarios y testiculo utiliza un promotor proximal el promotor IT y por lo tanto los
transcriptos en el tejido gonadal contienen una secuencia en su reglon 5° termmal que esta inmediatamente
rio arriba del sitio de inicio de la traduccién(35, 36) (ﬁg. 7). :

Los transcriptos de placenta ‘contienen ‘en “su’ regwn ‘5 .1 no traducido el cual esta
localizado al menos 100 kb rio arriba del sitio de inicio de.la’ traduccxon en el exén II. Esto se debe a que
la expresidn de la aromatasa en la placenta es dlngIda desde un poderoso promotor placentario distal, L1,

rio arriba del exon I.1 no traducido. En contraste,’los transcriptos’en’el tejido adiposo tienen otro exén
distal no traducido, el L.4, el cual esta: locahzado en’ el gen, a’ 20 kb’ .rio abajo del exdén 1.1, utiliza el
promotor 1.4, y el tejido aberrante utiliza los promotores 1.3 y.el II'(37). En cerebro, ovarios y testiculo se
encuentra’ otro exo6n no traducido denommado exon lf el cual :se encuentra rio abajo del exén [.4 (38)

(fig. 7).
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ANTECEDENTES:

Aunque la testosterona es reconocida como el principal esteroide sexual en el varén, se sabe que los
testiculos son capaces de sintetizar tanto estrégenos como testosterona. Esta capacidad biosintética de los
testiculos para producir estrégenos ha sido reconocida en casi toda la escala filogénetica de los
vertebrados incluyendo mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (21). Los estrégenos son producidos en
pequefias cantidades en el testiculo y han sido reportados en el semen de diversas especies incluyendo
aves, roedores, perros, monos, y humanos (39-41); mas atin, en la mayor parte de los vertebrados que se
han estudiado, se ha reportado tanto actividad de aromatasa como también la expresion de su mRNA en

gonadas y en cerebro (39, 42, 43).

En humanos y en la mayor parte de primates no humanos, se ha encontrado biosintesis de estrégenos en
diferentes tejidos, tales como, placenta, ovarios, glindula suprarenal, testiculos, tejido adiposo y en menor
cantidad en el cerebro. Estos tejidos tienen la capacidad de sintetizar uno o mas de los tres principales
estrégenos a partir de su respectivo substrato, esto es, estradiol-17p, estrona y estriol son producidos a
partir de testosterona, androstenediona y 16 a-hidroxiandrostenediona, respectivamente.

También se sabe que la biosintesis de estrogenos es tejido-especifica, es decir, cada tejido posee la o las
enzimas involucradas en la biosintesis de cada estrégeno en particular, de tal manera que el principal
estrégeno producido por los testiculos y los ovarios es. estradiol-17B, el tejido adiposo produce
principalmente estrona, mientras que la placenta produce principalmente estriol (17, 44, 45).

La capacidad de los testiculos para producir estrogenos se conoce desde 1934, cuando Zondek reportd que
un alcohol crudo extraido de testiculos de caballo -tenia -actividad estrogénica (46), Beall en 1940,
demostré que la actividad estrogénica contenida en dichos extractos era debido a la presencia de estrona y
estradiol cuyas concentraciones eran muy altas' (47). La capacidad de los testiculos para sintetizar
estrogenos a partir de precursores de 2 carbonos fue demostrada después del desarrollo de técnicas con
marcadores radiactivos: Rabinowitz en 1956 reporté que homogenados de testiculo de humanos, perros y
gatos eran capaces de incorporar acetato marcado a colesterol, T, y 17B-estradiol (48). Posteriormente,
Baggett y colaboradores en 1959, obtuvieron evidencia directa de la conversién de T a estradiol a partir
de homogenados de testiculos de sementales (49). Estos reportes, fueron las primeras evidencias de la
produccidn de estrégenos por los testiculos.

Afios mas tarde se demostré que tanto las células de Leydig como las de Sertoli son las responsables de la
produccidn de estrogenos bajo la regulacion de las gonadotropinas hipofisiarias. En 1978, Dorrington y
colaboradores reportaron que células de Sertoli aisladas de testiculos de ratas de 5 a 30 dias de nacidas,
fueron capaces de sintetizar estrogenos cuando fueron estimuladas con FSH y que dicha produccién era
edad-dependiente (50). Estos hallazgos fueron confirmados por Pomerantz (51). Valladares y Payne en
1979, reportaron actividad de aromatasa en homogenados de testiculos de ratas adultas, al estimularlas
tanto con LH como con hCG, que esta estimulacion fue dependiente de tiempo y dosis de estimulacién.
Uno de los hallazgos mas importantes en este reporte fue sin lugar a dudas el hecho de que FSH no fue
capaz de estimular la actividad de aromatasa (52).

Mas tarde Tsai-Morris y Dufau trabajando con purificados de células de Leydig y de Sertoli provenientes
de ratas inmaduras (5 y 15 dias de nacidas), y ratas adultas (60 dias de nacidas), confirmaron que ambos
tipos de células tienen capacidad de aromatizacion pero que la actividad de aromatasa se incrementa en
las células de Leydig y disminuye en las células de Sertoli conforme avanza la maduracién del testiculo
(53). Inkster y colaboradores en 1995, reportaron actividad de aromatasa en células de Leydig de
testiculos humanos, a través de inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo generado contra la aromatasa

humana (54). { TES;S (‘ ——
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Aunque la funcion de los estrogenos producidos por los testiculos no es totalmente conocida, actualmente
se reconoce que juegan un papel fundamental en el varén. Durante la vida fetal son los responsables de la
masculinizacién del cerebro, lo cual induce la conducta de monta en los machos. En la pubertad y durante
la vida adulta regulan la secreciéon de LH (8, 55, 56)..Mais atn, estudios publicados por diferentes grupos
de investigaciéon han demostrado la presencia“de receptores para estrégenos (ER) en todo el tracto
reproductor masculino de aves, roedores, primates no humanos y humanos (57 - 60), cuya importancia
biologica se encuentra actualmente bajo estudio.: Estudlos recientes utilizando ratones ERKO (Estrogen
Receptors Knock Out mouse) demosu'aron que la ausencxa de receptores de estrégenos produce
infertilidad (61). ; .
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JUSTIFICACION:

Aun cuando los estrégenos han sido clasificados como hormonas tipicamente femeninas, existen muchas
evidencias que apoyan fuertemente la capacidad de los testiculos para sintetizar estrégenos y cuya
importancia biolégica en los varones todavia no ha sido totalmente establecida.

Estudios realizados en diferentes laboratorios para localizar la o las células productora (s) de estrégenos
en los testiculos han demostrado que esta capacidad biosintética depende de la edad, de la especie
estudiada, y del método de laboratorio que se utilice (50 - 54). Asi mismo los resultados pueden variar
dependiendo del tipo de material biolégico con el que se trabaje, es decir con homogenados de testiculos
completos (50), o con células de Sertoli y células de Leydig aisladas del testiculo (51-53). Entre los
diferentes métodos de laboratorioc empleados se encuentran estudios radiométricos (49), de
inmunocitoquimica (54), y también a través de RT- PCR (Transcripciéon Reversa a través del método de
Reaccién en Cadena de Polimerasa) (62). Estos trabajos han sido realizados principalmente utilizando
como modelo animal, especies inferiores, tales como, aves, ratas, y ratones, cuyos resultados, en términos
de filogenética, podrian ser muy diferentes de una especie a otra. En la mayor parte de los estudios
realizados utilizando testiculos humanos se han utilizado testiculos con alguna patologia, 1o cual no puede
evitar el sesgo que implica el trabajar con tejido patoldégico. Actualmente generalmente se acepta que las
células de Leydig son las responsables de la produccion de los estrégenos en el testiculo, sin embargo, se
ha publicado la presencia de la P450 aromatasa en las células germinales de testiculo de gallos y ratones

(39, 63).

Con el desarrollo de nuevas técnicas de Biologia Molecular, hoy dia, es posible obtener resultados mas
precisos, para determinar la localizacién y distribucion exacta de las células responsables de la
aromatizacion de andréogenos a estrogenos en el testiculo. Con el uso de técnicas de hibridacidn in situ,
utilizando un DNA complementario (cDNA) para el RNA mensajero (mRNA) que codifique para la
citocromo P 450arom es posible determinar con exactitud el o los sitios donde se lleva a cabo Ia
aromatizacion asi como también’ es posible cuantificar el RNA mensajero producido en estos tejidos a
través de técnicas de hibridacién en solucién y mas especificamente usando un método protegido contra

ribonucleasa (ribonuclease protection assay) (64).

En afios recientes, en el laboratorio del Dr. Resko, clonaron parcialmente un cDNA para el mRNA de la
citocromo P450 arom a partir de' RNA total ‘extraido de placenta de mona rhesus. Este cDNA ha sido
utilizado con éxito para localizar la distribucion del mRNA de la citocromo P450 aromatasa en cerebro de

mono rhesus (65).

