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1.1. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS

Los lîpidos présentes en la prôstata tienen distinto 
origen. Pueden tomarse de entre los lîpidos transportados 
por la sangre, procédantes de la dieta o de transformaciones 
y biosîntesis realizadas en otros tejidos del animal. Estos 
lîpidos asî adquiridos pueden o no sufrir transformaciones 
en la propia prôstata. Tambien puede ocurrir en prôstata una 
biosîntesis de novo "a partir del acetil-CoA que a su vez 
procédé de sustratos generalmente no lipîdicos como los gl_u 
c ido s .

Los aspectos fundamentaies de la lipogênesis "de no­
vo" incluyen;

a) Sîntesis de acidos grasos saturados de cadena la_r 
g â » a partir de precursores de dos atomos de car­
bone .

b) Desa turac i ô n , elongaciôn, y re troconvers iôn de eŝ  
tos acidos.

c) Incorporaciôn posterior a lîpidos, taies como tri^ 
cilgliceridos y fosfolîpidos.

1 . 1 . 1 . "de  n o v o"  de dc^doé g^a^oé

La enzimologîa y regulaciôn de la biosîntesis de 
acidos grasos saturados, en la fracciôn soluble del citoplas^ 
ma, ha sido ampliamente estudiada en vertebrados y microor^a 
nismos, disponiendose en la actualidad de una compléta infor^ 
maciôn al respecte (ver revisiones de Vagelos, 1964; Bloch y 
Vance, 1977; Wakil y Col., 1983). Très etapas son fundament^ 
les en la biosîntesis "de novo", a saber: activaciôn del âc^ 
do acetico, formaciôn del malonil-CoA, y reactivaciôn del 
acetil-CoA y malonil-CoA que, junto con las fases de conden-
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saciôn, reduccion y terminaciôn, son reguladas por el comple^ 
j o enzimâtico âcido graso sintetasa.

La primera etapa conduce a la formaciôn de acetil-CoA 
a partir de âcido acetico, segun la siguiente reacciôn

(1) CHg-COOH + ATP + CoA ----► Acetil-CoA + ADP + P^

y estâ catalizada por la enzima acetil-CoA-sintetasa (Ec.
6 .2 .1.1).

Posteriormente, dos complejos multienzimâticos, Ace- 
til-CoA-carboxilasa y âcido graso sintetasa, catalizan de 
manera secuencial la formaciôn de âcidos grasos saturados.

La acetil-CoA-carboxilasa cataliza la primera etapa 
de sîntesis de âcidos grasos a partir de acetil-CoA; es una 
reacciôn de carboxilaciôn dependiente de biotina, en la que 
se forma como producto malonil-CoA. La reacciôn transcurre 
en dos etapas, (2) y (3) (vease Vagelos (1964), y Wakil y 
col., 1983)

M(2) ATP + Biotin-enzima + HCO^ --- ------ ► CO^-Biotin-

-enzima + ADP + P.1

(3) COg-Biotin-enzima + CH^-CO-CoA ----► biotin-enzima +

+ HOOC-CHg-CO-SCoA

La acetil-CoA carboxilasa ha sido aislada y purificada en 
gran variedad de tejidos animales, plantas, levaduras y mi- 
croorganismos. Tambien ha sido parcialmente purificada en 
prôstata ventral de rata (Hollander, 1963).

En las cêlulas animales la acetil-CoA carboxilasa se 
localizan en el citoplasma celular encontrândose como un pro^ 
tômero de PM 2 30.000-2 60.000 con dominios catalîticos para
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biotin carboxilasa, transcarboxilasa, proteina transportado 
ra del carboxil-biotina y un sitio de regulaciôn alostêrica 

(Hardie y Guy, 1980; Song y Kim, 1981; Wakil y col., 1983). 
Este protomero es inactive y se encuentra en equilibrio con 
el polimero active. La biotina como grupo prostetico es nece^ 
saria para que tenga lugar la po1 imerizaciôn (Tanabe y col.,
1975), que tambien se ye favorecida por el citrato , por âci^ 
dos y a c i l - C o A .

En prôstata ventral, y concretamente en homogenizados,
se ha encontrado que la actividad de esta enzima se estimula
en presencia de citrato, o de otros intermediaries del ciclo
del âcido citrico. La estimulaciôn se realiza a concentracio 

-4nés de 10 M de citrato (Hollander, 1963).

La secuencia de reacciones (figura 1) que conduce a 
la sîntesis de âcidos grasos a partir de malonil-CoA, estâ 
catalizada por el complejo multienzimâtico âcido grado s in 
tetasa (PAS), descubierto inicialmente en levadura por 
Lynen (1961), y que mâs tarde ha sido aislado y purificado 
en diverses tejidos animales y microorganismos; en todos los 
cases se localize en la fracciôn soluble, catalizando reaccio 
nés de la misma naturaleza, aunque existen diferencias en 
cuanto a organizaciôn estructural y propiedades moleculares.

El modelo de âcido graso-sintetasa de levadura, des- 
crito por Lynen como un agregado de siete distintos componen^ 
tes con una unica funciôn, ha sido puesto en duda ante la d^ 
ficultad de disociar los distintos componentes monofunciona- 
1 es como ocurre en otros complejos multienzimâticos. Un nue- 
vo modelo de âcido grado sintetasa de levadura, y posiblemen 
te de todos los âcidos grasos sintetasas, ha sido postulado 
por Schweizer y col., (1973), Knobling y col., (1975).

El complejo âcido graso sintetasa constarîa de dos cô  
pias de una unica proteina. Cada subunidad del dîmero contije
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HSv 1
CH^COSCoA + ^  enzima j

HS\ 'enzima + CoASH
OLœS'^
(acil enzima)

HS-\
:Ĥ coŝ

enzima
com COOf

CE,C
H^COSCoA

rH-COSv
enzima + CoASH 

CH^COS^
NADPH NADP

C H ^ C H O H C H ^ C O S x ^  ^  C H ^ C O C H ^ C O S x ^

enzima
HS'

enzima + CO,
HS'

NADPH NADP
Ca,CH=CHCOS^

H_Ch- enzima
HS'^

CH^CH_CH_COSy^
enzima 

HS^
(acil enzima)

reacciona con malonil-CoA 
cano en la reacciôn (2) 
etc.

ACIDO GRASO DE CADENA LARGA

f.ZguA.a 1. Esquema para la sîntesis dc novo de acidos grasos 
Reacciones catalizadas por el sistema âcido graso 
sintetasa. (1) Acetil transacilasa; (2) Malonil
transacilasa; (3) Cetoacil-ACP sintetasa (enzima
condensante); (4) 3-cetoacil-ACP reductasa; (5) 
3-hidroxiacil-ACP deshydratasa ; (6) Enoil-ACP rê
ductasa; (7) Tioesterasa.
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ne dominios de union para la proteina transportadora del 
âcido, con su grupo 4-fosfopantoteina y siete actividades 
enzimâticas mâs.

Ambas enzimas, âcido grado sintetasa y acetil-CoA ca_r 
boxilasa constan funcionalmente de una sola cadena polipeptî 
dica, que contiene multiples actividades cataliticas. Esto 
implica que los centros activos de la proteina estân gener^ 
dos por plegamientos contiguos de la cadena polipeptidica 
para dar estructuras o dominios globulares autonomos, que 
tienen cada uno de ellos una actividad catalitica especîfi- 
ca y diferente. Este tipo de enzimas se da en sistemas que 
catalizan reacciones secuenciales como lo es la sîntesis del 
palmîtico (revision de Wakil y col., 1983).

La estequiometrîa total de la sîntesis de âcidos pa^
mîtico, principal âcido graso producido por la mayor parte 
de los sistemas biosinteticos, a partir de acetil-CoA, se 
puede expresar mediante la siguiente reacciôn:

7HOOC-CH2-COS-C0A + CHg-CO-S-CoA + 7ATP + 14 NADPH +

+ 14 H"̂  ---- ► CH^(CH2) j^COOH + 8C0A-SH + 7ADP + 7Pi

+ 14 NADP* + 6H 2O + 7CO2

Aunque clâsicamente la sîntesis " d e  n o v o ” de âcidos grasos
ha sido localizada en el citoplasma celular, se ha identi-
ficado en microsomas de cerebro de ratôn un sistema de  n ov o  

en condiciones que difieren de las de los sistemas de elon­
gaciôn (Bourre y col., 1973). Ambos sistemas " d e  n o v o " sin- 
tetizan identico producto (palmîtico), y utilizan los mismos 
cofactores y sustratos, pero presentan diferentes propieda­
des .

Tambien en mitocondrias del mismo ôrgano se ha descr^ 
to (Paterneau-Jouas y col., 1976a) la existencia de un si^
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tema " d e  n o v o "  cuya actividad se detecta rompiendo previamen 
te la membrana mitocondrial. Este hecho sugiere que el siste^ 
ma se halla localizado en el interior de la mitocondria, y 
excluye la posibilidad de una contaminacion citoplasmica o 
m i c r osomal.

1.1.2. E l o n g a c i ô n  de  d c i d o 6 g ^ a é o6

Los sistemas enzimâticos implicados en la elon^a 
cion de acil-CoA se encuentran asociados, en mamîferos, tan 
to a mitocondrias como a retîculo endoplasmâtico.

En mitocondrias los sistemas enzimâticos présentes, 
elongan âcidos grasos a partir de acetil-CoA. Utilizan 
NADH y NADPH como donadores de hidrôgeno (Wit-Peeters, 1969; 
Boone y Wakil 1970) y ATP para la activaciôn de los âcidos 
grasos endôgenos. La sîntesis tiene lugar concretamente en 
la matriz mitocondrial y transcurre por inversiôn de très 
actividades de la 3-oxidaciôn: tiolasa, (Ec 2.3.1.9),
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (Ec. 1.1.1.35) y enoil-CoA 
hidratasa (Ec 4.2.1.17) (fig. 12). La cuarta encima de la 
oxidaciôn (acil-CoA deshidrogenasa (Ec. 1.3.99.3) aparece 
reemplazada, en el caso que nos ocupa, por una actividad de 
enoil-CoA reductasa (Seubert y Podak, 1973) que requiere 
NADPH, en lugar delFADH^ necesario para la oxidaciôn. Son 

estas dos actividades enzimâticas las que desplazan al resto 
de las reacciones en el sentido de la elongaciôn o de la 
3-oxidaciôn (fig. 2).

En un principio se pensô (Wakil, 1962) que este sis­
tema mitocondrial catalizaba la elongaciôn de âcidos grasos 
de cadena larga y poliinsaturados. S in embargo, cuando se 
purificaron estos enzimas mitocondr i a l e s , se encontrô una aĉ  
tividad de elongaciôn mînima para âcidos grados de cadena 
larga mientras que cuando se utilizaban como sustratos âci-
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NADP R-CH^-CH^-CO-SCoA. FAD

enoil-CoA reductasa Acil-CoA deshidrogenasa

&-CH=CH-CO-SCoA ,'FADH,NADPH

enoil-CoA hidratasa

R-CHOH-CH«-CO-SCoA

NAD

3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa

NADH

1 f
R—CO—CH2~C0—SCoA

CoA*k acetil-CoA acil-transferasa (tiolasa)

R-CO-SCoA+CHg-CO-SCoA

fZguACL 2. Esquema de elongacion de acidos grasos en mitocondria 
de higado (Hinsch y Sewbert, 1975).
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dos grasos de cadena corta la elongaciôn era muy superior 
’(Hinsch y col., 1975, 1976). Si a esto le unimos el que la enoil- 
CoA reductasa es especîfica para acidos grados de cadena 
corta con un doble enlace en posiciôn 2-3, se puede 
concluir que el sistema mitocondrial elonga acidos grasos 
de cadena corta. Los trabajos de Paterneau-Jouas y col., 
(1976b) con mitocondrias de cerebro de ratôn permiten con­
cluir que el sistema enzimâtico es unico para cualquier ac^ 
do graso de cadena corta utilizado como sustrato.

Pocos han sido los trabajos en prôstata que traten 
este aspecto. Doeg en 1968 aislô mitocondrias prostâticas 
de ratas a las que previamente habîa inyectado acetado ra- 
diactivo. Los lipidos radiactivos se obtuvieron unidos a mem 
brana y su biosîntesis se estimulô en ratas castradas median 
te la utilizaciôn de testosterona.

El otro sistema de elongaciôn de âcidos grasos estâ 
asociado a las membranas microsomales de las cêlulas eucari^ 
ticas, la funciôn principal de este sistema parece ser la 
elongaciôn de âcidos grasos saturados y de cadena larga, pro^ 
ducidos por la âcido graso sintetasa del citosol y de los 
âcidos grasos insaturados esenciales que provienen de la die^ 
ta (Nugteren, 1965; Seubert y Podak, 1973). En mamîferos, 
la elongaciôn microsomal de âcidos grados tiene lugar en pre^ 
sencia de NADPH y malonil-CoA (Guchhait y col., 1966; Cook y 
Spence 1974; Bernert y Sprecher 1975). El NADH tambien puede 
servir como donador de electrones, aunque es un sustrato mu- 
cho menos efectivo que el anterior (Podack y col., 1972, 
1974). El acetil-CoA es inactive como donador de fragmentes 
de dos carbones y, de igual modo que en la elongaciôn mito­
condrial, se requiere ATP para mantener los niveles de Acil- 
CoA (Landriscina y col., 1970).

La elongaciôn microsomal difiere de la sîntesis cito 
plasmâtica en:
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a) El enoil-CoA producido por deshidratacion del 
3 “hidroxiacil-CoA es un compuesto trans en la 
sîntesis microsomal, mientras que en la citopla^

- mâtica es un compuesto cis.

b) Los compuestos intermedios en el mecanismo de sî^ 
tesis citoplasmâtica permanecen ligados a proteî- 
iias y no son derivados de CoA, mientras que en la 
sîntesis microsomal los compuestos intermedios 
son derivados de CoA.

c) La eficacia de la elongaciôn microsomal crece al 
aumentar el numéro de dobles enlaces del sustra­
to, lo que sugiere que la elongaciôn se halla im 
plicada en la biosîntesis de âcidos grasos poli­
insaturados de cadena larga.

El estudio, en microsomas de cerebro de ratôn, de la 
biosîntesis de âcidos de cadena larga ha permitido deducir 
la existencia de très sistemas de elongaciôn distintos. Estos 
sistemas difieren en cuanto a pH ôptimo, temperatura y veloc^ 
dad de utilizaciôn de sustratos. El primero de ellos cataliza 
la sîntesis de âcido esteârico (octadecanoico) a partir del 
palmitoil-CoA (Cj^^-CoA). El segundo, cataliza la elongaciôn 
posterior del Cj^g-CoA, produciendo âcidos grasos de una Ion 
gitud de cadena superior, especialmente de 20 âtomos de ca_r 
bono (Bourre y col., 1973). Un tercer sistema adicional elon 
ga especîficamente âcidos ^^g-CoA para dar âcidos C g 2 V 

(Golberg y col., 1973).