Hasta la fecha se desconoce el papel que los estrégenos juegan en el tracto reproductor masculino en
primates humanos y no humanos, asi como sus acciones especificas. Ain mas, la distribucién, actividad y
expresion 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 practicamente inaccesible,
debido a las condiciones anatdmicas y fisioldgicas de los tejidos, asi como las implicaciones de tipo ético

para la investigacion en seres humanos.

En la actualidad existe gran interés en diferentes grupos de investigacién en conocer la participacién de
los estrégenos en la regulacion de la espermatogénesis, pues hasta la fecha ese rol se le ha atribuido
exclusivamente a las gonadotropinas hipofisiarias y a la testosterona. Nuestro interés en realizar este
estudio fue tratar de reconocer la capacidad de los testiculos y epididimos para producir citocromo
P450aromatasa, la enzima responsable de la produccién de los estréogenos (a través de la localizacién del
mRNA), su actividad ( midiendo la actividad de aromatasa), asi como también reconocer a la o a las
células que producen esta enzima (a través de la técnica de Hibridacién In Situ).
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Por tal motivo pensamos en la posibilidad de trabajar con un modelo animal que fuera anatémica,
bioquimica y fisiolégicamente 10:mas cercano al ser humano. Nuestro interés en trabajar con monos
rhesus machos como modelo animal es debido a que pertenecen a la familia de los primates, siendo estos
hlogenetxcamente, la relacion mas cercana a los humanos.

Los tejidos, ma[enal de laboratono y equnpo unhzado en este trabajo de investigacion fueron donados por
el Dr. John A. Resko, del depto. de Fisiologia de la Universidad de Ciencias de la Salud de Oregon, en los
Estados’Unidos de América: El entrenamiento’en histologia y manejo del tejido de testiculo y epididimo
fue proporcionado por el Dr. Rex Al Hess, de la’escuela de Veterinaria en la Universidad de Illinois, en
Urbana, Illinois. La sonda de 185 bp/de’la ciclofilina fue donada por el Dr. Sergio Ojeda del centro de
mvestxgacxon en pnmates no humanos de Benverton Oregon.
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OBJETIVOS:

1.- Vahdar y cuantificar la actividad de aromatasa en testxculo y epud:dxmo de Monos Rhesus.

2.- Determmar la dxsmbucnon de la CltOCl’OmO P450 aromatasa en testlculo y epldldlmo de monos Rhesus.

3.- Cuant:t‘ car las concentraciones del mRNA que codxﬁca para la CItOC!'OmO P450 aromatasa en testiculo
y epxdxdlmo. K

Determmar la o las c€lulas que producen el mRNA para la cxtocromo P450 aromatasa en testiculo y
epxdxdxmo. - e L

HIPOTESIS:

- Los testiculos y el epxdldlmo de los monos Rhesus tienen acnvxdad de Aromatasa. .

- Los testiculos y el ep'd dxmo de los monos Rhesus expresan el mRNA que COdIfCB pam la c1tocromo
P-bO aromatasa. B
3.- Las concentracxones del mRNA de la citocromo P450 aromatasa son mayores en el testxculo que en el
epididimo. 5 R

4.- El mRNA que codific para la citocromo P450aromatasa se encuentra heterogeneamente dxstnbutdo
en el tesuculo Y. el epxdxdlmo. PR . XUy Iy

18




DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA:
I. Disefio del estudio: Experimental, transversal, comparativo.
1I. Animales, Materiales y Métodos:

a) Animales:

Para los experimentos se utilizaron testiculos y epididimos de 10 monos Rhesus (macaca mulata) adultos,
sanos, edad entre S y 10 afios, 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
Beaverton, Oregon). Los animales se mantuvieron en jaulas individuales, a temperatura constante de 25°
C, con periodos controlados de luz-oscuridad de 12 horas cada uno (7:00 AM a 7:00 PM) (fig. 8%). Se les
administré una dieta especial para monos manufacturada por los Laboratorios Purina, recibieron
complemento de fruta fresca y agua ad libitum. Estuvieron bajo la supervisién del grupo de Veterinarios
del Departamento de Cuidado de Animales de Laboratorio de la Universidad de Ciencias de la Salud del
Estado de Oregon (OHSU). Todos los procedlmxentos que se realizaron durante el manejo de los animales
fueron aprobados por el Comité Institucional para el-cuidado de los animales de OHSU, de acuerdo a las
normas establecidas por los Insututos Nacionales de Salud de los Estados Unidos.

traves‘ de orquiectomia, ba_]o anestesia  general con
0 mg/Kg/IV Se realizé -una incisién-en .la linea media
tumca vagmahs Postenor a la orqu:ectomxa Ios vasos se

Los testiculos y epldldlmos se obtuvxero
hidrocloruro de Ketamina a’la: dosxs de'
supraescrotal, se cortd el miisculo crema
ligaron con la técnica de mple hg d

b) Manejo de los Tejidos:
Inmediatamente después de la orquiectomia, los testiculos y epididimos se colocaron en hielo y se
separaron en cada una de las regiones anatémicas.-El epididimo a su vez se dividié en sus 3 componentes,
caput, corpus y cauda (fig. 8b-h)..Una vez separados se cortaron en pedazos de aproximadamente 1.5 cm®.
El tejido que se utilizé para probar la actividad de aromatasa y la cuantificacién del mRNA se congelé
inmediatamente en hielo seco y posteriormente se colocé en viales ¥ se guardd a -80° C hasta el momento
de su utilizacién. El tejido que se utilizé para la Hibridacién In Situ se procesé de 2 maneras diferentes. 1)
Tejido fijado por inmersién: Se cortaron pedazos de 2 cm® y se fijaron en paraformaldehido (PFD) al 4%
por 4 horas, posteriormente se colocaron en viales conteniendo sacarosa al 20% en buffer de fosfato toda
la noche (aproximadamente 18 horas) en un rotor con agitaciéon constante y a temperatura constante de 4°
C. Al dia siguiente el tejido se corté 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, €l tejido se congelé en isopenmno enfriado en hielo seco a -56° C. Se
envolvieron en papel aluminio debidamente etiquetado con el nimero del mono y el tejido, finalmente se
guardd a -80° C hasta el dia que se cortd en el criostato. 2) Tejido congelado en fresco: Se cortaron
pedazos de 0.5 cm® sobre hielo, posteriormente se colocaron en los criomoldes con O.C.T., se etiquetaron

y se congelarona -80°C.

TZ?SIS co,
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c) Metrodologias :

N

Py

Cuantificacion de Hor Ester

Para comparar la concentracién de, estrona (E,). estradiol (E,), androstenediona (A), dihidrotestosterona
(DHT) y testosterona (T) de la vena espermitica, versus sangre periférica, se obtuvieron muestras de
sangre el dia de la orquiectomia. La muestra de sangre periférica se obtuvo a las 8 de la maifiana, a través
de un catéter cardiaco y la muestra de la vena espermaitica se obtuvo al momento de la castracion (fig.
8b). El suero se separd centrifugando las muestras a 2500 rpm, por 10 minutos y se guardaron a —20° C
hasta el dia de su andlisis. Las muestras se procesaron de la siguiente manera: Los esteroides se extrajeron
de cada muestra agregando 7 ml de éter a cada muestra, mezclando por inversién durante 2 minutos,
posteriormente se centrifugaron a 1 500 rpm a 4° C por 5 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 65:20:15. Con las fracciones recolectadas, se realizd Radioinmunoanalisis 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 1a Aromatasa:

Esta prueba esta basada en la cuantificacion del agua tritiada formada a partir de la androstenediona
marcada con Tritio en la posicién 1-8, (1-B-H-A,). El tritio en la posicién 1-B, es perdido
estereoespeciﬁcamcnte durante la aromatizacién, ya que se produce una molécula de agua por cada
estrogeno formado. La estequiometria de la reaccién puede valldarse. comparando la cantidad de agua
tritinda generada a partir de la androstenediona con la cantidad de 7-*H-E, y 7-*H-E. producida a partir de
la androstenediona (66).

Para validar la prueba en estos tejidos, se realizé una comparacidn entre la cantidad de estrégeno formado
por los microsomas del testiculo con la prueba del agua:tritiada vs la cantidad determinada por producto
aislado de estradiol-17- (E:) y Estrona (E,;). Encontramos 99 1 +' 20 fmoles de estrégeno producido/mg
de proteina/h con la prueba de producto aislado vs:108.0:%.3.5 fmoles de agua tritiada producida/mg de
proteina.h (n=10, los valores representan el X + EEM) ‘No. ‘hubo diferencia significativa entre los valores
obtenidos en ambas pruebas, p> 0.05, tde student. : i

Para determinar la concentracién de substrato,'la temperatura y el tiempo de incubacioén, asi como la
cantidad de microsomas por cada regién estudiada, se realizaron curvas de saturacion previamente a los
ensayos. Se incubaron concentraciones crecientes de substrato en la presencia de un sistema generador de
NADPH. Se obtuvo una concentracién de 300 nM para la androstenediona, 37° C de Temperatura,
dilucidn de los microsomas 1:100 en los testiculos y 1:200 en el epididimo y el tiempo de incubacion fue
de 1h. La constante de Michaelis Menten (Km) para los microsomas del testiculo fue de 100.4 nM (fig.9).