Sistemas de elongaciôn diferentes se encuentran tam 
bien en microsomas de hîgado de rata, especîficos para los 
âcidos grasos saturados e insaturados. El conjunto de reac­
ciones que constituyen el sistema podrîa ser el siguiente:
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RCOSCoA + HOOC-CHg-COSCoA Enzimas condensantes ^  RCO-CHg-SCoAf 

+ CoASH + COg

RCO-CH^-COSCoA + NADPH + H+ _.EM r .oxiaçiLÇoA desh^ rogenasa^

RCHOH-CHg-COSCoA + NADP'*'

RCHOH-CHg-COSCoA — hi<^ratasa ^  r c h=CHC0SCoA + HgO

RCH-CHCOSCoA + NADPH + H*̂  — P.̂ .:Ldroacil CoA reductasa ^  r c h ^-COSCoA +
+ NADP’*'

2

Es probable que todas las enzimas del retîculo endoplasmico 
que requieren NADPH o palmitoil-CoA esten localizadas en la 
cara citoplasmatica, ya que ninguno de estos sustratos pene 
tra en el lumen de las vesîculas microsomales (Bell y col., 
1981).

1.1.3. d z  d c Z d o ^  gAaaoa Â ,n6a tuA .ado^

En la naturaleza existen una gran variedad de acidos 
insaturados, que difieren en la posiciôn, tipo, y numéro de dô  
bles enlaces, asî como en la longitud de la cadena carbonada.
A pesar de ello, sôlo se describen dos mecanismos distintos p^ 
ra la introducciôn de dobles enlaces cis en las moleculas de 
ac idos g r a s o s .

En muchas bacterias, la enzima especîfica g-hidroxiacil- 
tioester dehidrasa introduce un doble enlace cis en posiciôn 
3-4 de un âcido graso cuya longitud de cadena es de tamano mê  
dio, generalmente de 10 âtomos de carbono, mediante la deshi- 
dratacion de un intermediario de la biosîntesis de âcidos gr^ 
S O S ,  el 3-hidroxiaciltioe s ter derivado de ACP (Kass y col., 
1967; Rando y Bloch, 1968; Endo y col., 1970). La elongaciôn 
sucesiva del producto formado proporciona âcidos grasos ins^
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turados de cadena larga. Esta ruta anaerobia es identica a la 
que conduce a la sîntesis de âcidos grasos en el citoplasma 
celular, excepto por la formaciôn del doble enlace en 3-4.

Un segundo mecanismo tiene lugar en organismes superi^ 
r es y consiste en la insaturaciôn de âcidos grasos de cadena 
larga mediante el oxîgeno molecular, utilizando nucleôtidos 
reducidos de pirimidina como sustratos. Existen cuatro mono- 
oxigenasas NADPH dependientes que catalizan estas reacciones, 
y que se distinguen entre s î segun la posiciôn en que introdxi 
cen el doble enlace (A-9, A - 6 , A-5 y A-4) de manera especî 
fica y exclusiva.

9Los estudios acerca de la especificidad de la A -acil- 
CoA monooxigenasa en mamîferos, han permitido deducir que el 
doble enlace se introduce siempre entre los âtomos de carbono 
9 y 10 respecto del grupo carboxilo. La enzima es capaz de iri 
saturar âcidos grasos con una longitud de cadena de 10-19 ato^ 
mos de carbono. En hîgado de rata, la enzima exhibe un mâximo 
de actividad con el âcido esteârico (Jeffcoat y col., 1977), mientras 
que, en hîgado de gallina, la actividad mâxima se obtiene con 
âcidos grasos de 14-18 carbonos (Gurr y col., 1972).

La elevada estereoespecificidad de la deshidrogenaciôn 
apoya la hipôtesis de un acoplamiento rîgido entre la cadena 
de âcido graso y el centro activo de la enzima, que debe es­
ter localizado en una posiciôn fija respecto al grupo carbo­
xilo. Estos datos, junto con estudios cineticos, indican que 
los âtomos de hidrôgeno se eliminan en una reacciôn concert^ 
d a , y parecen excluir la posibilidad, al menos en los siste­
mas estudiados, de que las monooxigenasas actuen a traves de 
hidroxiâcidos como intermediarios.

9En la A monooxigenaciôn dependiente de 0^ y NADPH, 
estâ implicado un sistema de transporte de electrones cuyos 
componentes son: a) citocromo b^ reductasa (flavoproteîna)
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b) citocromo b 5 ’ c) oxidasa terminal, que es una hemoprotei
na sensible a cianuro (FSC). Estas très proteinas han sido 
aisladas y purificadas a partir de microsomas de higado de 
rata (Spatz Strittmtter 1973)

La reductasa y el citocromo b^ son proteinas anfipati_ 
cas, con un segmento hidrofilico que contiene el centro act^ 
v o , y una porciôn hidrofôbica que ancla la cadena polipepti- 
dica a la bicapa formada por los fosfolipidos de la membrana 
microsomal. (Strittmater y col., 1972; Roger y Strittmatter, 
1973, 1975).

La oxidasa terminal estâ constituida por una sola cade 
na polipeptidica, que contiene un âtomo de hierro por molecu 
la de enzima (Strittmatter y col., 1974). Esta proteina se 
halla estrechamente asociada a la membrana (Jeffcoat y col.,
1977). Los electrones transportados desde el NADPH hasta la 
hemoproteina terminal, reducen los âtomos de hierro, que son 
capaces de enlazar al oxigeno molecular previamente activado, 
llevândose a cabo la insaturaciôn del sustrato unido a la en 
zima como se muestra en el siguiente esquema

NADPH Citocromo b, 
reductasa

Acil (graso 
saturado)

Acil (gr£ 
so insatu
do) CoACoA

citocromo
b r

Aparentemente, la capacidad de insaturaciôn de este 
sistema enzimâtico depende de la cantidad de proteina, y su 
control medido por degradacion y sintesis de dicha monooxi­
genasa, mâs que por una variaciôn de la actividad de la enz^
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ma existante (Oshino y Sato, 1972; Mercuri y col., 1974).

En mamîferos se admite actualmente que todos los âci­
dos polienoicos de origen endogeno son el resultado de los 
efectos combinados de las cuatro monooxigenasas anteriores 
(Inkpen y col., 1969; Brenner, 1974; Ninno y col., 1974;
Gurr y James, 1975; Lee y col., 1977) y de los sistemas de 
elongaciôn microsomales dependientes de malonil-CoA (Sprecher 
1974a) .

Como los sistemas microsomales de elongaciôn solo ac- 
tuan sobre âcidos de cadena larga, al no existir otro tipo 
de desaturasas en mamîferos, mâs que los anteriormente sena- 
lados, no se pueden introducir dobles enlaces mâs alla de 
C-9, Por tanto, los mamîferos no pueden sintetizar linolea- 
to (cis, cis 9, 12 -octadecadienoico) y linolenato (9, 12,
1 5-0 c t odeca t r i eno ico ) y deben ser suminis trados de fuentes vê  
getales. Son pues, âcidos grasos esenciales. Todos los âcidos 
polienoicos présentes en mamîferos se forman por reacciones 
de elongaciôn y/o desaturaciôn a partir de cuatro precurso^ 
res: palmitoleico, oleico, linoleico y linolenico. Ahora 
bien, estos dos ultimos, como ya hemos mencionado, son âcidos 
grasos esenciales.

1.2. BIOSINTESIS DE LIPIDOS COMPLEJOS

Los lîpidos complejos desempehan diverses cometidos 
biolôgicos en la estructura y funciôn celulares. Asî, los gl^ 
cerofosfolîpidos son el componente mayoritario de las membra­
nas celulares, los triacilglicéridos constituyen la réserva 
energetica mâs importante en mamîferos, y los eteres alquîlicos 

de acilglicêridos son componentes principales de las celu 
las de cerebro y otros tejidos (Wykle y Snyder, 1976). Los e^ 
fingolîpidos, aunque menos abondantes que los glicerolîpidos, 
son parte intégrante de los glicolîpidos de las membranas ce-
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lulares. El colesterol, tanto libre como esterificado, lleva 
a cabo un complejo metabolismo en las celulas, sin olvidar 
que es un precursor de hormonas esteroîdicas y âcidos bilia- 
res .

Las propiedades fisicas de los lîpidos complejos, fuii 
damentalmente su insolubilidad en medios acuosos, hacen nece^ 
sarias rutas metabôlicàs especîficas de sîntesis y transpor­
te, ya que pocos lîpidos complejos estân présentas en forma 
libre en plasma, o en el citosol celular. La mayor parte de 
los lîpidos estân asociados con las proteînas formando estruc 
turas complejas, principalmente membranas y lipoproteinas.

1.2.1. BX.o6X,nt2,6X.6 de

Se han descrito très rutas que conducen a la biosîn 
tesis de triacilglicéridos (figura 3).

La primera de allas es la ruta del glicerol fosfato 
(Kornberg y Pricer,1953; Kennedy, 1957), en la cual el âcido 
sn-glicerol-3-fosfato es doblemente acilado para formar âci­
do fosfatîdico. El grupo fosfato se hidroliza por la acciôn 
de la âcido fosfatîdico fosfatasa (Ec 3.1.3.4.) .rindiendo el 
1 ,2-diacil-sn-glicerol, que es nuevamente acilado por la en­
zima diacilglicerol aciltransfarasa (EC 2.3.1.20), localize 
da en la fracciôn microsomal (Van Golde y col., 1971; Wilgram 
y Kennedy, 1963, Johnston y col., 1978), que es responsable 
de la sîntesis de triacilglicêrido a partir de diacilglicerj^ 
do y acil-CoA. La dificultad de presenter estos sustratos, 
convenientemente solubilizados, a la enzima, hace difîcil su 
estudio, si bien se ha demostrado que la enzima acepta acil- 
CoA de âcidos grasos saturados e insaturados de cadena cor­
ta (C^ - C^) (Marshall y Knudsen, 1977). El control de esta 
ruta se lleva a cabo de forma distinta en hepatocitos, celu­
las intestinales, o en cêlulas que utilizan triacilglicéridos 
almacenados para producir fosfolîpidos.
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Una segunda ruta alternativa a la sintesis de triaci^ 
gliceridos, via glfcerol fosfato, es la acilacion en posicion 
sn-1 de la dihidroxiacetona-fosfato, por accion de la dihidro 
xiacetona-fosfato aciltransferasa (EC 2.3.1.42). Posterior-
mente se reduce el grupo ceto en presencia de NADPH, para dar 
el acido lisofosfatidico l-acil-sn-glicerol-3-fosfato (Labelle 
y Hajra, 1974), por la accion de la acil-(alquil)-dihidroxi^ 
cetona-fosfato oxidoreductasa (EC 1.1.1.10). Por una nueva 
acilacion, en la posicion sn-2 , se obtiene el acido fosfati- 
dico, que continua la sintesis de triacilglicêridos como en 
el caso anterior.

En las celulas de mamiferos existen dos actividades de 
dihidroxiacetona-fosfato aciltransferasa, una localizada en 
la fraccion microsomal (Schloossman y Bell, 1976, 1977), y
otra en la membrana externa mitocondrial (Jones y Hajra,
1976), aunque, segun Hajra y sus colaboradore s , esta activi^ 
dad podria residir en los peroxisomas (Jones y Hajra, 1977; 
Hajra y col., 1978). La existencia, tambiên en peroxisomas, 
de acil-(alquil)-dihidroxiacetona-fosfato oxideroreductasa 
(Jones y Hajra, 1977; Rock y col., 1977) confirma la idea 
de que, por lo menos, la sintesis de algunos glicerolipidos 
con funcion êter ocurre en peroxisomas.

El estudio del control de estas rutas es incomplete, 
si bien se ha demostrado que la actividad de la enzima dih^ 
droxiacetona-fosfato-aciltransferasa es inhibida competiti- 
vamente por el sn-glicerol-fosfato, mientras que la activi­
dad del glicerol-fosfato aciltransferasa es inhibida, tambiên 
competitivamente, por dihidroxiacetona-fosfato (Schlossman y 
Bell, 1976).

Una tercera ruta alternativa para la biosintesis de 
triacilglicêridos es la del 2-monoglicêrido (Schultz y 
Johnston, 1971), en la que se acila un 2-monoacil-sn-glicerol 
para dar, primero, 1 ,2-diacil-sn-glicerol y finalmente, tri^ 
cilglicêri d o .
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Las dos primeras rutas serian mecanismos de biosinte^ 
sis "de n o v o " t  mientras que la ultima esta encaminada a la 
reconstruccion de triacilglicêridos, previa y parcialmente 
hidroli z a d o s , y se realiza sobre todo en la cêlulas epite- 
liales del intestine delgado.

1.2.2. de ô6iotX,pÀ.do6

Parte de la biosintesis "de nouo" de glicerofosfo^ 
lipidos es comûn con la ya descrita para triacilglicêridos 
(figura 3), que tiene como intermediario central el acido 
fosfatîdico (Kennedy, 1961), que es punto de partida para 
las distintas rutas que conducen a los diverses fosfolipidos. 
La fosfa t idilcolina (1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina) y 
la fosfa t idilserina (3-sn-fosfatidilserina) son los fosfol^ 
pidos mas importantes de las membranas celulares, y para su 
biosintesis se necesita, ademas de 1 ,2-diacil-sn-glicerol, 
la colina y etanolamina activas en forma de CDP-colina 
y C DP-etanolamina.

Las enzimas que llevan a cabo este proceso son la di^ 
cilglicerol colina-etanolamina fosfotransferasa (EC. 2.7.8.1) 
y se encuentran localizadas en la fraccion microsomal (Van 
Golde y col., 1971, 1974; Jelesma y Morrê, 1978), cada una 
responde de distinta forma al tratamiento con proteasas, al- 
bumina del suero, palmitoil-CoA, magnesio, y fosfolipidos 
(Kanoh y O h n o , 1975; Coleman y Bell, 1977; Marimoto y K a n o h ,
1978) .

La actividad de estas enzimas se ha examinado utili- 
zando diacilglicêridos unidos a membrana y exogenos (Kanoh y 
Ohno, 1975; Coleman y Bell, 1977; Holub, 1978).

En mamiferos se ban descrito otras très posibles rutas 
que contribuyen a la sintesis de fosfolipidos, que describi- 
mos a continuation.
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Enzimas œrrespondientes a la biosintesis de glicerolipidos, 
segdn la numeraciôn de la figura 3.

1. Acido graso CoA ligasa (AMP) (EC 6.2.1.3).
2. sn-glicerol-3-P aciltransferasa (BC 2.3.1.15).
3. Dihidroxiacetona-P aciltransferasa (EC 2.3.1.42).
4. Acil (alquil) dihidroxiacetona-P oxidoreductasa (EC 1.1.1.101)
5. Acido lisof osf atîdico aciltransf erasa (EC 2.3.1.-).
6. Acido fosfatîdico fosfatasa (EC 3.1.3.4).
7. Diacilgliœrol quinasa.
8. Diacilglicerol aciltransferasa (EC 2.3.1.20).
9. Colina quinasa (EC 2.7.1.32).

10. Colina-P citidiltransferasa (BC 2.7.7.15).
11. Diacilglicerol colinafosfotransferasa (EC 2.7.8.2).
12. Etanolamina quinasa (EC 2.7.1.cc).
13. Etanolamina-P citidiltransf erasa (EC 2.7.7.14).
14. Diacilglicerol etanolaminafosfotransferasa (BC 2.7.8.1)
15. Fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (EC 2.1.1.17).
16. Fosf atidiletanolamina serinatransf erasa.
17. Fosf atidilserina decarboxilasa.
18. Acido fosfatîdico citidiltransferasa (EC 2.7.7.41)

(CDP-diacilglicerol sintetasa).
19. Fosfatidilinositol sintetasa.
20. 2?ts-înonoacilglicerol-P sintetasa.
21. Glicerol-P fosfatidiltransferasa (EC 2.7.8.5).
22. Fosfatidilglicerol-P fosfatasa (EC 3.1.3.27).
23. Cardiolipina sintetasa.
24. GDP-monoacilglicerol araquidonil-CoA aciltransferasa.
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1.2.2.1. ReaccZom-ô de dz.&acÂ,laclân-̂ zacX.tac>Cân

Estas reacciones presuponen la intervenciôn de 
dos enzimas, la fosfolipasa y una aciltr ansferasa, la
acido fosfatîdico aciltransferasa (EC. 2.3.1.) que se en­
cuentran localizadas en la fraccion microsomal (Miki y col., 
1977; Yamada y Okuyama, 1978). El "remodelado" se efectua 
en los fosfoglicêridos, reemplazando el acido graso que se 
encuentra en la posicion sn-2, e introduciendo en esta po­
sicion, generalmente, acidos grasos insaturados (Harmon y 
Neiderhiser, 1978; Holub y col., 1979). Asî, la lisofosfa- 
tidilcolina aciltransferasa muestra preferencia por el ar^ 
quidonil-CoA (Yamashita y col., 1973). Posiblemente, esta 
sea la causa de la distribucion asimetrica de acidos grasos 
en posicion 1 y 2.

1.2. 2. 2. MacanZ-6mo de mQ.tltac>C6n

De esta manera se puede obtener 3-sn-fosfa t idi^ 
colina por N metilaciôn de 3-sn-fosfa t idiletanolamina 
(1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina). El donador de 
los grupos metilo va a ser la S-adenosil-L-me t ionina, p rodji 
ciêndose la transferencia de très metilos por la accion de 
las metiltransferasas, y produciêndose monometil, dimetil 
etanolamina y, finalmente, 3-sn-fosfa t idilcolina. Estas en 
zimas es tan présentes en la fraccion microsomal de hîgado 
de rata (Van Golde y col., 1974 ; Bremer y Greenberg, 1961), 
produciêndose en este organo hasta un 20% de la biosintesis 
total de 3-sn-fosfa t idilcolina (Sundler y Akesson, 1975).

Parece comprobado que la etapa limitante de la velo- 
cidad es la metilaciôn inicial. Salerno y Beeler (1973), al 
estudiar la biosintesis "in vivo" de fosfolipidos y sus pre^ 
cursores en hîgado de rata, encontraron que no solo la 3-sn- 
fosf atidiletanolamina , sino tambiên la etanolamina, fosforil
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etanolamina, y CDP-etanolamina, son sustratos validos para 
la reaccion de metilaciôn.

1.2.2.3. HacanZ-ômo de  Znte.A.ciamb^o do, b&aea

Se ha comprobado el intercambio de bases existen 
te entre serina, colina, y etanolamina, que se encuentran 
en estado libre, y las bases existentes en glicerofosfolîpj^ 
dos, para producir fosfat idilserina, fosfa t idilcolina, y 
fosfatidiletanolamina, respectivamente.

Las enzimas que catalizan estas reacciones se encuen 
tran localizadas en la fraccion microsomal (Van Golde y 
col., 1974; Jelesma y Morrê, 1978) y, en este proceso enz^ 
mâtico, no se requiere energîa.

La importancia fisiologica de este proceso varia sê  
gun los autores, si bien se cree que la principal ruta de 
biosintesis de fosfa t idilserina tiene lugar por este meca- 
nismo (Van Golde y col., 1974; Yavin y Zeigler, 1977 y re­
vision de Bell y col., 1981).

Las enzimas que sintetizan los lipidos complejos tije 
nen sus sitios activos localizados en la superficie citopla^ 
mat ica del reticulo endoplasmatico, pero cabe la posibilidad 
de que una, o mas, de estas enzimas atraviese la membrana y 
tengan zonas expuestas por ambos lados de la membrana.

En la figura 4 se muestra un esquema de la membrana 
del reticulo endoplasmatico y de las principales vias de s in 
tes is de glicerolipidos.

Los acidos grasos se sintetizan " d z  n o v o ” en el cito- 
sol y, junto con los que provienen de la dieta, son activados 
en la superficie citoplasmatica del reticulo endoplasmatico.
Los acil-CoA tioêsteres son elongados y desaturados en el
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LUMEN

f Z g i i ^ a  4 . Topogenesis de lipidos. (1) Los acidos grasos se
insertan en la cara citoplasmatica del reticulo en 
doplâsmico (2) y se activan para formar Acil-CoA 
(3) las cadenas de Acil-CoA pueden ser elongadas 
y/o insaturadas. (4) la esterificacion entre los 
acil-CoA y el glicerol-fosfato da el acido fosfat^ 
dico. (5) La accion de la acido fosfatîdico fosfa- 
tasa, da diacilglicerol que se convierte en (6) 
fosfa t idilcolina y fosfatidiletanolamina por adqu^ 
sicion de fosfocolina y fosfoetanolamina como gru­
pos polares de cabeza (7) la sintesis de fosfatidi^ 
serina tiene lugar por intercambio de bases. (8)
Los triacilglicêridos se sintetizan por esterifi^a 
cion de los diacilglicêridos. (9) CDP-diacilglicer^ 
do es un intermediario en la sintesis de fosfatidil 
inositol. (10) Una vez formado el fosfolîpido, êste 
se traslada a la cara que da al lumen del reticulo
e n doplasmico. C = colina; E = etanolamina;
I = inositol; S = serina; X = grupo polar
C, E, l ô S ;  P = PO^. Segun Bell y col., 1981.



- 22 -

mismo lugar. Este conjunto de acil-CoA tioêsteres es utili^ 
zado para las reacciones de sintesis de triacilglicêridos y 
glicerofosfolîpidos, como se ha descrito en los apartados 
anteriores. Todos los precursores, sustratos, y enzimas de 
la sintesis de lipidos complejos, se encuentran en la cara 
c itoplasmati c a . Ademas de los glicerolipidos que aparecen 
en la figura 4, parece ser que los esfingolipidos, el co- 
lesterol y sus êsteres, acidos biliares, y ceramidas, se 
sintentizan tambiên en la superficie citoplasmatica. Esto 
da lugar a una asimetria en la sintesis de lipidos comple­
jos .

Para que la bicapa de fosfolipidos pueda crecer, se nece^ 
sita que los fosfolipidos reciên sintetizados puedan trans- 
portarse a la cara en contacte con el lumen durante la bio- 
gênesis de la membrana. Asi, la asimetria en fosfolipidos 
de las dos superficies no résulta de una sintesis diferente 
en ambos lados de la membrana, sino mas bien de un rapide 
movimiento a travês de ella. Los fosfolipidos se mueven ra- 
pidamente a travês de la membrana del reticulo endoplasmat_i 
co (Zilversmit y Hughes, 1977; Brophy y col., 1978; van den 
Besselaar y col. 1978) y citoplasmatica (Rothman y Kennedy 
1977; Langley y Kennedy, 1979). El movimiento lateral de fo^ 
folipidos en las membranas alcanza velocidades cercanas a 
1 ym/seg. (Devaux y Me Connell 1972; Fahey y col., 1977).
Los lipidos de membrana que no estan organizados en la fase 
laminar proporcionan un mécanisme para el movimiento rapide, 
a travês de las membranas, de los fosfolipidos. Otros lip_i 
dos complejos, taies como el colesterol y sus derivados, 
triacilglicêridos, enfingo lipidos, y acidos biliares, pueden 
transportarse por la bicapa de la membrana durante la secre- 
cion biliar y el ensamblaje de lipoproteinas. Por otro l a d o , 
existen pocos dates sobre la topografia de lipidos complejos 
en el aparato de Golgi, mitocondria y peroxisomas (Bell y 
col., 1981).



- 23 -

1.3. LA GLANDULA PROSTATICA

La glandula prostatica de muchas especies esta a su 
vez compuesta por una serîe de glandulas que, g e n eralmente, 
se presentan formando varies lobules. Estas glandulas estân 
compuestas por cêlulas secretoras de naturaleza epitelial, 
que se agrupan en forma de epitelios glandulares. Estos ep^ 
telles se disponen, preferentemente, de dos maneras, en oc^ 
siones formando tûbulos, y otras veces en forma de sacos, 
denominados alvéoles o acinos. La combinacion de estos ep i ­
telios en una glandula recibe el nombre de glandula tubulo- 
a l v e o l a r .

De estas agrupaciones glandulares nacen unos conduc^ 
tes que desembocan en la uretra, por lo que son glandulas

î-yigu^Oi 5. Organes sexuales accesorios de la rata macho adul_ 
ta. Los lobules de la prostata: ventral (VP) , la­
teral (LP), dorsal (DP). Vesicula seminal (SV), 
glandulas coagulantes (CG), conductos deferentes 
(D). uretra (U). Segun Wilson y col. 1981.
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exocrinas. Todo el conjunto esta rodeado por el t e j ido inter^ 
acinar, o estroma (Poirier, 1978). Esta estructura tipo ante^ 
riormente senalada, y el caracter de la secrecion prostatica, 
pueden diferir de unas especies a otras (ver revisiones de 
Brandes, 1974, y Aumuller, 1979).

Tanto la prostata de rata como la humana estan consti- 
tuidas por glandulas tubulo-alveolare s , agrupadas en très lo^ 

bulos, que forman parte de las glandulas sexuales anejas 
del complejo urogenital que, en el caso de la rata (fig. 5) 
incluye: - Los tres lobulos de la prostata

- la vesicula seminal
- los conductos deferentes y sus ampollas glandu­

lares
- la uretra
- la vejiga urinaria y parte de los ureteres uni­

dos a ella
- la glandula coagulante (Jesik y col., 1982) 6 

lobulo anterior de la prostata, ya que se le 
considéra como el cuarto lobulo de la prostata 
de rata por algunos autores (Wilson y col.,
1981) .

A los très lobulos de la prostata de rata, dependiejn 
do de su localizacion relativa con respecto de la uretra 
(U) se les désigna como: lobulo ventral, dorsal y lateral 
(Wilson y col., 1981; Jesik y col., 1982) como se muestra 
en la figura 5. Estos très lobulos se conectan a la uretra 
por una capa de t e j ido conec t ivo y por una serie de conduc^ 
t os .

Las glandulas sexuales anejas (fig. 5), que incluyen 
a la prostata, suministran una gran variedad de productos 
de secrecion que contribuyen al complejo contenido del pla^ 
ma s e m i n a l .
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1.3.1. Lâbu . to  v z n t ^ a t

En la rata, el lobulo ventral es el mas grande y 
facilmente diseccionable (Di Dio, 1971). A su vez se comp£ 
ne de dos lobulos discrètes que se unen a la uretra por 
una capa de tejido conectivo y una serie de conductos, que 
drenan dentro de la uretra. Los acinos del lobulo ventral, 
que forman estructuras cerradas y compactas en el estroma, 
e stan formado s por cêlulas basaies y cêlulas epitelialaes 
de naturaleza columnar. Su geometria es diverse, siendo su 
contorno poligonal, frecuentemente pentagonal o hexagonal 
(Aumuller, 1979). Los acinos y tubulos glandulares de la 
prostata ventral de rata estan orientados estadisticamente 
al azar, y distribuidos de manera homogênea (Romppanen y 
col., 1980).

1 . 3 .1 .1 . E l  z é t ^ o m a

El tejido interacinar o estroma de los très 1^ 
bulos de la prostata de rata, consta principalmente de cê­
lulas de musculature lise y de tejido conectivo o fibroblas 
tos. Estas cêlulas se distribuyen mas o menos paralelamente 
a la lamina basai del epitelio, en forma de hojas, rodeando 
y separando los alveolos. La capa de musculo liso que rodea 
a cada acino prostatico dandole forma se denomina mioepite- 
lio. Los otros componentes que entran a formar parte del e^ 
troma son fibres de colageno y vasos sanguineos, asî como 
nervios amielimicos, vasos linfaticos y diverso material ex  

tracelular (Jesik y col., 1982).

Una de las funciones del estroma es participer como 
elemento propulsivo en la expulsion de la secrecion (Aumu­
ller, 1983).
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1.3.1.2. C é . l a l a 6  z p l t z t l a t z ^

Desde un punto de vis ta descriptive, en las cêlulas 
epiteliales se distinguen cinco regiones distintas: (1) el
polo apical, en contacte con el lumen del acino; (2) el ap^ 
rate de Golgi; (3) una zona supranuclear; (4) una zona n u ­
clear; y (5) una basai (Brandes, 1966, 1974; Kachar y Pinte 
da S i l v a , 1981) .

El reticulo endoplasmico existe en todas las regiones 
de la cêlula, y juega un papel importante en el mantenimien 
to de la organizaciôn celular. Sus cisternas delimitan los 
espacios del nucleo, del aparato de Golgi, y del aparato 
secretor apical.

A lo largo del polo apical estan présentes granules 
de secrecion bien definidos, que contiene material dense. 
Algunos de los granules, probablemente implicados en el pro^ 
ceso de exocitosis, se encuentran en la membrana plasmatica.