Para la prueba de la actividad de la aromatasa se utilizaron homogenados de testiculo, caput, corpus y
cauda del epididimo, en una proporcién 1:10 w/v, 100 ug de tejido: 1000 pl de buffer de homogenizacion
(Fosfato ‘de Potasio 10 mM, KC1 100 mM, DTT 1| mM, EDTA 1mM), 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 min a 4° C. El sobrenadante se centrifugé a 107, 000 X g X 10 min a 4°
C. Para obtener los microsomas, la pastilla se resuspendio con 100 ul de buffer de incubacidon (Glucosa-6-
Fosfato 5 mM, NADP+ 1mM, Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa 2U/ml, KOH 2N) y se sonicé por 20
segundos. Los microsomas se incubaron durante 1 hora, a 37° C con 300 nM de 1-B->H-Androstenediona
preincubada durante 30 min. La reaccién se detuvo, agregando @cido tricloroacético al 10% y 20 mg de
carbén neutro/ml. Las muestras se centrifugaron a 1000 X g X 10 min a 4° C. El sobrenadante se separd a
través de una columna empacada con resina de intercambio idnico grado analitico AG SO0W-X4, 50-100 y
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100-200 mesh, (Biorad), y se eluyé con 1 ml de agua desionizada (fig. 10). La elusién se recuperd en un
vial de centelleo y se contéd durante 10 min. en un contador de centelleo (3. Para mayores detalles del
procedimiento ver descnpcnon de la tecmca en la Ref. (66). Cada muestra se corrié por duplicado, usando
como control positivo, mlcrosomas de: placenta ¥. como control negativo, microsomas de muisculo
femoral. El coet‘cxente de’ o'ﬁle de 1. 9%.

La actividad de aromatasa se calculo con la

dpm de la muestra — dgm del blanco
v’I—LO recuperada

1gu;entq fqnnula:

‘dpm corre gida de la muestra

dpm correglda ‘de’la mues!ra Ci del pr
222 x 10" Ci/ dpm ArEE

‘Cidel groducto mmol de producto
.5 Cdmmol (Actlvxdad Especnt‘ca) ’

mmol = rnol mol™** ‘= fmol
1000 L i
fmol ™ = fmol/mg de proteina/h

mg de protema por ensayo

Hlbrldnc ’n en soluclon e Hibridacién in situ:

Smtesns de la ribosonda:

Para sintetizar el sentido y el antisentido de la citocromo P450 aromatasa, se utilizé un cDNA especifico
para la citocromo P450arom clonado de placenta de mona rhesus, del tercer trimestre, generado por RT-
PCR. de los exones II al V. Esta sonda fue clonada previamente en el laboratorio del Dr. Resko. El
templete de cDNA para el sentido se linearizé con 100 U de la enzima de restriccién HIND IIT /10 ug del
c¢DNA circular. El templete de cDNA para el antisentido se linearizé cortando el cDNA con 60 U de la
enzima de restriccion xhol/10 pug del cDNA- circular. El dia anterior a la hibridacién in situ se
sintetizaron las ribosondas utilizando 500 “ug " del’ respectivo templete de cDNA linearizado. La
transcripcion del antisentido se realizé con ' RNA polimerasa sp6 y el sentido _se transcribié con RNA
polimerasa T7. Se utilizé6 como marca radiactiva UTP marcado con 3P (actividad especifica
2000Ci/mmol), 125 uCi para el sentido y 125 nCi para el antisentido, respectivamente. Las ribosondas
generadas in vitro, se purificaron a través de una columna de sephadex G-50 (Nick Column, Pharmacia),
se eluyeron con SET buffer (SDS 1%, TRIS 10 mM, EDTA ImM, pH: 7.4 ). La concentracién de cada
ribosonda se calculd contando 1 ul de cada una en un contador de centelleo 3 y se guardaron a -80°C. El
dia de la hibridacion se desnaturalizaron a 90° C por 10 minutos y se diluyeron con 75 ul de buffer de
hibridacién para obtener una concentracién final de 1.5 X 10° dpm. (La concentracién final de las
ribosondas se obtuvo de una curva de saturacion que realicé previamente) La Ribosonda para la
- Hibridacién en solucién se marcé con **P a una concentracién final de 500 000 cpm/10 ug de RNA

total/30 ul de buffer de hibridacion.

TI‘ C;E hd P
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Hibridacion en Solucién:

TRT
1

Para la hibridaciéon en solucidn, usamos el ensayo protegido con ribonucleasas (Ribonuclease Protéction
Assay). Este ensayo utiliza una técnica altamente sensible desarrollada para detectar y medir la
abundancia de un mRNA especifico a partir de RNA total extraido de algin tejido en particular. La
prueba utiliza la transcripcién in vitro del antisentido de una sonda de mRNA marcada con **P que se
hibrida en solucién a su mRNA complementario. Posteriormente, las cadenas de RNA que no hibridaron
son digeridas con ribonucleasa T1, 900U/350 nul de buffer de digestion, seguidos por remociéon de las
RNAsas con proteinasa K. Para obtener los complejos cRNA:mRNA se realiza una extraccion con fenol y
los fragmentos de cRINA se aislan a través de electroforesis. Esta prueba es quizi la mas exacta para
medir mMRINA ya que se requiere una secuencia perfecta de nucleétidos entre el mRNA y la sonda para
obtener una proteccién completa del hibrido formado, contra las ribonucleasas que se utilizan para
remover todo el RNA que no hibridé con su complementario, para mayor detalles de la técnica ver Ref.
(64). La sonda de RINA 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 especifica a la citocromo P450arorm. Como control intraensayo se utilizé una sonda de ciclofilina
de 185 bp marcada con **'P, 500 cpm/10 ug de RNA total.

Procedimiento de la Hibridacién 7n Situ:

Hibridacion /n Siru:
La hibridacidén es un proceso por el cual dos cadenas de acidos nucleicos de una sola cadena, se unen a

través de uniones de hidrégenos para formar pares de bases complementarias. La técnica de Hibridacién
In Situ tiene los mismos principios de Biologia Molecular que los usados en las técnicas de hibridacién en
soluciéon o el Northemn blot, que implica el uso de una sonda de cRNA que se hibrida al mRINA especifico
localizado en el tejido o la célula de interés. Sin embargo la hibridacién in situ, ofrece la ventaja de
combinar los resultados de Biologia Molecular con la Histologia del tejido o la célula bajo estudio de tal
manera que es posible obtener la localizacidn precisa y exacta de la o las células que producen el RINA
mensajero de interés. Para realizar la hibridacién in situ de los tejidos, generamos una ribosonda de 456
bp marcada con **"P. La metodologia utilizada en este trabajo, es una mezcla de diferentes metodologias

(67, G8).

Preparacién 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 adhesién de los tejidos. Las laminillas se fijaron por 20 minutos en PFD al 4% , posteriormente
se secaron al vacio y se guardaron a -80° C hasta el dia de 1a hibridacién.

El dia de la hibridacion, las laminillas que no habian sido fijadas previamente, se fijaron en PFD al 4%
por 20 minutos. Posteriormente se trataron con 1.0 pg/ml de proteinasa K, se acetilaron y posteriormente
se prehibridaron en buffer de hibridacién por 1 hora a 56° C. El buffer de hibridacién contiene 65% de
formamida, 50% de Sulfato de dextran, 100 mM de EDTA, 100 uM de DTT, 125 pug/ml de RNAt de

levadura.

Las ribosondas sintetizadas el dia anterior y marcadas con **P, se desnaturalizaron a 90° C por 10 minutos
y posteriormente se diluyeron con buffer de hibridacién a una concentracién final de 1.5 X 10° dpmv/75ul.
Cada una de las_laminillas se hibridaron con 1.5 X 10° dpm de la respectiva ribosonda (sentido o
antisentido) durante 18 horas a 56° C. Al dia siguiente de la hibridacion las laminillas se lavaron con
buffer de astringencia (cloruro de sodio, citrato de sodio) a 60° C. Las cadenas de RNA que no hibridaron
se digirieron con Ribonucleasa A. Para remover lo que se hubiese unido inespecificamente, las laminillas
fueron sometidas a lavados astringentes con una solucidon 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 autoradiograf‘a de la reaccfén, las laminillas se expusieron por 10 dias a una pelicula para
autoradlografa de alta resolucxon (hiperfilm B-max).