La membrana plasmatica de la cêlula epitelial consta 
de très areas, estructural y funcionalmente distintas: basai, 
lateral y apical. La membrana plasmatica basai de las cêlu­
las epiteliales columnares présenta evaginaciones e invagi- 
naciones, importantes en el intercambio de metabolites entre 
el citoplasma y el espacio intersticial. La membrana plasm^ 
tica lateral consta de regiones de membrana planas, y dis­
pone de las diferenciaciones celulares tîpicas para hacer 
posible la adhesion entre cêlulas adyacentes y mantener la 
estructura epitelial. La membrana plasmatica apical, es gê  
neralmente convexa y esta tapizada de microvell osidades.

1.3.2. L â b u Z o é  ta to ^H -d t  y  d o x ^ a t

Los lobulos latérales se separan con facilidad de 
los dorsales. El acino del lobulo lateral es mas variable 
de tamaho que el ventral y, generalmente, mas grande. La p^
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red que forma el acino présenta un gran numéro de invagina- 
ciones en el interior del lumen. Las celulas epiteliales 
de estos acinos son cuboidales o columnares y sus secrecio- 
nes se tinen fuertemente con eosina.

El lobulo dorsal présenta acinos mas grandes. Sus pare^ 
des estan forradas principalmente por celulas cuboidales y 
las secreciones de este lobulo se tinen con eosina, con una 
intensidad intermedia, entre el lobulo ventral y lateral 
(Jesik y col., 1982). Estos dos lobulos lateral y dorsal se 
parecen mas entre sî que con el ventral.

1.3.3. C o n d u c t o r  6ccA.e, toA.c6 y  va ^cuZ aA .

Los conductos de la prostata tienen una constitucion 
similar, independientemente de que se hayan originado en cual^ 
quiera de los tres lobulos prostaticos. Son largos y delga- 
dos, y estan cubiertos de epitelios columnar basofilo con al̂  
go de epitelio cuboidal. Las paredes tubulares constan de tê  
jido conectivo rodeado de algunas capas de musculo liso. En 
cambio, las disposiciones y uniones de los conductos difieren 
en cada lobulo prostatico.

En el interior del lobulo ventral se observan pequenos 
subcanales que drenan las glandulas acinosas. En estos subc^ 
nales se agrupan en canales principales que, en numéro de 4 
o 5, parten de la parte central de cada lobulo siguiendo un 
curso recto hasta la uretra, en donde vierten.

El drenaje de los lobulos lateral y dorsal es d i f e r en 
te del ventral, pues se lleva a cabo por 20 o 30 conductos 
por lobulo, que vierten directamente en la uretra.

El suministro de sangre arterial a la prostata de ra­
ta se realiza desde la aorta abdominal que entra en la pel-



— 2 8 —

vis via las arterias iliacas, que se dividen en externa e in 
terna, siendo esta ultima la que riega el complejo prostati­
co (prostata, vejiga urinaria, glandula coagulante, vesicula 
seminal, vasos deferentes) por medio de la arteria vesical 
superior y sus r a m a s . Esta arteria vesical superior surge de 
la parte central de la arteria iliaca interna.

La sangre venosa vuelve por las venas vesicales infe­
rior y superior (Jesik y col., 1982).

1.4. SECRECION PROSTATICA

Las glandulas accesorias masculinas, principalmente 
las vesîculas séminales y el complejo prostatico, secretan 
una mezcla compleja de proteinas y nutrientes, que consti- 
tuyen el plasma seminal. Este fluido es esencial para la 
activacion y alimentacion de los espermatozoides (Price y 
W i l l ians-Ashman, 1961; Mann, 1964). El fluido prostatico
es secretado por la prostata cuando se produce la eyacula- 
cion; en este proceso, se mezcla con los espermatozoos y 
con las secreciones de las otras glandulas accesorias mas­
culinas. Los productos secretados por la glandula pr ostat^ 
ca proceden de la sintesis realizada en las cêlulas epite­
liales de la prostata, asî como de la transudacion procede_n 
te del suero. La situacion anatomica de la prostata ventral 
de rata apunta hacia una intervenciôn de la misma en la rê  
producciôn del ma c h o . Aun que se conoce poco acerca de la 
funcionalidad de esta glandula, no parece que el papel que 
desempena la prostata sea esencial para la fertilidad, ya 
que la extracci^ n  de esta glandula no produce grandes efec^ 
tos sobre la misma (Pang y col., 1979).
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1.4.1. de t a  6ZCA.e,ct6n p A o ^ t é i t t c a

El gran desarrollo del reticulo endoplasmico rugoso 
en las cêlulas secretoras de la prostata ventral de rata in- 
dica que estas cêlulas presentan una gran actividad de sinte^ 
sis proteica. Las proteinas destinadas a ser secretadas, de^ 
puês de ser sintetizadas se almacenan temporalmente en las 
cisternas (Sabatini y col., 1970), antes de ser t ranspor tadas al 
complejo de Golgi para su almacenamiento en vacuolas conden 
sadas y granules de secrecion. Estos granules tienen un al­
to contenido en lipides (Gouvelis y col., 1971), y liberan 
su contenido en el lumen mediante un mécanisme de secrecion 
merocrino: la membrana del granule de secrecion y la membr^
na plasmatica se funden en el punto de contacte, y el cont^ 
nido se descarga en el lumen (Wong y Tse, 1981).

La localizacion restrictiva de los microtubulos en la 
region del Golgi de cêlulas secretoras en la interfase no r ­
mal (Weber, 1976), sugiere para los microtubulos un papel 
en la movilizacion de las vesîculas del Golgi y de los gra­
nules de secrecion (Wong y Tse, 1981).

El estîmulo de la glandula prostatica es, probablemen 
te, hormonal y neural. Los androgenos circulantes son los 
que mantienen la ultraestructura y la funcion secretora de 
la prostata (Brandes, 1974). Aunque recientemente se ha de^ 
crito el epitelio como unico blanco de los androgenos en la 
prostata (Aumuller, 1979), cada vez es mayor el numéro de 
publicaciones en las que se centra la atencion sobre el pa­
pel del estroma en la regulacion, estîmulo y diferenciacion 
del epitelio prostatico (Deklerk y Scott, 1978; Cunha y 
Lung, 1979; Nuntzing y col., 1979).
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1.4.2. hiatun.a lQ,zci  do, to.

El liquido prostatico es de aspecto lechoso, y mas 
o menos neutro, siendo el pH del fluido prostatico humano 
de 6*5 (Zaneveld y Tauber, 1981). Este valor, obtenido con 
la primera fraccion de la emision seminal, no coincide con 
valores mas altos, de 7*28, obtenidos mediante masaje pro^ 
tatico (Fair y col., 1979). Su coagulacion ocurre dos min^ 
tos despues de su emision, licuandose unos minutos mas tajr 
de por la accion de una fibrinolisina. Los estrogenos eli- 
minan esta accion.

El fluido secretado por la prostata contiene un alto 
porcentaje de proteinas y , de entre estas, son principalmen 
te importantes dos glicoproteînas. Una de ellas es la pro- 
teîna prostatica de union (PBP), a la que por su importan­
cia daremos un tratamiento aparté, y la otra es la fosfat^ 
sa acida especial. Esta fosfatasa acida no es inhibida por 
el tartrato como lo es la fosfatasa acida (Ec 3.1.3.2.) lî  
sosomal, que se encuentra en muchos tejidos de la rata, in 
cluida la prostata, en todos los estados del desarrollo an^ 
mal (Igarashi y Hollander, 1968; Goldstone y Koenig, 1973; 
Tenniswood y col., 1978). Por el contrario, la fosfatasa 
acida especial que nos ocupa se encuentra solo en prostata, 
y esta destinada a ser secretada. Aparecen cantidades nota­
bles j usto en la pubertad, entre los 28 y los 35 d i a s , no 
encontrandose su banda en geles de poliacrilamida realiza- 
dos en fases anteriores del desarrollo de la rata. Se obse^ 
va tambiên, en geles de poliacrilamida, que la banda dismi- 
nuye con la edad, y desaparece a los 4 dîas de la castra- 
ciôn (Tenniswood y col., 1982). Es, por lo tanto, un marc^ 
dor corriente de la funcion secretora de la glandula prost^ 
tica.

Otras enzimas présentes en gran cantidad en la secre­
cion prostatica son la lact ico deshidrogenasa (EC 1.1.1.27)
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y la piruvato Kinasa (Ec 2.7.1.40) (Boonseeng y Techa-Udom 
taworm, 1980). El papel de estas enzimas no es bien conoc^ 
do, pero se cree que las fosfatasas permiten la defosfori- 
lacion de la fosfatidilcolina suministrada por las vesîcu­
las séminales, ya que no se encuentra colina libre en los 
eyaculados recientes, detectandose cantidades notables unas 
horas despuês. El fôsforo liberado va a ser incorporado en 
las enzimas que van a actuar en el metabolismo de la fructo^ 
sa, que proviene principalmente de las vesîculas séminales 
(Rajalakshmi y col., 1973) y constituye la réserva energeti^ 
ca de los espe rmatozoos.

La elevada actividad de la fosfatasa acida, en el com 
plejo de Golgi, indica, ya que ambas enzimas son productos 
de secrecion, su probable empaquetamiento en los granulos 
de secrecion (Tadolini y Zanotti, 1982).

En la secrecion prostatica se encuentran tambiên: am^ 
noâcidos (Kochakian, 1975), urea, glutation, vitamina C, e^ 
permina, y espermidina (ver revisiones de Aumuller, 1983; 
Zaneveld y Tauber, 1981).

El fluîdo prostatico humano es rico en lîpidos; en 
cambio, el plasma seminal humano es mas pobre, por lo que se 
concluye que la mayor parte de los lîpidos del plasma semi­
nal proceden de la prostata. Entre los lîpidos del fluîdo 
prostatico, la mayor parte son fosfolîpidos y colesterol 
(Scott, 1945; Miÿao, 1965; Zaneveld y Tauber, 1981).

El colesterol se encuentra, pri ncipalmente, en forma 
libre mas que esterificado (Scott, 1945; Singhal, 1978 ; AI. 
caide y col., 1980, Recio y col., 1982) estando su sînte- 
s is regulada por la testosterona de los testîculos (Singhal 
y col., 1978; Osafume y col., 1980). En el hombre de edad 
avanzada aprecen en la secrecion prostatica epoxidos de cô  
l esterol, si bien no ha s ido demostrado el papel de êstos
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en la hiperplasia o adenoma prostatico (Schaffner, 1981).

Las p r o staglandinas se descubrieron en plasma seminal 
y, en un principio, se las atribuyô una procedencia prosta­
tica. Hoy en dîa se sabe que las pro s taglandinas encontradas 
en plasma seminal, pr incipalment e PGĵ  y P G 2 , proceden de 
las vesîculas séminales, y que la secrecion prostatica cori 
tiene cantidades mînimas e infrecuentes de prostaglandinas. 
(Fair y Cordonier, 1978). Hay que resaltar, s in embargo, que 
la prostata tiene receptores citoplasmaticos para prostaglan 
dinas (Farnsworth, 1981), y que sintetiza y metaliza rapid^
mente PGF« .2a

Entre los iones inorgânicos mas importantes se encuen 
+ + 2+tran: Na , K , Ca , cloruros, bicarbonates, fosfatos y

2+Zn . Concretamente el zinc libre, mas que los complejos 
Zn-proteîna o las sales de zinc contenidas en el fluido pro^ 
tatico, podrîan tener un papel importante en la resistencia 
natural del tracto urinario del macho a la infeccion bacte- 
riana, con relacion a la de la hembra, que es mas suscepti­
ble de padecerla (Stamey y col., 1968; Fair y Wehner, 1973; 
Levy y Fair, 1973; Fair y Parrish, 1981). En un principio, 
esta actividad antibacteriana fue atribuida s in embargo a 
la lisozima (Taylor y Morgan, 1952) y la poliamina esperm^ 
na (Razin y Rozansky, 1959). Se atribuye tambiên al Zn una 
funcion en la motilidad de las cêlulas espermaticas (Saito 
y c o l . , 1967).

En el gluido prostatico humano se han encontrado inm_u 
noglobulinas IgA, IgG y IgM, pudiendo variar su concentra- 
cion con las afecciones de la prostata (Gray y col., 1974).

Se va a dedicar un estudio aparté a dos compuestos sê  
cretados por la prostata, el citrato y la proteîna prostati_ 
ca de union (PBP), debido a su importancia.
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Cttn.ato

La prostata ventral de rata, lo mismo que la humana, 
acumula y sécréta grandes cantidades de citrato.

Si la prostata acumula gran cant idad de citrato debe 
considerarse a êste como un producto metabolico final, en 
contraste con otros tejidos, en los que el citrato se oxi- 
da o sirve como fuente de acetil-CoA citoplasmatico. La 
fuente y mecanismo de la acumulacion de citrato no es aun
bien conocida pues la acumulacion puede deberse a una fal-
ta de oxidacion, a un incremento de la sintesis, o a una 
conjunciôn de ambas posibilidades.

Barrow y Huggins (1946), sugieren la ausencia de un 
ciclo de Krebs funcional, y Costello y col. (1981) indican 
que la aconitasa es la responsable ultima de este h e c h o .
El equipo de Costello en la Universidad de Maryland (Coste^
llo y col., 1976, 1978a, 1981; Franklin y col., 1977, 1978,
1982; Toghrol y col., 1980) demuestra claramente que el 
aspartato, via aspartato a m ino trans f e r a s a , (AAT) es la m^ 
yor fuente de oxaloacetato para la sintesis de citrato.

El aspartato, a su vez, puede tener una procedencia 
exogena, o originarse en la degradacion de proteinas pro^ 
taticas.

El acetil-CoA, necesario para condensarse con el oxa, 
lacetato en la produccion de citrato, procédé de la g-oxi- 
dacion de los acidos grasos o de la via glicolîtica.

Por consiguiente, este grupo concluye que los dos fac^ 
tores que contribuyen a la acumulacion y secrecion de citra 
to en prostata ventral de rata son: la produccion intracelju 
lar de citrato a partir de aminoacidos y acidos grasos o 
glucosa, y unos niveles bajos en la oxidacion de citrato.
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debido al funcionamiento déficiente del ciclo de los acidos 
tricarboxilicos. En la figura 6 se da un esquema con las 
distintas vias metabôlicas para el citrato.

Costello y colaboradores sostienen que la fuente ma- 
yoritaria del acetil-CoA para la sintesis del citrato es la 
3-oxidaciôn, frente a la via glicolîtica, Sin embargo, el 
grupo de Harkonen (Harkonen y col,, 1975, 1982; Kuosa y 
col,, 1977; Santti y col,, 1977; Harkonen, 1981) sugieren 
que el contenido y secrecion de citrato en la prostata dé­
pende de androgenos, y que la acumulacion de citrato puede 
deberse a un aumento de su sintesis causado por una estimij 
lacion androgenica del metabolismo de glucosa en prostata 
ventral de rata.

P̂ ote.X,na pKo6td.tÂ,ca de anZân (PBP)

Forsgren y col, (1979), descubrieron una proteina m^ 
yoritaria en el sobrenadante de la prostata ventral de ra­
ta, a lOS.OOOxg, que constituia el 20% del total de las 
proteinas. Esta proporciôn t an elevada hizo posible un fa- 
cil aislamiento del resto de las proteinas citosôlicas, E^ 
tos autores sugieren que esta proteina, que denominan pro­
teina que se une a stramustina, PSP, se libera en el flui­
do prostatico,

Otros autores han descrito proteinas mayoritarias con 
caracteristicas similares a la proteina prostatica secreto­
ra, empleando metodos de aislamiento y purification algo 
distintos. Estas proteinas son la PBP, la prostateina y la 
a-proteina,

La proteina prostatica de union (PBP) descrita por 
(Heyns y de Moor, 1977; Heyns y col,, 1977, 1978) es una 
proteina de secrecion de la prostata ventral de rata cua^
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titativamente muy importante. Es una glicoproteîna oligomê^ 
rica compuesta de un tetramero con dos subunidades d i f e r e ri 
tes no unidas covalentem e n t e , Recibe ese nombre porque es 
capaz de unir esteroides de manera inespecîfica (Heyns y 
de Moor, 1977). La expresion de esta proteîna esta estimu- 
lada por los androgenos y su funcion "in vivo" es descono- 
cida (Chen y col,, 1982). La proteîna descrita por Lea y 
col, (1979) présenta un gran numéro de semejanzas con algii 
nas diferencias que llevan a los autores a suponer la pos^ 
bilidad de que la prostateina sea una parte de la PSP,

La a-proteîna descrita por Fang y Liao (1971) tiene 
un peso molecular de unos 50,000 daltons y puede disociarse 
en dos subunidades en presencia de dodecil sulfato sodico, 
Cada subunidad se disocia a su vez en dos cadenas polipep- 
tîdicas por reduccion de los puent es disulfuro, Uno de eŝ  
tos pep t idos es el mismo en ambas subunidades. La biosînte^ 
sis de la a-proteîna en prostata ventral esta inducida por 
la administracion de androgenos y es una glicoproteîna que 
une esteroides de manera inespecîfica, androgenos, estrôge^ 
nos y progesterone pero no glucorticoides, y que en siste- 
mas libres de cêlulas, inhibe la union del complejo andro- 
geno-receptor a la cromatina nuclear, promoviendo la libe­
ration de este complejo si anteriormente esta unido a la 
cromatina (Fang y Liao, 1977; Liao et al, 1982; Chen y 
col,, 1982). No es probable que la a-proteîna compita con 
el receptor para la union activa de androgenos, ya que la 
a-proteîna se une a los esteroides con una finalidad de v^ 
rios ôrdenes de magnitud menor que el receptor de androge­
nos en el mismo organo (ver revision de Loor y col,, 1982), 
S in embargo, puede competir con enzimas de metabolismo es- 
teroidico, retardando asî la transformation metabôlica en­
tre esteroides. La a-proteîna podrîa tener la mision de 
acumular esteroides en las cêlulas y en los espacios extr^ 
celulares prostaticos. De esta manera, los esteroides no
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unidos al receptor de esteroides en la prostata pueden, con 
la ayuda de la a-proteîna, ser retenidos o transportados.

La a-proteîna que no ha sido tratada con acetona con^ 
tiene colesterol como unico esteroide, en cantidades cas i 
estequiomêtricas (Chen y col., 1982). Esto es importante, 
ya que la sîntesis del colesterol (Singhal y col., 1978) y 
la de proteîna secretora (Heyns y col., 1978) en prostata 
ventral de rata estan, ambas, estimuladas por androgenos.

En estos momentos se estan realizando estudios genêt^ 
COS (Parker y col., 1982) y de secuenciaciôn de estas pro- 
teînas de prostata de rata (Wilson y col., 1981; Liao y col
1982), llegandose a la conclusion, por algunos autores, que 
la protateina y la PBP y la a-proteîna son la misma prote^ 
na (Chen y col., 1982; Loor y col., 1982). Los resultados 
parecen indicar que estos factores proteicos que juegan un 
papel importante en la accion de androgenos son distintos 
en la prostata humana y en la prostata ventral de rata. E^ 
to nos lleva a la conclusion de que el mecanismo de accion 
de androgenos obtenido para la prostata ventral de rata pue^ 
de no ser enteramente aplicable a la prostata humana (Loor 
y C h u , 1 9 8 2 ) .

Empleando têcnicas de inmunofluoréscenei a , la PBP 
se localize unicamente en las cêlulas epiteliales y en el 
lumen de la prostata ventral, no encontrandose en la prô^ 
tata dorsal, lateral, glandula coagulante, ni vesîculas sê  
minales. La PBP desaparece de las cêlulas epiteliales, 4 
dîas despuês de la castracion, encont randose solo en el l_u 
men (Aumuller y col., 1982).

Una proteîna nuclear, de caracterîsticas similares a 
las de la PBP, ha sido aislada recientemente (Kishimoto y 
col., 1982), y su contenido varîa de acuerdo con los nive­
les de testosterona en plasma.
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Hay que resaltar, que los productos de secrecion de 
los tres lobulos de la prostata de rata, incluida la a-pro^ 
teina (Chen y col., 1982) son diferentes. La prostata tam­
biên participa en los procesos de secrecion endrocrinos, 
observandose sobre todo en estados patologicos alteracio- 
nes de algunos de sus productos en plasma.

1.5. MECANISMO PE ACCION PE ANDROGENOS

La glandula prostatica es un excelente modelo para 
el estudio de la accion de androgenos a nivel molecular, ya 
que tiene receptores para androgenos en concentrât iones rê  
lativamente altas. Ademas, depende en gran medida de la e^ 
timulacion de los androgenos para la sintesis de RNA y pro^ 
teinas, asi como para el man ten imi en to de todas las funcio^ 
n e s que realiza dicha glandula.

Vamos a seguir, para el estudio de la accion de los 
androgenos en la prostata, las pautas de que consta el mode^ 
lo de accion para esteroides de Edelman (1974) y Gorski y 
Gannon (19 7 6) .

1.5.1. CX,^cuJiac>L6n de. andA .âgeno6  en pZa^m a

La testosterona secretada por los testîculos es el 
androgeno mayoritario en plasma de rata (Corpêchot y col., 
1981) y de hombre (Wilson y col., 1983). Circula unida a 
dos proteinas, la globulina ligadora de testosterona y es­
tradiol (TeBG), tambiên denominada globulina que se une a 
hormona sexual (SHBG), y la albumina (Vigersky y col., 
1976). Aunque la albumina posee una gran capacidad para 
unir esteroides en general, parece que esta forma de tran^ 
porte solo tiene importancia fisiologica en el caso de los 
mineralocorticoides.
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La union de esteroides a TeBG présenta una alta afini^ 
dad de enlace, existiendo un equilibrio dinamico entre la 
hormona unida y la hormona libre. Esta ultima solo represen^ 
ta el 1-3% del total (Vigersky y col., 1976).

1.5.2. de, a n d ^ â g z n o ^  a tAavZa d z  t a  m zm bxana

pZa^mdttca

Las hormonas esteroidicas, en su forma libre sin 
la proteîna transportadora, pueden entrar en el interior de 
la cêlula por simple difusiôn, a travês de la membrana pla^ 
matica (Lasniski y col., 1974). Efectivamente, puesto que 
los esteroides son lîpidos, penetran facilmente a travês de 
las bicapas lipîdicas de las membranas de todas las cêlulas. 
Para que esto ocurra, la concentracion del esteroide libre 
debe de ser inferior en el interior celular que en el ento^ 
no, lo que se puede conseguir de varias maneras. En primer 
lugar, en funcion de las K^ que controlan la cantidad de 
hormona liberada por la TeBG y la hormona que se une al rê  
ceptor. En segundo lugar, cualquier transformacion metabo- 
lica de la hormona en el interior celular produce la entr^ 
da de nuevo esteroide. Algunos tejidos diana, como la pro^ 
tata, transforman la testosterona intracelular en metabol^ 
tos mas activos, como la dihidrotestosterona (Imperato-Mc 
Ginley y col., 1974; Mainwaring, 1975), consiguiendo de eŝ  
ta manera los dos efectos anteriores.

El hecho de que la concentracion de testosterona en 
los tejidos diana sea mas baja que la encontrada en plasma 
en todos los animales hasta ahora estudiados (Siiteri y 
Wilson, 1970; Moore y Wilson, 1973), es una prueba de lo 
anteriormente mencionado. En las figuras II y 10, estan rê  
presentados estos valores, dados para rata por Corpêchot 
et al. (1981) .
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Paralelamente, se ha propuesto (revision Giorgi, 1980) 
un transporte de andrôgenos a travês de la membrana plasmâ- 
tica de las cêlulas diana, mas complejo que la simple difu- 
siôn no mediada. En este transporte pasivo, que actuarîa a 
la vez que la difusiôn, estarîan implicadas varias proteî- 
nas transportadoras.

1.5.3. Mztabot^^mo de la t2.6to6tz^ona

Los androgenos, asi como el resto de las hormonas 
esteroidi c a s , son derivados del hidrocarburo ciclico ciclo 
pentanoperhidrofenantreno y son sintetizados a partir del 
colesterol, principalmente en testiculo y glandula adrenal 
(ver fig. 7), pero no en prostata. Sin embargo, la acciôn 
de los androgenos difiere de la de las otras hormonas este^ 
roidicas en, por lo menos, dos cosas: a) Muchos de los efec^ 
to s de la testosterona estân mediados por sus metabolitos 
intracelulares, la dihidrotestosterona y, posiblemente, el 
estradiol (Wilson y col., 1983). b) Durante la embriogêne- 
sis, los androgenos promueven la diferenciaciôn de los tej^ 
dos, que seran los principales sitios de acciôn de la hormo^ 
na en la vida postnatal (Wilson, 1975; 1978). Por ello ré­
sulta de gran importancia no solo la sintesis de testoste­
rona sino también su transformation en dihidrotestosterona 
y estradiol (fig. 7).

La formation de la 5 a-dihidrotestosterona (dihidro- 
testosterona o DHT) es critica para el m a n tenimiento de

las glandulas sexuales accesorias masculinas, taies cô  
mo la prostata. Estas glandulas contiene una enzima, la 
5 a-reductasa, que convierte testosterona (T) en DHT por 
una via reductora que necesita NADPH. La dihidrotestostero^ 
na, como se observa en la fig. 7, no puede convertirse en 
estradiol, por lo que su acciôn es puramente androgenica.
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fZguA ,a 7. Vias de biosîntesis de androgenos y metabolismo 
de la testosterona. Las enzimas son las siguieii 
tes: (1) Complejo 20, 22 desmolasa (citocromo 
P^Sq) ; (2) 3 3“bidroxiesteroide deshidrogenasa-
4 5* isomerasa; (3) 17a-hidroxilasa ; (4) 17,20-

desmolasa; (5) 17 g-hidroxiesteroide deshidroge-
nasa y (6) aromatasa.
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La administracion de diverses androgenos a animales castr^ 
dos produce distintos incrementos en la actividad de la 
5a-reductasa en prostata de rata, concomitantes con un 
aumento en peso de la p r o s t a t a . Y existe una correslacion 
lineal entre ambos incrementos. La accion androgenica de 
los distintos androgenos viene determinada, en prostata, 
por su facilidad para convertirse en dihidrotestesterons 
(Moore y Wilson, 1973). La enzima 5a-reductasa no se en 
cuentra en el musculo del esqueleto (Krieg y Voigt, 1976), 
donde la testosterona actua directamente manteniendo una 
funciôn anabolizante,

En la prostata ventral de rata, la mitad de la act^ 
vidad 5a-reductasa se encuentra en la membrana nuclear; 
el resto se encuentra en las membranas del citosol y su 
actividad en ambos casos, se ve afectada por los andrôge­
nos (Bruchovsky y col., 1981).

1.5.4. T0n.moi(iÂ,6YL do, t  c o m p l e j o  hoA.mona-A.ace.ptoA.  y  

a c t t v a c t â n  de, i ^ t e .

Los receptores de hormonas esteroidicas sexuales 
son molêculas proteicas, que pueden ser digeridos por prjo 
teasas (Prins y Lee, 1982a). Se unen por fuerzas no cova- 
lentes a la hormona, presentando una gran afinidad por la 
misma (Kd = 10 ^^-10 ^ ) .

En el caso de la prostata, los receptores presentan 
mas afinidad por la dihidrotestosterona que por la testo^ 
terona estando aquellos, en condiciones fisiolôgicas nor­
males, ocupados prâcticamente en su totalidad por la dih^ 
drotestosterona (Blondeau y col., 1976; Hu y col., 1978).

La prostata ventral de rata contiene receptores, ta_n
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to para androgenos (Blondeau y col., 1975, 1982), como para
estrôgenos (Ginsburg y col., 1980; Jung-Tes tas y col.,
1981). Existe s in embargo, a nivel celular, una localiza- 
cion diferencial. Asi, en el estroma, se encuentran loca- 
lizados preferentamente la mayor parte de los receptores 
de estrôgenos, mientras que los receptores de andrôgenos 
se encuentran localizados principaimente en la fracciôn 
epitelial (Chaisiri y Pierrepoint, 1979 ; Jung-Testas y 
c o l . , 1981).

En cuanto a la localizaciôn subcelular, en todos los 
casos estudiados y para ambos tipos de receptores, es siem 
pre citosôlica (ver revisiones de Corski y C a n o n , 1976, y 
Loor y col., 1982).

Es interesante estudiar la uniôn hormona-recept o r , 
p ue s to que, al no existir regulaciôn directe en la entrada 
del esteroide a la cêlula, es el receptor el que ej erce la 
selecciôn. La uniôn es un proceso que necesita de la produĉ  
ciôn de energia celular, ya que las drogas que impiden la 
r esp ir ac iôn celular, taies como NaCN, NaN^ o 2 , 4-d initrof ê 
nol, disminuyen el porcentaje de uniôn (Liao y col., 1980a), 
hecho que no se produce en un sistema libre de celu l a s . 
Cuando en las incubaciones con glandulas prostatica se el^ 
mina la droga, se restaura la uniôn del andrôgeno al recep^ 
tor, tanto en presencia como en ausencia de cicloheximida.