Una vez obtemda' la autoradxograf'a, las laminillas se cubrieron con una emulsidn de granos de plata
(NTB:3 ‘emulsién ‘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 termind el
tiempo de e'{pOSICIOH, se .revelaron las laminillas con solucién reveladora de Kodak, se tifieron con
hematoxilina 'y ‘eosina 'y se deshidrataron con diferentes concentraciones de etanol. Finalmente se
cubrieron con’ un’ ponaobjetos utilizando medio de montaje y se observaron al microscopio de luz y de
campo oscuro para evaluar la reacciéon de hibridacién. Como control positivo se hibridaron, cortes de
placenta de mona rhesus de 130 dias de gestacidon con la ribosonda antisentido de la citocromo marcado
con **P-UTP. Como controles negativos se hibridaron cortes de testiculo, epididimo y placenta con el
sentido de la ribosonda, marcado con **P-UTP y/o buffer de hibridacién con marca radiactiva, sin la
ribosonda. La concentracién de las ribosondas, la temperatura, el tiempo de hibridacion, la temperatura
para los lavados de astringencia y el tiempo de exposicién de la autoradiografia a los granos de plata, se

estandarizaron previamente.

III. Anailisis Estadistico: La actividad de aromatasa’y la concentracion de mRNA en testiculo, caput,
corpus y cauda fue analizada a través de Analisis de.la Varianza entre grupos seguido por la prueba de
rangos multiples de Newman Keull..Las:diferenciasien la concentraciéon de la aromatasa vs la forma
truncada de la enzima (transcriptos de 300 y 456 nt),'asi‘como las concentraciones de esteroides en vena
espermdtica y vena periférica se anahzaron utxhzando t 'de student. Se realizé previamente, prueba de
homogeneidad de las varianzas. :las;/ " varianzas . eran diferentes, los datos se transformaron
logaritmicamente. Para el andlisis de ,]os]"datos‘sé utilizé el programa para anilisis estadistico, GB

STAT(Dynamic Microsistems Inc., Silver Spring, MD).

R e
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RESULTADOS:
Radioinmunoan:ilisis 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 espermatica, comparadas con los valores obtenidos en sangre periférica y son mostrados en el
cuadro 1 y en la Fig. 11.

Ensayo Radiométrico del *H,;O 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 testiculo vs. el caput del epididimo (259 + 17 vs. 214 + 31). Se encontré una diferencia
significativa entre los valores encontrados en testiculo 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 misculo femoral
(37.4 = 5.5) también presenta AA en una concentraciéon semejante a la. encontrada en la cauda del
epididimo. Como era de esperarse la actividad de aromatasa en placenta fue muy alta (22 285 + 405). Los
valores son el promedio y el error estandar de la media, con una n=10, (fig. 12).

Hibridacion en solucién (ensayo protegido con ribonucleasas): | "~

Los resultados del ensayo protegido con ribonucleasas (RPA) son mostrados en el cuadro 3 y en la Fig.
13A y 13B. La sonda de 456 bp clonada de los. exones II al V del gen de la citocromo P450aromatasa,
proteglo 2 transcriptos en testiculo.'Uno que puede corresponder al transcripto completo de la aromatasa y
otro mas pequefio que 'de acuerdo a reportes:previos de otros autores (38, 65) podria corresponder a una
forma truncada de la aromatasa.’ Con base en estos antecedentes, utilizamos una sonda de 254 bp, clonada
de los exones Il -y Il por, el ‘grupo ‘del! Dri Charles Roselli, en OHSU. Esta sonda fue clonada para
detectar unicamente al transcnpto completo de.la’aromatasa. Los resultados pueden observarse en la Fig.
13B y demuestran la presencla de la forma completa de la aromatasa en testiculo, corpus y cauda del

epididimo. -

Hibridacién In Sz;lu: g

Los resultados de la hibridacidn in situ en testiculo, claramente demuestran la presencia del mRNA de la
citocromo P450arom en el espacio intersticial, especificamente en las células de Leydig, donde la seiial es
fuertemente . positiva. También encontramos una sefial menos intensa (comparada con las células
intersticiales) en el area basal que rodea a los tibulos seminiferos, especificamente en las
espermatogonias y estadios tempranos de la espermatogénesis. En algunos tubulos pudimos detectar la
seflal en espermatocitos en estadio de paquiteno. También pudimos encontrar una sefial de hibridacién
mas débil en algunas células que por su situacién dentro del tiibulo ¥ por su morfologia corresponden a
las células de Sertoli (Fig. 14). Sin embargo, durante el desarrollo de la técnica de la hibridacién in situ, el
tejido es sometido a temperaturas muy altas, asi como a astringencias muy altas y bajas, lo cual hace
dificil en algunos casos obtener una excelente resoluciéon de las células. Como era de esperarse, se obtuvo
una fuerte sefial de hibridacion en los cortes de placenta hibridados con la sonda antisentido marcada con
33p (Fig. 15 Al, A2), en contraste con la ausencia de hibridacién en los cortes de placenta hibridados con
la sonda sentido marcada con >*'P (Fig. 15 A3, A4). No encontramos ninguna sefial de hibridacién cuando
incubamos cortes de testiculo con la ribosonda sentido marcada con **'P (Fig. 15 B1-4) o con el buffer de
hibridacidn sin marca radiactiva (Fig. 15 C1-4).
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La Fig. 16 muestra cortes subsecuentes de testiculo hibridados con la sonda antisentido (A, campo claro,
B, campo oscuro, C, campo claro 100X o sentido (D, campo claro, E, campo oscuro, F, campo claro
100X) marcadas con *¥P. La"sefial de hibridacién puede observarse en las c€lulas de Leydig, en las
células germinales rodeando al:tibulo, en las células de Senoh, asi como también en espermatocitos en

paquiteno.

Con respecto al epldldl eron’ muy dificiles de interpretar ya que ¢l masculo
liso que rodea al mibulo® presenta una‘alta’ autoﬂorescencxa. Sin embargo pareciera ser que en el caput, la
sefial se encuentra’ pnncxpalmente en; las celulas basales y.en las células del musculo liso que rodean al
tubulo (Fig. 17.C, nal parecnern estar en la cabeza de los espermatozoides

(Fig. 17 G-L).
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DISCUSION:

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, claramente demuestran que los testiculos de los
monos rhesus son el principal sitio de sintesis de estrogenos. Esta afirmacién es apoyada en la evidencia
de que las concentraciones ‘de estrona y estradiol fueron significativamente mayores en la vena
espermitica comparada contra las concentraciones encontradas en sangre periférica.

Nuestros resultados  también. demuestran que los testiculos y el epididimo de los monos Rhesus
metabolizan andrégenos a estrégenos ya que ambos presentan actividad de la aromatasa (AA), la cual
disminuye paulatinamente ‘del caput a la cauda del epididimo. Estos hallazgos sugieren la presencia de
una enzima activa en estos tejidos, cuya sintesis y/o actividad podrian estar reguladas de manera tejido-

especifica.

Nitta y cols. reportaron en ratones, la presencia de AA en células germinales, espermitides redondas y
elongadas y en el flagelo de espermaitides tardias (63). Este mismo grupo de investigacion, trabajando con
ratas, reportd la presencia de AA en espermatocitos en paquiteno, en espermitides redondas, y en una
mezcla de espermadtides redondas y elongadas. Asi mismo encontraron que la AA estuvo presente en
espermatozoides recuperados del epididimo y que esta actividad disminuia del caput a la cauda (62).
Levallet y cols. de igual manera, demostraron la presencia de una proteina de 55 kDa en tibulos
seminiferos de ratas maduras y en preparaciones de células germinales, asi como AA -en.células
germinales. espermatocitos en paquiteno y en espermatozoides maduros. (69). Este grupo:también.
encontré que de acuerdo al estadio de maduracion de las células germinales habia una relacmn mversa
entre la cantidad de mRNA y la actividad biolégica de la enzima. :

El papel fisiologico de los estréogenos sintetizados en el epididimo no se’conoce’ por.‘completo,
especialmente en primates no humanos. Sin embargo,:en-monos Rhesus, se han encontrado receptores
para estrogenos (RE) en concentraciones altas en las células no ciliadas, absortivas, de los conductos
eferentes (c. e.) y estin presentes también en el epididimo en: concentraciones mas bajas (58). La
presencia de RE en estos tejidos podria significar que los estrégenos sirven para alguna funcién especifica
en los testiculos y en el epididimo de primates no humanos como sucede en otras especies animales.

Saunders y cols. reportaron en humanos y en monos, la presencia de B-RE en células de Leydig, células
mioides peritubulares y células germinales del testiculo incluyendo, espermatogonias, espermatocitos en
paquiteno y células de Sertoli. También estuvieron presentes en el niicleo de las células epiteliales y del
estroma en los conductos eferentes, epididimo, vas deferens y vesiculas 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 epididimo(70). Algo muy notable en ese trabajo fue que
encontraron pérdida de la expresion del a-RE  en la transicién del epitelio de los c. e. a la cabeza del
epididimo lo cual contrasté con la persistencia de los B-RE. De igual manera, Mikinen y cols. reportaron
la presencia de B-RE en el nticleo de las espermatogonias, espermatocitos y espermaitides tempranas lo
cual sugiere que los esrdégenos a través de sus receptores, pueden estar involucrados en la maduracion de

los espermatozoides (71).