Tambien se ha postulado (Liao y col., 1975) que los 
nucleôtidos trifosfato pudieran estabilizar el complejo d^ 
hidrotestosterona-recept o r , puesto que concentraciones com 
prendidas entre 1 y 5 mM de ATP o GTP activan la uniôn de 
la hormona a su receptor en prôstata ventral de rata. En 
este sentido, en prôstata y otros tejidos, mediante la ut^
1 izac iôn de inhib idores de fosfatasa, como el molibdato, 
se ha comprobado que son necesarios procesos de fosforil^ 
c iôn y defosforilaciôn para que el receptor se active y
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pueda unirse a la hormona, asi como para que el complejo 
pueda ser retenido en el nucleo de las celulas diana. Hay 
que resaltar, no obstante, que no existe evidencia que 
mue st r e , de forma directa, que los receptores proteicos 
de hormonas e s teroidicas sexuales sufran procesos de fos- 
forilacion y defosforilacion.

Otro hecho experimental admit i d o , es que la union de 
la hormona con el receptor citoplamatico induce cambios en 
su conformée iôn que son de gran importancia para que el 
conj unto pase al nucleo, (ver revis iones: Edelman, 1974 ; 
Gorski y Gannon, 1976). Utilizando tecnicas inmunolôgicas 
y ant icuerpos monoclonados, se han reconocido varias regio^ 
nés en el receptor de esteroides (concrètemente para gluco^ 
corticoïdes y estradiol). Dos de estas regiones o dominios 
(I y II) estan implicadas en la uniôn con el esteroide, y 
el tercer dominio (III) contiene los lugares de reconoci- 
miento y uniôn con el DNA (Caristedt-Duke y col., 1982).
El analisis cristalografico por difracciôn de rayos X del 
complejo hormona-recptor (para estrôgenos y progesterona) 
sugiere que el anillo A del esteroide es el que inicia 
y mantiene la uniôn a sus receptores, concretamente con el 
dominio I (figura 6a). El anillo D se une con el recep­
tor por el dominio II (figura 8b). Cuando la hormona se 
une a su receptor, se produce un cambio conformacional en 
el mismo que dej a expuesto el dominio III para que pueda 
cumplir su ulterior funciôn de reconocimiento y uniôn con 
el DNA (Sluyser, 1983). En esta a c t ivaciôn del complejo 
hormona-recept o r , y tal vez colaborando en la entrada al 
nucleo, es donde parecen intervenir (Liao y col., 1980a; 
Dougherty y col., 1982), tambien el ATP y los procesos de 
fosforilaciôn-defosforilaciôn, por medio de unos cambios 
de naturaleza f isicoquîmica en la naturaleza del receptor.

Cuando se observa y compara la estructura de ago n i^
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^Receptor;
(III) Receptor activado ;

DNADNA
Receptor, Receptor ;

m .

f Z g u A a  8 . Esquema propuesto para el mecanismo de accion 
de esteroides en el nucleo. Segun Sluyser 
(1983).
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tas de hormonas esteroidicas, todos mues tran semejanzas en 
la region del anillo A, y diferencias en el anillo D, 
lo que sugiere (Duax y col., 1981) que el anillo A es 
mas bien responsable de la union al receptor (Dominio I ) , 
mientras que el anillo D, en su union con el dominio II 
del receptor, contrôla de manera preferente la activaciôn 
de dicba proteîna receptora.

Por ultimo, senalemos que la presencia, en el cito­
sol de las cêlulas diana, de receptores sueltos, libres y 
solubles en agua, esta siendo revisada en la actualidad.
Efectivamente, una vez conocida la int r incada y complej a 
naturaleza de la organizaciôn ultraestructural del cito- 
plasma, y el alto grado de integrac ion de var ios elementos 
citoplasmaticos, (Trump y col., 1981), algunos autores 
(Puca y S i c a , 1981) sugieren que, por lo menos los recept£
res de estradiol, se asocian de manera integral a una com 
pleja red citoesquelêtica en el citoplasma celular.

1.5.5. T / i a n ^ t o c a c ^ â n  de , l  c o m p t z j o  koà.mona-/Le.cQ,pto^

El complejo dibidrotestosterona-receptor entra en 
el nucleo de las cêlulas de la prèstata ventral, una vez 
que se ba formado (Liang y col., 1977). Asi, en las incub^ 
ciones de prôstata troceada con testosterona tritiada, el 
90% de la radiactividad esteroidica encontrada en los nu- 
cleos migra como dihidrotestosterona, y el resto como te^ 
tosterona. Ademas la ut ilizac iôn de un inbibidor de la en 
zima 5 a-reductasa, 17g - N ,N-dietilcarbamoil-4-metil-4-aza- 
- 5 a-androstan-3-ona bizo descender la relaciôn DHT/T en 
el nucleo (Liang y Heiss, 1981).

Para que el transporte del complejo bormona-receptor 
tenga lugar en el citoplasma al nucleo, independientemente
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de que se lleve a cabo o no por los poros de la membrana nii 
clear, son necesar ios sitios especificos de interaction con 
dicha membrana. Lefebvre y Novosad (1980) purificaron estas 
localizaciones de la membrana nuclear de prôstata ventral 
de rata que desaparecen 24 horas despuês de la castraciôn.

Esta fracciôn de la membrana nuclear t iene un alto con_ 
tenido en lipidos, ba j o en RNA y DNA, y aparent ement e no pre^ 
sentan poros nucleares. Es tos sitios de uniôn podrîan estar 
involucrados en el transporte de esteroides dentro y fuera 
de la membrana.

1.5.6. Modo do, accyCân do. andn.6ge.no6 en e£ nôc£eo

Un numéro considerable de lineas de investigaciôn 
indican que las p r o teinas receptoras de hormonas esteroid^ 
cas reconocen regiones especificas del DNA, siendo estas 
regiones ricas en el par A-T (Adenina-Timina).

Lo que ocurre despuês de la interacciôn del complejo 
hormona-receptor con el DNA es todavia totalmente especul^ 
tivo. S in embargo, ciertas analogias estructurales entre 
la geometria molecular de los esteroides y el par T-A tal 
como se présenta en el DNA, inducen a pensar en una int er aĉ  
c iôn directa del esteroide con el DNA en regiones r icas en 
el par A - T .

En este sentido, es interesante mèneionar que el mec^ 
nismo propuesto por Ebright y Wong (1981) para la interac­
ciôn del cAMP unido a su proteîna recep tora (CRP) con el 
DNA bacteriano, tambiên presupone una interacciôn de parte 
de la estructura del nucleô t ido ciclico con regiones del 
DNA ricas en A-T para la activaciôn de la traseripciôn,

Basandose en todo lo anterior, Sluyser (1983) propone
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un mecanismo plausible y elegante, aunque aùn to talmente e^ 
peculativo. Segun este modelo, una vez dentro del nucleo el 
complejo activado hormona-receptor, se produce un reconoci- 
miento, y posterior uniôn, entre el dominio III del receptor 
y regiones especificas del DNA r icas en A-T (fig. 8 c), Esta 
uniôn mod if ica la conformaciôn del receptor, lo que a su vez 
origina el cese de las interacciones entre el dominio II y 
el anillo D del esteroide. El anillo D puede entonces iii 
sertarse en el DNA, desestabilizar la doble hélice, e ini- 
ciar por tanto la transcripciôn (fig. 8 d ) . Este modelo no 
excluye la posibilidad de que el receptor, al unirse al DNA, 
desplace o inactive a una proteîna represora que actue en 
esa regiôn. Tambiên existen resultados que apuntan a una 
uniôn del complejo hormona-receptor, no sôlo al DNA, sino 
tambiên a ciertas p r o teînas cromo sômicas.

Resumiendo, gran parte de los datos mène ionado s has ta 
ahora, Liao y col., (1981) han postulado un modelo hipotêt^ 
co sobre la acciôn de andrôgenos en prôstata ventral de ra­
ta. En este esquema hipotêtico (fig. 9), una proteîna in- 
tracelular, en una forma (R°), que no puede unirse a andr^ 
genos, se activa, mediante un proceso dependiente de ener- 
gîa (ATP, fosforilaciôn), en una forma (R) que ya puede 
unir andrôgenos (A° = andrôgeno que llega a la cêlula;
A = andrôgeno activo, formado en la cêlula a partir de A ° ).
El complejo andrôgeno-receptor (AR) se transforma, mediante

*un cambio conform acional, en la forma (AR ), que pénétra 
en el nucleo y puede unirse a la cromatina.

Como consecuencia de estas interacciones, se favorece 
la sîntesis de p r o t e î n a s . Las primeras p r o teînas sintetiza- 
das aparecen de 10 a 30 minutes despuês de la administraciôn 
de testosterona. La sîntesis de estas p r o teînas llamadas tem 
pranas no es inhibida por act inomic ina D (Liang y Liao, 
1975). Es tos datos inducen a pensar a los autores que los



— 5 0 —

Activaciônentrada
> A R

métabolisme

PROTEINA
TARDIA

PROTEIN;
TEMPRANA

•H

Sîntesis RNA'AR
Degradacion

F^guAa 9. Modèle propuesto por Liao y col., (1981) 
sobre la acciôn de andrôgenos en prôstata 
ventral de rata.
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andrôgenos actuan en primer lugar en procesos postranscrip- 
cionales de maduraciôn de los RNAs mas que en la transcrip- 
ciôn en si misma. Entre las proteînas tempranas se encuen- 
tran los propios receptores androgênicos (Blondeau y col,, 
1982). Ciertas proteînas tempranas penetran en el nucleo e 
intervienen en respuestas tardîas de andrôgenos, como son 
la reconstrucciôn de organulos, o la activaciôn de la tran^ 
cripciôn y sîntesis posterior de unas p r o teînas llamadas 
tardîas. Entre estas pro teînas tardîas, cas i todas proteî­
nas de secreciôn, esta la cx-proteîna o PBP, una de cuyas 
subunidades (Chen y col., 1982) actua a nivel nuclear, inh^ 
biendo la uniôn del complejo hormona-recept o r , con la crom^ 
t ina (retroinhibiciôn).

Siguiendo con el modelo, el complejo hormona-receptor 
sale del nucleo unido al RNA, siendo este proceso importan­
te en el reciclaje del receptor proteico del nucleo al cito^ 
plasma. Si bien no existe evidencia directa de esta salida, 
sî hay datos expérimentales en los que a p o y a r s e . Asî, se ha 
demo s trado que el complejo estrôgeno-recept o r , o andrôgeno- 
receptor puede unirse a ciertas ribonucleoproteinas de ute­
ro y prôstata, respect ivamente (Liao y col., 1973 , 1980b; 
Liang y Liao, 19 74) . Tambien se ha comprobado que el compile 
j o dihidrotestos terona-receptor, unido a columnas de DNA-ce^ 
lulosa, se libera de las mismas con una soluciôn de polinu- 
cleôtidos, pudiendo ser oligonucleôtidos ha s ta de 10 a 20 
nucleôtidos, pero no mas pequehos y poli (U,G) (Liao y col.,
1981) .

El receptor, una vez en el citoplasma, se sépara del 
RNA en la forma R * , formando un conj unto con la proteîna 
receptora de nueva sîntesis. Este conjunto puede sufrir prjo 
cesos de degradaciôn o de activaciôn, r e p itiendose en este 
ultimo caso el ciclo.
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Se ha postulado tambiên la hipôtesis (Hechter, 1966; 
Singhal y col., 1970) segun la cual el AMP^ pudiera ser un 
segundo mensajero en la acciôn de la testosterona sobre las 
glandulas accesorias de rata. Ef ec t ivamente, es tudios "in 
vivo" en prôstata muestran que, tanto la administraciôn de 
testosterona, como de ANP^ y teofilina (inhibidor de la fo^ 
fodiesterasa) a ratas cas tradas, produce un aumento del pe­
so de la prôstata, y de sus enzimas glicolîticas (Singhal y 
col., 1974). S in embargo, contrariamente a la testosterona, 
el AMP^ no restaura totalmente la morfologîa de la prôstata 
(Mangan y col., 1973) cuando se incuban "in vitro" durante 
cuatro horas en testosterona o AMP^, trozos de prôstata pe_r 
tenecientes a ratas cas tradas s iet e dias antes. Ambos produc^ 
tos incrementan la sintesis de DNA y pro teînas; ahora bien, 
la sîntesis de colesterol se increments con la testosterona, 
mientras que el ANP^ la inhibe (Singhal y Schaffner, 1980). 
En conc lus i ô n , el AMP^ puede realizar algunas f une iones seme^ 
jantes a las de la testosterona, pero con menor intensidad. 
Otras hormonas, como la prolact ina y el estradiol, pueden 
ej ercer una acciôn sinergêt ica con la testosterona, o simi­
lar a ella, en el crec imiento y mantenimiento de la prôstata 
(Ehrlichman y col., 1981; Prins y Lee, 1982b; Thompson y 
c o l . , 1982).

1 . 5 .6 .1 . Ef ec to s producidos por la falta de andrôgenos

La mayor parte de los sistemas empleados para el 
estudio de los andrôgenos se lleva a cabo en animales s in 
ellos, lo que se consigue en la mayorîa de los casos, median_ 
te la cas trac i ô n . Sus principales efectos con respecto a la 
prôstata ventral de rata se describen a continuaciôn.

Otro tipo de tratamiento es la administraciôn de ant^ 
g onis t a s . Estas son sustancias ampliamente utilizadas para 
contrarrestar el efecto de los andrôgenos y estan formadas
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por estrôgenos naturales o sintêticos asi como por otros e^ 
teroides que son capaces de llevar a cabo la regres iôn de 
los tejidos dependientes de estas hormonas (Callaway y col.,
1982). Los an tagonis tas pueden reduc ir hasta un 90% la con­
cent rac iôn ef ect iva de dihidrotestosterona en el tejido. 
(Bruchovsky y col., 1975).

En el primer caso, para regenerar la glandula p r o s ta- 
tica y asî estudiar la acciôn de andrôgenos, es preciso su- 
ministrar andrôgenos exôgenos en las condiciones que se co- 
mentarân en el apartado 3 de esta tes i s .

En el segundo caso, al suprimir las dos is de antago­
niste, los andrôgenos retornan a ej ercer su acciôn que de 
esta manera puede ser estudiada.

LA CASTRACION

Durante las primeras 24 horas despuês de la cas trac iôn 
se dan pequenos cambios en la ultraestructura y actividad 
proteolîtica celular de la prôstata. En este tiempo la T,
DHT y androstanodioles desaparecen del plasma (Côrpechot 
y col., 1981) y de la prôstata, concretamente la DHT no se 
détecta por RIA en nucleos de prôstata ventral de rata 
(Blondeau y col., 1982). Los receptores citoplasmaticos quje 
dan libres (Joun-Testas, 1981) y su concentraciôn no cambia 
s ignif icat ivamente.

Entre el cuarto-sêptimo d îa despuês de la cas traciôn 
los receptores androgênicos del citosol descienden progre- 
sivamente (Blondeau y col., 1975; Verhoeven y col., 1975) 
relacci onandose, con un aumento de la actividad proteolît^ 
ca de la prôstata.

El peso de la prôstata desciende dras ticamente has ta
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el dec imo dia de la cas trac iô n , a partir de la cual, conti­
nua el descenso pero mucho mas lentamente. (Huttunen y c o l . 
1981). 17 dias despuês de la cas trac i ô n , el numéro de cêlu­
las epiteliales decrece en un 92% y su tamano en un 85%. El 
numéro de cêlulas del estroma se reduce en un 39% y su tam^ 
no en un 23%. Luego descience tanto el epitelio como el es­
troma pero mucho mas rapidamente el primero. De todo el pa- 
renquima acinar, que disminuye mucho mas rap idamen te de ta­
mano que el tejido interacinar, desciende mas rap idamente 
el tejido epitelial que el lumen, (Arvola, 1961; DeKlerk y 
Coffey, 1978; Huttunen y col., 1981).

No solo el peso y los produc tos de secreciôn disminjj 
yen con la castraciôn (Heyns y col., 19 7 7) sino tambiên la 
actividad enzimatica en general, y en particular la 5a-re- 
ductasa (Moore y Wilson, 1973). Las enzimas mitocondriales 
desc ienden produciendose una disminuciôn en la resp irac iôn 
celular (Barron 1946 ; W i Ilians-Ashman 1954) deb ido a una 
reduce iôn del numéro de mitocondrias por cêlula (Edelman
1974). En nucleos de prôstata de rata la actividad RNA pol^ 
merasa I desciende rap idamente alcanzandose valores del 50% 
a las 24 horas, algo mas 1 entamen t e desciende la RNA polime^ 
rasa II, consecuentemente los nivelas de RNA son solo del 
8%, très dias despuês de la castraciôn (Hosoya y col., 1978).

El DNA desciende en cantidad mas lentament e pues a los 
7 dias de castraciôn su contenido es aun de un 25% del valor 
normal. La castraciôn hace disminuir tambiên las cantidades 
de pro teinas y colesterol prostat ico hasta un 13 y un 12% 
respectivamente en relaciôn a prôstatas de ratas no cas tra­
das (Singhal y col., 1979).

En cuanto a las velocidades de sintesis son de un 8 y 
5% para el DNA y colesterol respect ivam ente, comparando siem 
p re prôstatas de ratas cas tradas con las correspondientes no
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castradas. Sin embargo, para las proteinas la veloc idad de 
sintesis permanece constante, lo que se atribuye a la sin­
tesis de enzimas proteoliticas que dan lugar a la hidroli- 
sis de las proteinas de la glandula (Singhal y col., 1979).

1.6. EVOLUCION DE LA PROSTATA A LO LARGO DEL DESARROLLO 
DE LA RATA

En la mayor parte de los mamiferos, el desarrollo de 
la glandula prostatica desde la fas e embrionaria has ta la 
vida adulta esta baj o el control de las hormonas sexuales 
estero idicas (Moore, 1944; Huggins, 1945 ; Lasnitzki y Mizu 
n o , 19 7 7).

En la rata macho, el desarrollo f une ional de los tê  
j idos sexuales accesorios, entre ellos la glandula pro s t^ 
t i c a , t iene lugar en determinadas etapas que dependen crit^ 
camente del contenido de hormonas, incluidos los andrôgenos 
(Ohno, 1979). Estas etapas se acompahan de cambios morfol^ 
gicos importantes en el desarrollo de la prôstata, y se pu_e 
de cons iderar que son : neonatal, prepubert a d , pubertad, ma- 
durez sexual, y la senil, siendo las etapas comprendidas eii 
tre el final de la vida fetal y la pubertad cruciales en el 
desarrollo (Higgins y col., 1981).

El estudio de los niveles de andrôgenos (testosterona 
y dihidrotestosterona) en plasma y prôstata a lo largo del 
desarrollo,has ta la madurez sexual se ha llevado a cabo 
por Côrpechot y col., 1981, utilizando como têcnica el RIA, 
y sus resultados se muestran en las figuras 10 y 11 . A con- 
t inuac iôn se van a describir estas etapas.
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1.6,1. ?Q,fiX,odo n e o n a t a l

Es bien conocido que la organogenesis del tejido 
prostat ico en la fase embr ionar ia se inicia por la accion 
de los androgenos (Lasnitzki y Mizuno, 1977). En las ul­
timas etapas de la vida fetal, la testosterona producida 
por los testiculos fetales (Feldman y Block, 1978 ; Weisz 
y Ward, 1980) promueve la diferenciaciôn de las vesiculas 
seminales y el ep id id imo a partir del conducto de Wolffian, 
y la dihidrotestosterona estimula el desarrollo de la pro^ 
tata a partir del sinus urogenital como ampollas epitelia­
les que se proyectan desde el sinus epitelial en el mesen- 
quima que las rodea (Lasnitzki y M i z u n o , 1977).

El periodo neonatal es cr it ico para el desarrollo po^ 
terior de la prôstata ventral. Asi, si durante los cinco 
primeros dias de vida, en los que los niveles de T y DHT en 
suero se reducen a la mitad de los encontrados en el f eto 
de 18 dias, se suministran estrôgenos a ratas, se observan 
en el p er iodo de madurez sexual cambios s imilar es a los pro^ 
duc ido s por la cas trac iôn en la etapa adulta (Higgins y 
col., 1981). Es to mues tr a que los estrôgenos pueden antago^ 
nizar el efecto de los andrôgenos en el p eriodo neonatal.

1.6.2. La t n m a d u K e z  ■ à z x u a l - p K z p u b e ^ t a d

En ratas macho se présenta esta etapa desde el de^ 
tete has ta la 6- semana de vida.

En la primera etapa de este p e r iodo de inmadurez se­
xual, los niveles de testosterona y dihidrotestosterona en 
plasma son muy semej a n t e s , (fig. 10 ) y alcanzan v a lores m^ 
nimos. Hacia la 5- semana, empiezan a elevarse las concen- 
traciones de testosterona y dihidrotestosterona en plasma; 
al mismo tiempo, los niveles de dihidrotestosterona en prô^
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FZguAa 10. Variaciôn de los niveles de testosterona (• ) y de dih^ 
drotestosterona en plasma (o) con la edad de la rata. 
Las barras representan ESN. Segun Corpechot y col., 1981.



- 58 -

a

<
h-
<I—lO
oce
ÛL

o
oz

0 410 120 4 6 8 6 8 10 12
EDAD (Semanas)

î^'Cgu^CL 11. Variaciôn de los niveles de testosterona (•) 
y dihidrotestosterona (o) en prostata con la 
edad de la rata. Las barras representan ESM. 
Segun Corpechot y col., 1981.
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tata sufren un fuerte incremento, coincidiendo con la pre­
puber tad del animal (Côrpechot y col., 1981). En este per12 
do, el tratamiento con estrôgenos no parece tener grandes 
repercusiones en el peso de la prôstata, contenido en DNA, 
sintesis y secreciôn de p r o teinas en el pe r iodo adulto del 
animal (Higgins y col., 1981).

1.6.3. La pubcA,tad

Esta etapa, previa a la madurez sexual, se locali^ 
za en la rata macho de unos 160-220 g en nues tr as condicio^ 
nés de cria. Considerando que es hacia la 7- semana de vi­
da en que t iene lugar la irrupc iôn de la madurez sexual 
(Higgins y col., 1981).

En este momento los andrôgenos en plasma se incremen 
tan considerablemente (Moguer, 1977; Côrpechot y col., 
1981). La concent rac iôn de testosterona en plasma, que du­
rante la etapa anterior mantenia valores similares a los 
de DHT, se increments no tablemente hacia la 7- semana, so- 
brepasando los niveles de DHT y mant en iendose ya, bas icameii 
te, estos niveles durante la vida adulta (fig. 10). Junto 
con este aumento de los niveles de testosterona en plasma, 
se da un crec imiento rap ido del tejido pro s tatico (ver 3.1, 
fig. 18), lo que conlleva a una pronunciada sintesis de pro^ 
ductos de secreciôn (Higgins y col., 1981). El tratamiento 
con estrôgenos en este p eriodo conduce a cambios similares 
en la madurez sexual, aunque menos drasticos que los que se 
producen cuando se administran en el periodo neonatal.
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1.6.4. La  m a d u r e z  & t x u a t

Durante la vida adulta, y baj o la influencia de 
los andrôgenos, el peso de la glandula, la organizaciôn cje 
lugar y su funciôn exocrina, persisten (Huggins, 1945).
Los niveles de testosterona en plasma mantienen un ritmo 
circadiano durante las 24 horas del dia, y las concentra 
ciones en plasma y prôstata son del orden de 3 ng/ml y 
15 ng/g, respectivamente, mientras que los valores encontre 
dos en testicules son unas 100 veces superiores (Côrpechot 
y col., 1981).

La DHT, el principal metabolite de la testosterona en 
prôstata (Morf in y col., 1978), alcanza concentraciones en 
prôstata ventral de rata de 15 ng/g, mientras que en plasma 
sus niveles son unas cuatro veces inferiores a los encontre 
dos para la testosterona (Côrpechot y col., 1981).

La colesterogenesis en prôstata ventral de rata man- 
t iene un ritmo circadiano pero, al contrario de lo que su- 
cede con la hepatica, es prédominante por el dia (Schaffner, 
1981). El tratamiento con estrôgenos causa, en esta etapaa, 
efectos similares en la prôstata a los producidos por la 
castraciôn en este mismo periodo. Es to mues tra la es trecha 
corr elaciôn de los andrôgenos con los tejidos accesor ios sê  
xuales (Tesar y Scott, 1964; Higgins y col., 1981).

1.6.5. E t  t n v c j z c t m t z n t o

En ratas macho de 18 meses la producciôn "in vitro 
de testosterona en los testiculos a partir de progesterona 
es menor que la que se produce en las ratas adultas de 4 mje 
ses (Eik-Nes, 1970; Chan y col., 1977). Del mismo modo, la 
concentraciôn de testosterona en suero de ratas seniles es
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inferior en todo momento a la encontrada en ratas adultas, 
pudiendo disminuir has ta un 50% (Ghanadian y col., 1975 ; 
Kaler y Neaves, 1981). El ritmo circadiano observado en e^ 
tas ratas, no solo se conserva, sino que se reproduce, auii 
que a niveles mas baj os (Chan y col., 1977).

Una glandula como la prôstata que necesita del aporte 
continue de esteroides para el m antenimiento de su funciôn 
f is iolôgica depende de gran medida de sus receptores hormo^ 
nales. El numéro de estos receptores por celula disminuye 
progrèsivamente con el incremento de la edad, s in embargo, 
la afinidad de uniôn a la hormona es esencialmente identi- 
ca a la encontrada para ratas adultas (Shain y col., 1973,
1975) y su numéro se reduce has ta un 50% (Boesel y col.,
1980).

Por otro lado, la concentraciôn de proteîna PBP (que 
une inespecif icamente esteroides) se increments con la edad 
y decrece ligeramente a partir de los doce meses (Heyns y 
c o l . , 1977).

Las celulas epiteliales de la prôstata ventral de la 
rata de 20 meses presentan un alto grado de invaginaciones 
en el acino cuando se comparan con las ratas adultas (Sin­
ghal y col., 1970) correlaccionandose con un aumento de 
la sintesis de colesterol observada en estas cêlulas epit_e 
liales. Al mismo tiempo con la edad aparecen apôxidos de 
colesterol en la secreciôn prostat icas de hombres de edad 
avanzada (Shaffner, 1981).

En el hombre y el perro de edad avanzada se produce 
un fenômeno biolôgico que se desarrolla en todos aquellos 
organismos que t ienen un funcionamiento prostatico y hor­
monal normales, la hiperplasia o adenoma de la prôstata, 
que se caracteriza por un aumento del numéro de las cêlu­
las asi como por un aumento en el peso de la glêndula.
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La prôstata hiperplasica acumula grandes cant idades 
de Zn (Gyorkey y col., 1967), colesterol (Swyer, 1942)
y de DHT (Ofner, 1968; Habib y col., 1976; Meikle y col.
1981). En este estado los niveles de la enzima 5ot-reduct^ 
sa, que transforma testosterona en dihidrotestosterona, 
son mas altos en el estroma que en el epitelio (Bruchovs­
ky y col., 1981; Krieg y col., 1981) con respecto a valo^
res en prôstatas normales. Es to esta en correlac iôn con 
los estudios de Cunha y col., (1981) que involucran al e^ 
troma en el crec imiento e integridad fune ional del epite­
lio. La hiperplasia se desarrolla de forma espontanea en 
la prôstata dorsal de la rata pero no en la ventral.

El estradiol y la prolact ina se sabe que acumulan el 
Zn en la prôstata dorsolateral de la rata (Munizing y col. 
1977) estos y otros experimentos (ver Morf in y col., 1978) 
muestran que la apariciôn de la hiperplasia podria estar 
corr elacc ionada con factor es externes a la prôstata taies co­
mo estradiol, prolactina, insulina y espermina (Edwards y 
col., 1976; ung y col., 1976; Ehrlichman y col., 1981).

1.7. LIPIDOS EN LA PROSTATA

Haciendo un breve recorrido cronolôgico, los prime^ 
ro s trabajos sobre lipidos en la glandula prostatica se 
remontan a 1873 en que Tompson comunica la presencia de 
material con doble refracciôn en prôstata h u m a n a . Estas 
investigaciones fueron confirmadas y ampliadas en anos s^ 
cesivos. Asi Posner y Scheffer (1909) observaron la pre­
sencia de lipidos en cêlulas epiteliales y lumen del acino 
prostat i c o . En la secreciôn pros tat ica tambiên se observô 
repetidamente la presencia de lipidos (Tompson, 1873; 
Furbringen, 1881).
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En anos sucesivos se emprendieron los trabajos necesa^ 
r ios para estudiar, no solo lipidos totales, sino tambiên 
las distintas clases de lipidos présentes en la glandula 
prostat i c a . Es de des t a c a r , por ejemplo, los estudios histo^ 
lôgicos de Swyer en 1942, empleando la reaccion de Schultz, 
y que demostraron q u e , en tejido pro s tatico humano con hipe^ 
plasia, existe mas colesterol que el présente en tejido no^ 
mal. Por otra parte Scott (1945) en estas prôstatas encuentra que 
el colesterol esterificado es el 10% del colesterol t o t a l .