Los estrégenos aparentemente regulan la reabsorcion de fluidos en el lumen de la cabeza del epididimo,
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 epididimo, ya que presentan presion negativa asociada con dilatacién del
lumen del epididimo y de la rete testis, ademas de atrofia testicular y trastormos de la espermatogénesis

(72).
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Los estrogenos aparentemente modulan la expresion de algunas proteinas que participan directamente en
la reabsorcion de fluidos, y en la concentracion de sales y iones. Tal seria el caso de la aquaporina-1, cuya
expresion en los conductos eferentes es modulada por estrogenos. Fisher y cols. reportaron que la
administracién de dietiletilbestrol (DES) en la etapa neonatal a ratas y monos marmoset, no solamente
disminuye la sintesis de aquaporina-1, sino que también disminuye la reabsorcién de fluidos en el
epididimo y la rete testis (73). Las células principales y las células apicales, que son las responsables de la
reabsorciéon de liquidos, iones, proteinas y gota citopldsmica en el epididimo, tienen receptores para

estrogenos (74).

Otro estudio demostré que los estrégenos a través del a-RE son los responsables de la expresion del
Intercambiador Na/H3 (WHE3), en los conductos eferentes y por lo tanto influye en la reabsorcién y
transporte pasivo de:agua. Otro hallazgo importante en este mismo trabajo es el hecho de que los
estrogenos aparentemente son necesarios para mantener la arquitectura celular en estas células epiteliales

(75)
Oliveira y. cols. utilizando el antiestrégeno ICI 182780 en ratas adultas, durante 100 y 150 dias,
encontraron dilatacidon del lumen de los tibulos seminiferos, de la rete testis y de los conductos eferentes,
ademas de atrofia testicular e hipoespermatogénesis severa con predominio de células de: Sertoli.- Este
compuesto inhibe tanto al a-RE como al B-RE. Estos resultados proporcionan claras evxdencxas del papel
de los estrégenos en el tracto reproductor de los machos (76). ; ;

Los estrégenos en el epididimo podrian participar en la maduracion de los espermatozoides,
especificamente en la adquisicién de motilidad y la capacidad para fecundar un Jdvulo. Los
espermatozoides que llegan al epididimo son, inméviles y no tienen la capacidad para fertilizar al évulo.
Estas 3 caracteristicas las adquiceren en su paso por el epididimo. Hinrichsen y Blaquier demostraron en
humanos, que tnicamente los espermatozoides recuperados de la regidon de la cauda son capaces de
penetrar ovocitos de Hamster (77). Cummings, demostré en ratas, que los espermatozoides recuperados
de la cauda son fértiles, presentan reaccién acrosomal y motilidad, en contraste con los espermatozoides
recuperados del caput los cuales eran infértiles, no presentaron reaccién acrosomal y la movilidad casi
nula (78).Ya desde el siglo XIX, Hammar y Walker demostraron que los espermatozoides de la parte mas
distal del epididimo (cauda) son mas méviles comparados con los obtenidos de la regién del caput. Young
mads tarde en 1929 y 1930 demostré que no tnicamente aumentan su motilidad sino también su fertilidad.
El reporte reciente de un ER en la cola de los espermatozoides en humanos, de alguna manera sugiere que
los estrogenos, especificamente el 17-B-estradiol, pudieran participar directa o indirectamente en la

motilidad de los espermatozoides (79).

Nuestros resultados de la hibridacién in situ (ISH) demostraron como era de esperarse, una sefial de
hibridacidén muy intensa en las células de Leydig y una sefial de hibridaciéon menos intensa en las células
germinales, espermatocitos en paquiteno y en células de Sertoli. Estos hallazgos sugieren que los
estrégenos aparentemente participan de manera activa en diferentes etapas de la espermatogénesis.

Por ejemnplo, en ratones en los cuales se les anula experimentalmente el a-RE (¢aERKO mouse), o ambos,
_ aB-ERKO, presentan dilatacion de los tibulos seminiferos, trastornos de la espermatogénesis,
astenozoospermia y son incapaces de fertilizar 6vulos in vitro (61, 80, 81). De igual manera los ratones
modificados genéticamente y en los cudles 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
detencion de la espermatogénesis en la etapa de espermiogénesis temprana (espermatides redondas y
alargadas) sin cambios en las células germinales ni las de Sertoli. Al afio de edad, estos ratones presentan
disminuciéon severa del nimero y de la movilidad de los espermatozoides maduros
(oligoastenozoospermia), especialmente en la cauda del epididimo. Algunos presentan ausencia de

-
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espermatozoides (azoospermm) También presentan disminucién muy importante o ausencia de cépula
(82, 83).

De igual ,n-’lzy\nera,,ely, tratamiento de monos bonnet con el inhibidor de la aromatasa CGP 47645 por un
periodo.:.de ;150 . dias. provocé aumento de la Testosterona basal y noctuma, ademas de
oligoastenozoospermia severa con detencion 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). Quiza las evidencias clinicas mas contundentes para esta aseveracion son los reportes
de Morishima (86), quien reporté a un varén con ausencia genética de la aromatasa que es estéril y Smith
y cols. quienes reportaron un varén estéril con una mutacién en el gen del ER en el codon 157, que resulté
en una proteina truncada con la consecuente insensibilidad a los estrégenos (85). A pesar de que la
concentracion de espermatozoides es normal en este paciente (25 millones/ml), 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 acomparié de niveles sanguineos bajos de
estrogenos, oligozoospermia severa (1 millén/ml e inmovil) y detencidn 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 ademads con
todas las secuelas clinicas de la ausencia de estrégenos como son, la presencia de osteoporosis, ausencia
de cierre de las epifisis, hiperlipidemias y alteracidn de la tolerancia a la glucosa. Estos datos sugieren que
la accion de los estrégenos es necesana para el desarrollo normal de la espermatogénesis en humanos.

Nuestros resultados también demuestran que los testiculos y el epididimo de los monos rhesus sintetizan
el mRNA que codifica para la aromatasa. Nuestra sonda de 456 bp protegié 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 mas pequefio, de
aproximadamente 300 nt, es mas abundante que el de 456 nt, en testiculo y epididimo, 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 expresion de la aromatasa en los diferentes tejidos, en humanos y otras especies
animales, es regulada por el uso de multiples promotores alternativos y exones I no traducidos (29, 88).
Resko y cols. describieron la presencia de una forma mads pequeila 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 [-1I1, ¥
por consiguiente, presenta pérdida de la zona de anclaje a la membrana del reticulo endoplasmico, es
expresada en cerebro, testiculos y ovarios, es transcrita por el promotor 1f y algo muy importante es el
hecho de que conserva los exones IX y X, que es donde se encuentra la region de unién del grupo heme y
por lo tanto la actividad catalitica 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 cataliticamente 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 tipica. Se ha postulado que esta forma truncada
de la aromatasa pudiera no estar asociada al reticulo endopliasmico y por lo tanto quiza estara
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desconectada de su contraparte Redox, citocromo P450 NADPH-reductasa, una asociacion necesaria para
que ocurra la aromatizacion. Sin embargo a la fecha se desconocen las condiciones en que opera in vivo
esta forma truncada de la enzima. .

En los alcances de este’trab 'sabemos cudl es la relacién entre la forma truncada de la aromatasa y
su contraparte la citocromo P450 reductasa, en testiculo y muy especialmente en el epldldlmo Si
estuvieran acopladas, podna ser activa. Quiza las concentraciones de los 2 transcriptos y su proteina en el
testiculo y en el epididimo no'son estiticos sino estin constantemente cambiando. Si esto fuera asi, la
habilidad de acoplamiento entre las dos partes del complejo enzimatico, podria ser parte de un mecanismo
regulatorio para limitar la produccidn local de estrogenos. Esta hipdtesis es compatible con la idea de que
pequeiias cantidades de estrégenos son requeridas en los diferentes estadios de la espermatogénesis pero
la sobre expresion de la aromatasa conlleva a patologia (91).

Entre los mecanismos de control del gen en los eucariotes se encuentran 1) Control de la frecuencia de la
transcripcion de un gen determinado 2) Controlando como el transcripto primario es cortado, empalmado
y procesado y 3) activando, inactivando o compartamentalizando selectivamente, moléculas de una
proteina especifica después de que han sxdo elaboradas (92)

Por otra parte, Kitawaki y cols. quxenes t:raba_]aron'con placenta humana, demostraron que la actividad
catalitica de la aromatasa no necesanamente ‘correlac 'xona on el nivel de protema de'la P450arom, ya que
la catélisis puede ser afectada’ por diversos’ factor les” como la concentracién de NADPH-
citocromo P450 reductasa, fosfohpldos Y. otros ‘eit “de.incorporacién: del'grupo. HEME, o

‘actividad de la enzi
std estrictamente regulada a nivel de'la expres:on del

podria indicar que la actividad de la‘aromatasa

RNA y que otros mecanismos para ‘esta’ regulacxon deben ser considerados. Otra explicacién seria que

ficar la actividad de la enzima.

factores presentes en el epxdldxmo pudleran mod

Con base en todo Io antenormente d SC » P driamos postular que los estrégenos producidos por el
testiculo 'y’ el epididimo; participan en’ alguna funcién biolégica. En testiculo podrian regular algin o
algunos estadios de-la’ espennatogene51s y ejercer una regulacion paracrina sobre las células de Leydig
para modular la sintesis de testosterona. El hallazgo de un receptor de estrégenos en las células de Leydig
apoyaria esta ultima hipdtesis (74,94, 95). En epididimo, los estrégenos podrian participar, de manera
directa o indirecta, en la maduracién y la capacitacion de los espermatozoides, (modulando la expresion
de proteinas, o activando factores locales), asi como también en la regulacién de iones y fluidos que
determinan en parte, la concentracién y movilidad de los espermatozoides.
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Cuadro 1. Concentracion de esteroides en la vena espermatica y sangre periférica

Esteroide Vena Espermatica Vena Periférica
promedio £ EEM promedio + EEM I I N
Tcstostero‘na'k* ‘ 22.68 + 7.03 ng/ml 854i 125ng/ml
Androstenediona - 1.66 + 0.64 ng/ml ' 0.46 i’q.oQ né/iﬁ;
Eswadiol** . .66x20pghml . 12¥2pgml
Eswona®* . 4—61511-p’g/m o a3 pym

*p< 0. OOOl T de student entre las concentraciones en vena espen'natxca y Penfenca
** p< 0. 001 t de student. entre;las concentraciones en.vena espermatxca y Penf‘enca

Cuadro 2 Activida}ddé Ar

Tejido .. U
promedlo + EEM :

Testiculo * .

Caput *

Corpus . **

Cauda ** e

Placenta - o ' 7 ’ - 22185+405 -

Miisculo femoral TS i v 2 4+5 5 ', e 5 : -

* NS Entre Testiculo vs. caput (epldldlmo)

** p<< 0.001 entre testiculo vs. corpus y cauda. éntre caput VS. cCorpus y cauda. ANOVA Newman Keull
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Cuadro” 3. Resultados del Ensayo Protegido con Ribonucleasas en Testiculo y Epididimo de monos
Rhesus.

Tejido transcriptos protegidos fg P450 arom/ug TRNA |
Testiculo ass . 401£1.9%
300 51.0+5.8 : S
Caput 455 ‘ND

300 4.4+03%* s

Corpus: - 55 CND

300" SR
Cauda - ND

300 et

ND =no detectable o
* p<0.01; tdestuden entre el trans o’ C
- ** p< 0.01, ANOVA Newman Kelll,'entr
VvS. corpus y cauda. :

‘de'la enzxma
oncentracwn de la’ forma truncada en el caput comparado
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Fig. 1. Regulacién endocrina. paracrina y autocrina de la espermatogénesis por las hormonas
hipotalamicas.Hipofisiarias y testiculares. = —
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Fig. 2. Epitelio seminifero. El compartimiento basal constituido por la membrana basal (MB), las
células de Sertoli (CS), espermatogonias A palidas (Ap), espermatogonias B (B), espermatocitos en
paquiteno (P). Compartimiento adluminal constituido por estadios mas avanzados de la espermato-

génesis. Espermatide temprana (ES), espermatide tardia (LS).

Espermataogénesis en el humano
Espermatogonia Espermatocito i

1ario. —_—

leptofeno

preleptoteno

Zigoteno

meiosis 1a. Division
2a. Division 2
- |

paquiteno J

espermatocito I paquiteno

espermatides

espermatozoides

N

Fig. 3. Muestra la secuencia en la diferenciacién de las células del epitelio seminifero durante la

espermatogénesis en el humano. :
TESIS COH : 40

-

FALLA DE ORICEN |
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Fig. 4A. Muestra la relacién anatomica del epididimo con los testiculos y el tracto reproductor masculino.
Fig. 4B. Muestra el epididimo y sus divisiones anatdricas. Los c.e. desembocan en el caput y la cauda se
continta para formar el conducto deferente S, 41
g
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Cortes de Epididimo

~
Ty e

R

Fig. 5. A). Cond. Eferentes. B) Transicion C. E. — Caput. C, D, E, ). Caput. F). Transicion Caput-Corpus,
G, H, 1,). Corpus, J). Transiciéon Corpus-Cauda, las células principales adquieren forma cuboidea
K). Cauda, L). Conducto deferente. En la luz del tubulo pueden observarse espermatozoides.
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- Androstenediol
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Fig. 6. Esquema de la biosintesis de esteroides. La via predominante en testiculo es la via A5 .

P13

2.1 2 1.4 ir Az 1.6 .3 Iz e v v YE VNI ViLs IxX x
{168, 105 " ed E—- XT3 =3 T M [T SEs (L) 179 138 45 () pasTideI w53
1.5

Fig. 7. Representaciéon esquematica del gen CYP19 humano. La regién codificante comprende los exones
II al X, las barras abiertas representan los exones I no traducidos con sus respectivos promotores, y el ta-

maiio de cada exén. / = tamaiio desconocido, ATG = sitio de inicio de la transcripcién, HBR = region de
unién del grupo heme. En el exén 10 puede apreciarse el sitio de poliadenilacion.
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Testiculo y epididimo de monos Rhesus

NI

METRIC 1

Fig. 8. A). Mono Rhesus, B) Vena Espermatica. C). Testiculo y epididimo. D). Conducto Deferente.

E). Cauda del epididimo, F, G y H). Epididimo.
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Fig. 9. Muestra la curva de saturacxon en microsomas de testiculo de monos Rhesus. Dxlucnon 1: lOO
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Fig. 10. Columna empacada con resina de intercambio iénico
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El Vena espermmiitica
BRI “Vena Periférica

o g
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Fig. 11. Concentracién de esteroides en Vena Espermatica y Vena Periférica. P<0.001 t de student.

@00 Actividad de la Aromatasa
350

300+

250+

fnol 8,0 mg'protena 1"
- N
H K]
1 1

]
o @
1l

Testiculo Caput Corpus Cauda
Tejidos

Fig. 12. Actividad de la aromatasa en Testiculo y Epididimo. La AA en el Testiculo y Caput del
epididimo, fue significativamente mayor comparada contra el cuerpo y la cauda del epididimo. -
P<0.001, ANOVA, seguido de Newman Keull
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Citocrormo P4A450 aromatasa en testiculo
v Epididimo de Monos Rhesus
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=
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Fig. 13A. Resultados de la hibridacién en solucidn, en testiculo y epididimo, utilizando la ribosonda dec 456bp
En testiculo protegié 2 mRINA. En epididimo puede observarse la forma truncada de la enzima.

Sorioes RS (fea)

— < — =3
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Fig. 13B. Resultados de la hibridacién en soluciodn, en testiculo y epididimo, utilizando la ribosonda de 254bp,
clonada de los exones Il y IIl. Puede observarse el transcripto completo de la aromatasa en testiculo, corpus y

cauda del epididimo.
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Cortes de Testiculo hibridados

3.

ey

b

ig.

os seminiferos y
—_—— )

disminuye a medida que avanza la espermatogénesis.LC= Células de Leydig, CS= Cé¢lulas de
Sertoli, CG=C¢lulas germinales, SP= espermatocito e¢n paquiteno.
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CONTROLES ' __TESIS CON |

|
C. Cortes de testiculd §

B R o [ R - B
Fig. 15 A. Cortes dec placenta hibridados con la sonda antisentido (Al y 2) y con la sonda sentido (A3 y 4.
B. Cortcs de testiculo hibridados con la sonda sentido marcada con 33-P. C. Cortes de testiculo hibridados

con buffer de hibridacion marcado con **-P sin ribosonda. ) 49




CONTROLES

Antisentido

XS ANSLL Y

Fig. 16.Cortes de testiculo hibridados con la ribsonda Antisentido y Sentido marcados con
BP. A y D campo claro. B y E campo obscuro. C y F campo claro 100X. Puede observarsec
la sefntal de hibridacion muy aparente en las células de Leydig y las células germinales.

TESIS CON 50
FALLA DE QRIGEN |




s . y';';;zv' 5
K ok BT i




Endocrine, vol. 16, no. 1, 15-19, October 2001

0969-711X/01/16:15-19/$11.25 © 2001 by Humana Press Inc.

All rights of any nature whatsoever reserved.

Cytochrome P450 Aromatase in Testis
and Epididymis of Male Rhesus Monkeys

Ada Celia Pereyra-Martinez, Charles E. Roselli, Henry L. Stadelman, and John A"'Resko
Dopartment of Phivsiology and Pharmacaology, School of Medicine, Oregon Health Sczence Untversuy. Porlland 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-17B, and estrone,
but not androstenedione, were clevated in the sperma-
tic vein serum compared to the peripheral circulation.
Aromatase activity in testis and in caput epididymis
(259 = 16 [SEM] vs 274 + 47 fmol of *H,0O/mg of pro-
tein/h [n = 10], respectively) was significantly higher
(p <0.01) than in corpus and cauda (124 = 28 and 113
+ 33 fmol of *H,0/mg of protein/h [n = 10], respec-
tively). In the ribonuclease protection assay, two
P450,,,,, mRNA transcripts were identified in testis 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 the epi-
didymis, like in some areas of the brain, there was a
discrepancy between the aromatase activity and the
mRNA. The fact that P450,,,,, mRNA and aromatase
activity do not correlate in the epididymis may indi-
cate that aromatase 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.

Introduction

Estrogens are synthesized in tissues of many vertebrates
including mammals, birds, reptiles, amphibians and fish
(7). The synthesis of estrogen from androgen is catalized
by an enzymec complex that is comprised of a cytochrome
P450 aromatasc (P450,.,m) and a flavoprotein NADPH~

Received August 14, 2001: Revised September 27, 2001: Accepted September
27. 2001.
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cytochrome P450 reductase. In those species in which it has
been studied, aromatase activity (AA) and its messenger
RNA have been found in many different tissues [reviewed
by Simpson et al. (2)], including adipose tissue, placenta,
granulosa cells of the ovarics, different arcas of the brain,
and Sertoli and Leydig cells of the testes (3-5). Recent
studics have also demonstrated immunorcactive cytochrome
P450,,,, in testicular germ cells from several animal spe-
cies (4.6.7). Immunostaining first appeared in pachytene
spermatocytes (4,7) and in round spermatids, elongated
spermatids, and flagella of late spermatids (6, 7). Immuno-
staining was also found in rat testicular spermatozoa (<)
and avian cpididymal sperm (7).

In addition to the above, male mice which lack a func-
tional aromatase genc (4rKO) (8) or a-cstrogen receptors
(ERa-KO) (9) have impaired spermatogencsis, which is age
dependent (70). Other direct actions of estrogen mediated
through B-receptors that are found in spermatogonia, pachy-
tene spermatocytes, and Sertoli Cells may also be involved
¢(71). Thus, it appears that local expression of aromatasc
and the presence estrogen receptors both a and B are ncces-
sary for germ cclt development. In a recent study, it has been
shown that estrogen action in efferent ductules is, also,
necessary for normal testicular function (72).

Although the capacity of the testis to produce estrogens
has been demonstrated in many different animal species,
including men (73), the distribution of P450,,,,, among
male reproductive tract tissucs has not been reported in non-
human primates. The purpose of this work was to investi-
gate the capacity of the testis and threce segments of the
epididymis (caput, corpus, and cauda) to aromatize andro-
gens in nonhuman primates; to compare aromatasc activity
with the expression of P450,,,, MRNA in the rhesus mon-
key testis and epididymis; and to quantify estrogens and
their precursors in scrum from the spermatic vein and com-
parc these quantities with amounts found in blood obtained
through a cardiac cathcter (peripheral blood).

Results

Aromatase activity (fmol of 3H,O/mg of protein/h)
was similar in the testis and in the caput epididymis (259 =
16 [SEM] vs 274 =+ 47 fmol of 3H,0/mg of protcin/h:
[72 = 10], respectively), but it was significantly higher (p <
0.01) in both of thesc tissues compared to the corpus and
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3504

Aromatase activity

fmolesHO" h**mg proteid
8

0§

Testis Caput Corpus Cauda
Tissues

Fig. 1. Aromatase activity in testes and regions of epididymis
{caput, corpus, and cauda) from rhesus monkeys (22 = 10). Data are
presented as micans (bars) = SEM (vertical lines). Bars marked
with dissimilar letters differed significantly (;» < 0.01, analysis of
variance [ANOVA], followed by a Newman-Kculs multiple range
test). The *H-water assay was performed on sonicated microso-
mal peliets (diluted 1/100 for testicular and 1/200 for epididymal
tissues) derived from homogenized tissues. Sce Matcerials and
Methods for other details.

cauda epididymis (124 =28 and 113 =% 33 fmol of 3H,O/mg
of protein/h [n# = 10], respectively) (Fig. 1).

Figure 2A isarepresentative phosphoimage of thecamount
of P450,,,,,, mRNA in the testis and cpididymis as well as
in the placenta (positive control) and muscle (negative con-
trol). This assay in which we used 10 pg of total RNA pro-
tected two mRNA  transcripts in testis, one transcipt was the
expected size of 455 nucleotides (nt) and a second tran-
script was approx 300 nt long. In the epididymis, however,
the 455-nt transcript was not detectable on the phospho-
image cven after exposure for 78 h (data not shown), but
small amounts of the truncated form appecarcd on the gels.
Bccause of these results, in a second experiment, we ana-
lyzed 50 pug of total RNA in various parts of the epididymis
obtained from 4 of the 10 males used in Fig. 2A; these results
are shown in Fig. 2B. When larger amounts of RNA were
uscd. both transcripts (455 and 300 nt) were dcetectable.

Table 1 givesthe data for P450,,,,,, mMRNA (10 pgoftotal
RNA analyzed) in testis and epididymis. The mcan con-
centration of the 455-nt transcript in testis was significantly
lower than that obscerved for the 300-nt one (40.1 = 1.9
[SEM] vs 51.0 + 5.8 fg/ug of total RNA, respectively) (o
<0.01, 7=10). In the epididymis, only the 300-nt transcript
was protected. The mean concentrations of this transcript/
ng of total RNA were higher in the corpus and cauda epi-
didymis compared to the caput (p < 0.01).

In a second experiment, we increased the amounts of total
RNA uscd in the protection assay from 10 to 50 ug. The
data obtained from this experiment clecarly showed that
both the 455- and 300-nt transcripts were present in all seg-
ments of the epididymis when greater amounts of total RNA

Table 2 _gives the mcan concentrations of estradiol-178
(E>), cstrone (E;), androstencdione, and testosterone in sera
from the spermatic vein and the heart (2 = 10). Significantly
higher concentrations of these steroids were found in the
spermatic vein compared to the peripheral circulation (p <
0.01), except for androstenedione.

Discussion

Our results clearly demonstrate that the testes of rhesus
monkeys secrete estrogens because the concentrations of
both E, and E; wecre significantly higher in secrum from
the spermatic veins, which drain the testes, compared to the
peripheral venous circulation.

Our data also show that both the testis and epididymis
are capablc of aromatization. The physiologic rolc of estro-
gen synthesized in the epididymis is not known, especially
in nonhuman primates. However, in rhesus males, estrogen
receptors (ERs) are found in high concentrations in the
nonciliated absorptive cclls of the ductuli cfferentes and
are present in relatively low amounts in the epididymis
(74). The presence of ERs in these tissues could mean that
estrogen scrves some function in the testis and cpididymis
of nonhuman primates as it does in other species. For exam-
ple, mice in which the functional aromatase gene has been
experimentally deleted have impaired spermatogencesis (8).
A similar result has been observed in mice in which the
ERa has been deleted (9). It appcears that estrogens regulate
rcabsorption of luminal fluids in the caput epididymis of
mice (/2). Males lacking the ERa cannot reabsorb luminal
fluids; hence, there is back pressure associated with testic-
ular atrophy (/2). In addition, testicular cells of rats, such
as spermatogonia, pachytene spermatocytes, and Sertoli cells,
all contain ERf, which suggests that estrogens are involved
in sperm maturation (7/7).

In men, naturally occurring mutations of ER and aro-
matasc genes have been reported (75—77). In one man with
a mutated ER, gonadotropins and estrogen concentrations
were elevated in the systemic circulation ¢75). Even though
sperm counts were normal in this case, infertility occurred
because of low sperm viability (75). Aromatase deficiency
in a sccond man was accompanied by low levels of estro-
gen in the systemic circulation and low sperm count, and
spermatogenesis was arrcsted at the level of the primary
spermatocyte (/6). These data suggest that the action of
cstrogen is required for human spermatogenesis.

‘We also found P450,,,,, nMRNA in the testis in which our
455-bp monkey probe protected two mRNA transcripts
455 and 300 nt in length, respectively. The 455-nt transcript
is probably the active onc because it corrclates with aro-
matase activity in the brain ¢23). The alternate transcript,
which is found in relatively large amounts in the monkey
testis, is also found in the monkey brain. This transcript docs
not corrclate with the capacity of monkey brain to aroma-

were used in the assay (Fig. 2B).
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Fig. 2. (A) Representative ribonucicase protection assay phosphoimage showing distribution of P450,,,,, mRNA (10 ug of total RNA/
lane) in testis, epididymis, placenta (positive control), and femoral muscle (negative control). Lanes 1 and 23, nucleotide ladder; lane
2, incubated undigested probe: lane 3. incubated ribonuclease digested probe; lanes 4 and 5, testis; lanes 6 and 7, caput epididymis; lanes
8 and 9, corpus epididymis; lanes 10 and 11, cauda epididymis; lanes 12 and 13, placenta (139 d of gestation, rhesus monkey); lanes 14
and 15, muscle (rhesus monkey femoral); lanes 16-22, P450,,  mRNA sense RNA standard curve (31.2, 62.4, 125, 250, 500, 1000, and
2000 fg, respectively). Exposurc time was 15 h. (B) chrcs'.ntauvc ribonuclease protection assay phosphoimage showing the distribution
of P450,, . mRNA (50 ug of total RN A/lanc) in cpididymis. Lanes 1 and 23, nucleotide ladder; lane 2, incubated undigested probe; lane
3. incubated ribonuclease digested probe; lanes 4-7, caput epididymis of four males; lanes 8—11, corpus epididymis of the same four

malcs: lanes 12—135, cauda epididymis of the same four males; lancs 16-22) P450,
250. 500, 1000, and 2000 fg, respectively). Exposure time was 71 h.

Table 1
Distribution of P450, ., mMRNA
in Testes and Epididymides of Rhesus Monkeys
as Determined by Ribonuclease Protection Assays

om MRNA scnse RNA standard curve (31.2, 62.4, 125,

Table 2
Steroid Concentrations
in Sera from Spermatic Veins
and Heart of Rhesus Macaques

fe/ug of total RNA *= SEM?

RNA 455 nt 300 nt
Tissue assayed (ng) N9 transcript transcript
Testis 10 10 40.1 1.9 51.0+ 538"
Epididymis
Caput 10 10 ND 4.4 = 0.3%
Corpus 10 10 ND 13.2 % 0.3%
Cauda 10 10 ND 13.9 = 1.0%

“N, number of animals from which tissucs were obtained.

#ND, not detectable. * and ¥, Differed significantly from one
another (p <0.01. by Student’s r-test). Different superscript sym-
bols for epididymis indicate that those means differ significantly
(p <0.01, ANOVA followed by Neuman-Keuls, multiple range
test).

Mean = SEM

Steroid -NE

Spermatic vein Heart -
Testosteronc 10 . . 22.7%+7.0 8.5+1.3
B (ng/mL) (ng/mL)%
Androstenedione - .10 AT 172 0.6 0.5% 0.1
S (ng/mL) (ng/mL) "
Estradiol-173 | : 7 /10 66.0 = 20.0" ~12.0£2.0
(pg/mL) (pg/mL)®
Estrone i0 46.0 = 11.0 11.3 %30
(pg/mL) (pg/mL)*

“N, number of animals from which sera were obtained.
bSera concentrations differed significantly (»<0.01, Student’s
t-test) between spermatic veins and blood obtained through a

cardiac catheter.
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when expressed in Chinese hamster ovary cclls and incu-
bated with an excess of NADPH cytochrome P450 reduc-
tase and dilauroyl L-a-phosphatidylcholine can aromatize
androgen in vitro in a time-dependent manncer ¢(/8). It has
been postulated that the truncated form of aromatase may
no longer be associated with the endoplasmic reticulum;
thus, it is disconnected from its redox partner, NADPH-
cytochrome P450 rcductasc, an association that is neces-
sary for aromatization to occur (/8). We do not currently
know what the relationship is between the truncated torm
of aromatase and NADPH-cytochrome reductasc in the
monkcey testis and cpididymis. If it is coupled to the reduc-
tase, it could be active. Perhaps the relative amounts of the
two transcripts and their respective encoded proteins in the
primate testis and epididymis arc not static but constantly
changing. In this way, the ability to couple with cytochrome
P450 reductase could be part of a regulatory mechanism for
limiting local estrogen formation. This hypothesis is com-
patible with the idea that small amounts of estrogen arc
necessary for gamete formation but that overexpression of
aromatasc leads to pathology (c.g., development of testicu-
lar Leydig cell tumors) (79).

The fact that P450,,,, MRNA and aromatase activity do
not correlate in the epididymis may indicate that aromatase
activity is not strictly regulated at the level of RNA expres-
sion and that other mechanisms for this regulation should
be considered.

In summary, we have shown that several important cle-
ments for the biosynthesis of cstrogen, such as the ability
to aromatize androgens and the presence of P450,,,,,,, mMRNA,
are present in the testes and epididymis of rhesus monkeys
and that the testes sccrete both E; and E; into the systemic
circulation. Local production of estrogen may be import:mt
for sperm maturation in the testis and fluid transport in thc
epididymis, as it appcars to be in other s
mouse.

Materials and Methods

Animals and Tissue Preparat

Ten healthy adult male rhesus monkeys (AMacaca mulatta,
5—10 yr of age, weighing on average 8.8 = 2.0 kg) were
used. Animals were housed in individual cages and the
temperature of the room where the animals were kept was
maintained at 22°C. During the experiment, they were
exposed to 12 h of light from 7:00 AM to 7:00 PMand 12 h
of darkness from 7:00 PM to 7:00 AM. The males were fed
a diet of Purina Lab Monkey Chow supplemented with fresh
fruit and provided with water ad libitum. All experimental
proccdures and animal care were conducted under the super-
vision of the Veterinary Staff of the Oregon Health Science
University in accordance with the principles and proce-
dures outlined by the N1H Guidelines for the Care and Use
of Laboratory Animals. Following ancsthesia with keta-
mine hydrochloride (10 mg/kg/intravenously), venous blood

—

)

samples were obtained from the spermatic vein by venipunc-
ture and the heart through a cardiac catheter. Placement of
the catheter to obtain blood remotely has been described pre-
viously (20). The serum was collected and stored at —20°C
until assayed for steroid hormones by radicimmunoassay
(RIA)! Castration was then performed through a suprascro-
tal midline incision. Afier castration, the testes were rapidly
decapsulated, cut into approx 0.5-cm? pieces, immediately
frozen ondry ice, and stored at —80°C until they were assayed.
The epididymis was obtained at the time of castration, cleaned
of connective tissue, rinsed with saline, and blotted, and the
caput, corpus, and cauda were dissected before being stored
at —80°C for later use in the various assays.

Radiometric >H,0 Assay for Aromatase Activity
Aromatase activity was measured by a radiometric 3H,O
assay. This assay quantifics the stercospecific production
of 3H>O from [13-3HJandrostenedione as an index of estro-
gen formation (27). The details of this assay have been
described previously (27). The apparcnt Michaclis-Menton
(K,,) for testicular tissuc averaged 0.15 pAf = 0.02 (SE)
(n = 4). The amount of estrogen formed by testicular micro-
somes as determincd by the water assay was compared vs
the amount determinced by product isolation of E; and E,;.
The details of the procedure for product isolation have
been published previously (22). We found 99.1 £ 20 (SEM)
fmol of estrogen produced/mg of protein/h) (2 = 10 assays)
by product isolation vs 108.0 % 3.5 fiol of 3H water pro-
duced/mg of protein/h) (7 = 10 assays). Thesc values did
not differ significantly by a z-test (p > 0.05). In addition,
aromatase activity of testicular and caput epididymis micro-
somes incubated with 20 pAf of the aromatase inhibitor 1,4,
6-androstatrienc-3,17-dione, was reduced by 88 and 34%.
respectively, over untreated control samples in vitro.

Ribonuclease Protection Assay

Ribonuclease protection assays were performed to iden-
tify the P450,,.,,, MRNA in testis, and three segments of the
epididymis (caput, corpus, and cauda) using a 455-bp cDNA
insert cloned from first-trimester placenta of rhesus mon-
key. Details of cloning have been described previously (23).
Total RNA was cxtracted from testis and the caput, corpus,
and cauda regions of the epididymis by the guanidinium
thiocyanate method followed by centrifugation through a
5.7 M cesium chloride gradient (24). An antisense 2P com-
plementary P450 4., RNA ([3?P]JcRNA) probe was synthe-
sized in vitro from the DNA template by using SP6 RNA
polymerase. Purification of the [32P]JcRNA probe and other
procedures used in preparing the samples for analysis in
ribonuclecase protection assays have been published previ-
ously ¢(23). Third-trimester placenta and femoral muscle of
monkeys were used as positive and negative controls, respec-
tively. Cyclophilin mRNA, which was uscd as a control for
RNA loading on gels. was measurcd using a 185-nt [32P]
cRNA probe transcribed from a rhesus monkey p1B15 cyclo-
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philin cDNA cloned into pGEM-3Z vector (provided by
Dr. Sergio Ojcda at the Orcgon Regional Primate Rescarch
Center). The protected cyclophilin 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
amount of P450,,,,, MRNA in cach sample was determined
from the ribonuclease protection assay standard curve and
normalized to the cyclophilin mRNA value (25).

Steroid RIA

Scrum stcroid concentrations were measured by RIA.
Scra were extracted with cther and partitioned by chromatog-
raphy on Scphadex LH-20 columns. E,, E,, androstcnedione,
and testosterone werce assayed as previously described (26).

Statistical Analyses

Statistical comparisons of aromatase activity and P450,,,m
mRNA in the testes and the caput, corpus, and cauda regions
of the epididymis were performed by an ANOVA followed
by Newman-Kcul’s multiple range tests if the ANOVA was sta-
tistically significant. Differences in concentrations between
the 455- and 300-nt transcripts of the testis and of steroids
in peripheral vs spermatic vein serum were determined by
7-tests. Before analysis, the groups to be compared were tested
for homogeneity of variances. If the variances were not the
same, the data were log transformed and the transformed
data used in the analysis. The statistical program GB STAT
(Dynamic Microsystems, Inc., Silver Spring, MD) was used
for these analyses.
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