Mas tarde la investigacion se centré en el estudio de 
la biosîntesis de lipidos prostaticos y de su control hormo^ 
n a 1, Nyden y Williams-A s h m a n , en 1953, incubaron cortes de 
tejido prostatico de rata, tanto normal como cas t r a d a , con 
acetato y fosfato mar cad o s radiactivamente. En todos los 
casos se obtuvieron lipidos marcado s , si bien la castraciôn 
disminuye la lipogênesis y la respirac iôn celular. La admi­
nistraciôn de testosterona a estas ratas parece restablecer 
estos parametros. Comparando la cant idad de fôsforo incorpo^ 
rado a material lipîdico con la correspondiente de acetato, 
Nyden y col. compr obar on que los andrôgenos af ec t an de mane^ 
r a acusadâ la cant idad de acetato radiact ivo que se introdu 
ce en lipidos. S in embargo, los andrôgenos ejercen una in­
fluencia minima sobre los compuestos fosf orilados, de los 
cuales los mas af ectados son los fosf o l î p i d o s . Hay que resa_l 
tar, en la valoraciôn de los resultados anteriormente expue^ 
tos, que estos autores trabajaron con a c t ividades especifi­
cas sumamente baj a s .

En la misma lînea que lo expuesto ante riormente, 
Farnsworth y Brown (19 61) obt i e nen, en incubac iones "in v^ 
tro", con prôstata, una estimulaciôn de la sîntesis, tanto
de ac idos grasos como de proteînas, en respuesta a concen- 
traciones de testosterona del orden de 10 ^M. Segun es t o , 
la sîntesis de ac ido s grasos de cadena larga en prôstata
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esta baj o control hormonal. Es de des tacar no obstante,
que la repeticiôn de estos experimentos por Hollander
(1963) se llevô a cabo con sérias dificultades. Esta inve^
tigaciôn encontre, s in embargo, que existe una actividad
de acetil-CoA carboxilasa en homogeneizado s de prôstata, y
que su actividad esté estimulada por el c itrato en concen- 

-4traciôn 10 M.

Doeg, en 1968, planteô unos ensayos en los q u e , m e ­
diante la incorporaciôn de (1-^^C) acetato "in vivo", ob­
servô que los lipidos previamente sintetizados se encuen- 
tran localizados en gran cantidad en las m i t o c o n d r i a s . E^ 
tas mitocondrias, obtenidas de prôstatas de ratas en la 
pubertad, presentan los lipidos rad iac t ivo s unidos prefe- 
rentemente a la membrana.

M i y a o , en 1965 , es t ud iando el colesterol y los fosfo^ 
lipidos présentes en las s ecr ec iones prostaticas de perro 
y rata, observô que el colesterol administrado por via pa­
rental se encontraba en la secreciôn prostatica. Ahora 
bien, cuando anos mas tarde (Moon y Bunge, 1970) se tratô 
de encontrar una correlaciôn entre el colesterol présente 
en plasma humano y el colesterol del semen, no se llegô a 
ningun resultado satisfactorio .

A pesar de la importante presencia de lipidos en mem 
branas pros taticas (Doeg, 1968), son pocos los estudios 
que se han realizado sobre los distintos tipos de fosfolî­
pidos présentes en prôstata. Rajalakshmi y col. en 1973 
separaron fosfolîpidos de los lîpidos totales, y cuantifi- 
caron sus diferentes clases. Estos autores hallaron que la 
fosfatidil colina, seguida de la fosfat idiletanolamina, 
son los dos fosf olîpidos mas abondantes en prôstata dorso^ 
lateral de cobaya.

Tambiên merec en especial a t enc iôn por su importancia
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clinica los estudios, tanto de la hiperplasia benigna como 
del adenoma y del carcinoma prostaticos. En este sentido, 
y en cuanto a lipidos se refiere, son notables los estudios 
histocuantitativos (Braunstein, 1964; Takkar y Kamboj,
1971) y los trabajos de Goldstein (1975), que cuantifico el 
contenido de colesterol por cromatografla de gases.

For ultimo, destacaremos que el colesterol y sus 
derivados, son con mucho los mas estudiado de entre todos 
los lipidos de la prostata. A esto ha contribuido la impor­
tante labor sobre la colesterogenesis prostatica realizada 
por el grupo de Singhal en el institute de Microbiologie de 
la Universidad Estatal de New Jersey (USA), y que ha sido 
recopilado en una revision por Schaffner (1981).
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1.8. OBJETIVOS

Como se ha descrito en la introduceion, la prostata 
constituye una region anatomica con una funcion no bien e^ 
tablecida como glandula sexual accesoria o secundaria, y 
que ha sido estudiada ampliamente en los ultimos anos con 
muy variados enfoques cientificos.

Por otra parte, la prostata se ha escogido como mo- 
delo en el estudio de los mecanismos bioquimicos por los 
que se rige la accion fisiologica de los androgenos, en sus 
tejidos diana. Se han encontrado un gran numéro de analo­
gies entre los procesos de hiperplasia prostatica y la re^ 
puesta de la glandula a la administrée ion de testosterone 
a rates previamente castradas.

Se admite hoy en die que un 80% de los hombres de 
mas de 60 ahos presentan, en mayor o menor g r a d o , el adeno^ 
me o hiperplasia prostatica (vital statistics), siendo pre^ 
ciso la estirpacion de la glandula en uno de cade siete c^ 
S O S .  Por otro lado, es bien conocido que el cancer de p r o ^  
tata es la segunda causa mas comun de muerte por cancer en 
el hombre. Dada la estrecha correlacion entre los lipidos 
y el cancer en general, algunos autores en recientes publi^ 
caciones (Weinstein, 1983; Sabine 1983) manifiestan la ne- 
cesidad de llevar a cabo el analisis de los lipidos celula 
res, en particular los de la membrana, de forma semejante 
a la realizada con proteinas y acidos nucleicos para es^a 
blecer comparaciones.

Teniendo en cuenta los pocos trabajos existantes dê  
dicados al estudio de los lipidos de la prostata a lo lar­
go de su desarrollo y a que, de êstos, una gran parte se 
dedican al colesterol y sus derivados, y pocos al estudio 
de los triacilglicêridos, âcidos grasos y fosfo lipidos;
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en el presente trabajo se persiguen los siguientes objetivos

1-) Estudio cualitativo y cuantitativo pormenorizado 
de los acidos grasos présentes en fosfolipidos, 
triacilglicêridos, acidos grasos libres y lipi­
dos totales, asi como estudio cuantitativo de 
fosfolipidos y triacilglicêridos de prostata ven 
tral de rata.

2-) Estudio de la biosintesis de acidos grasos, tri^ 
cilglicêridos y fosfolipidos en sistemas">cn V/t-

e V/CVO" a lo largo del desarrollo animal,
con especial atenciôn a la pubertad.

3-) Estudio de la accion de androgenos sobre la bi o ­
sintesis lipidica.



II. MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Todos los experimentos se realizaron con ratas Wis- 
tar macho, de diferentes edades, segun el requerimiento de 
cada ensayo. Las ratas fueron criadas y mantenidas en un es- 
tabulario a temperatura y humedad controladas, con 12 boras 
de luz y 12 de obscuridad alternativamente. La dieta de man- 
tenimiento es UAR de Panlab y su composicion se detalla en 
la tabla I. El agua se suministra a d  ZZbyCtum, Las ratas Wi^ 
tar empleadas en este trabajo tienen la relaciôn edad-peso 
que se muestra en la figura 12. Se van a resaltar algunos pje 
riodos del desarrollo de las ratas con la siguiente relaciôn 
e d a d-peso:

inmadurez sexual .......  por debajo de 120 g
prepubertad (entre la 3- y la 6- semana)

pubertad .................. 160-220 g (de 40-60 dias)

adultas jôvenes ......... 220-320 g (de 60-80 dias)

adultas plenas ..........  por encima de 330 g (despues
de la 11- semana)

En los experimentos se utilize la prostata ventral de rata, 
exclusivamente. Estos lôbulos son los mas accesibles de la 
glandula y los mas abondantes en masa, y su localizaciôn en 
el sistema urogenital de la rata macho se observa en la figura 13.

Para la extracciôn de la prostata las ratas se anes- 
tesiaron con eter y se sacrificaron por exanguinacion (ope- 
raciôn llevada a cabo entre las 12 y las 14 h o r a s ) . Inmedi^ 
tamente despuês de realizada la extracciôn de los dos lôbu­
los, se limpian de todo resto de tejido adiposo adherido, y 
se pesan con rapidez en capsulas de plastico. Durante todo 
este tiempo se mantiene la prôstata sobre bano de hielo a 
4°C. La glôndula se utiliza siempre inmediatamente despues
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TABLA I

Composicion de la dieta compléta de 
mantenimiento para ratas UAR A04, PANLAB

Composicion

Cereales, azücar ................ 8,31%
Proteinas vegetales (turtô) ....  6,9%
Proteinas animales .............. 6%
Complemento vitaminico-mineral... 4%

Caracteristicas

Proteina bruta ..................  17%
Lipidos

Celulosa , 
Minérales

3%
Glücidos ........................  58,7%

4,3%
5%

Vitaminas Minérales

Vitamina A .... ... 8.500 U.I./Kg P ....... 5.900 mg/Kg
Vitamina D3 . . . ... 2.020 " Ca ...... 6.000 "
Vitamina Bl •••• K ....... 6.000
Vitamina B2 •••• 6,5 " Na ...... 2.400
Vitamina B3 . . . . Mg ...... 2.130 "
Vitamina Bfi •••• 2,15" Mn ...... 80 "
Vitamina Bi2.... 0,02" Fe ...... 240 "
Vitamina E ..... 33 " Cu ...... 29 "
Vitamina K3 . . . 2,50" Zn ...... 85 "
Vitamina P P ___ 75 " Co ...... 1,55"
Acido folico ..., 0,50" I ....... Aportado en forma asimila.
Biotina
Colina

0,04" 
1580 "

ble por algas marinas.
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Curva de crecimiento rata Wistar (CFM6)

360 -

340 -

300 -

260 -

220-

180 -

140 -

100 -

60 -

20-

Semanas

FZgU ' ia  12 , Curva de crecimiento del peso corporal en 
gramos (g) de rata Wistar macho durante 
las 11 semanas siguientes al nacimiento.
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ureter . . . .
: rectoi / / Af.' \ V 
-ivesicula seminal I

.glandula coagulante
.1 r j - ' ;- conductos deferences

andula bulboiiretral
bulbocavèrnoso

F^guA.a 13. Sistema Urogenital de la rata macho.
Prostata Ventral (V) y dorsolateral 
(DL). Begun Green 1968.
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de ser extraida, salvo en los casos en que se procédé a su 
congelacion para ser liofilizada o utilizada como prôstata 
fria en las extracciones de lîpidos.

2.2. SISTEMA IN VIVO PARA EL ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS 
DE LIPIDOS

Se realizaron dos tipos de experimentos "in vivo" p^ 
ra estudiar la incorporaciôn de acetato (1- C) a las dis­
tintas clases de lipidos de prôstata ventral: a) ratas adul^ 
tas, sometidas a tratamiento para retrotraer y regenerar sus 
prôstatas; b) ratas que se encuentran en distintas etapas 
del desarrollo.

Se describe a continuaciôn el metodo para obtener prô^ 
tatas, de ratas adultas, que regeneran sus tejidos. Y des­
puês se procédera a describir el metodo de suministrar el 
marcador isotôpico, tanto a estas prôstatas como a las norm^ 
les .

2 .2.1. C o n t h . o t  de. t o 6  de. a.nd^âge .no6 y d e . t

c^e.cZmXcnto pA.o6td.tZco

Para conseguir prôstatas en pleno perîodo de regene 
raciôn, como el que se da en la prepubertad y en la pubertad, 
y dada la dificultad de estandarizar estas etapas t n  v t v o , 

debido a la corta duraciôn de las mismas, se procédé a su o^ 
tenciôn de forma provocada.

Mediante la castraciôn del animal adulto, se consiguen 
prôstatas semejantes a las de ratas en la etapa inmadura. 
Despuês, se suministra un andrôgeno y se logran prôstatas en 
un estado de regeneraciôn intenso y homogêneo, como el que 
se da en la pubertad.
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La castraciôn de ratas adultas se ha realizado como se 
describe en el siguiente apartado. A los 7 dias de practica- 
da la operaciôn, el peso de la prôstata es aproximadamente 
un tercio de su peso anterior a la castraciôn y équivalente 
al que muestran las ratas en la etapa inmadura (ver 3.1).
Los niveles de testosterone (T) y dihidrotestosterona (DHT) 
en plasma descienden tanto que no son détectables por RIA 
(Corpêchot y col., 1977).

Para conseguir que la prôstata de rata adulta, des­
puês de la castraciôn, régénéré sus tejidos y aumente de 
peso, es suficiente restablecer los niveles de DHT en pla^ 
ma. Esto se consigne inyectando subcutaneamente al animal 
testosterone, lo que demuestra que la DHT se puede former 
por un metabolismo extratesticular de la testosterone (Co_r 
pêchot, 1981), debido a lo extendido que se encuentra la 
enzima 5a-reductasa en otros tejidos de rata.

Las concentraciones de testosterone, ô de DHT, util_i 
zadas para conseguir que las prôstatas regeneren su peso y 
cêlulas, se han elegido de acuerdo con la bibliografia exi^ 
tente (ver 3.1) y con los trabajos de Blondeau y col. (1982), 
estos autores estudian la variaciôn en el tiempo de la tes­
tosterone en plasma y de la dehidrotestosterona en prôstata 
de ratas de 300 g, castradas 24 horas antes, y a las que se 
suministra por via subcutanea 75 yg de testosterone. Obtië- 
nen como resultado una vida media de testosterone en plasma 
y de dehidrotestosterona en prôstata de 3 y 12 horas res- 
pectivamente (figura 14). En dicha figura se observa, ede­
mas, que los niveles de testosterone en plasma alcanzan v^ 
lores prôximos a los normales (ver figura 10) a la hora de 
suministrada la testosterone. Por todo lo visto anteriormen 
te, y para que los niveles de andrôgeno en plasma se manten 
gan las 24 horas, se han suministrado dosis de 0*2 y 2 mg de 
T o de DHT en 0*2 ml de aceite de sêsamo, por via subcutanea 
y diariamente, a animales de 300 g de peso, durante los eue-
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J 20

3 6 9
HORAS
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FXguAa 14. Niveles de T (testosterone: 0 ---0) en plasma y de DHT (Dihidro^
testosterone # --- #) en prostate très la inyeccion de T
(75 mg en 0,2 ml de etanol absolute) a ratas macho (300-320 g) 
castradas 24 horas antes. T en plasma expresada en p moles/ml y 
DHT en prostate en pmol/g. Cada medida se lleva a cabo por trî  
plicado en dos muestras indlviduales. Segun Blodeau y col., Iy8 2.
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tro dias que ha durado la regeneraciôn de la prostata.

2 . 2 . 2 . Ca6t^acÂ,ân quZAd^gÂ,ca

Se ha llevado a cabo, mediante orquidectomia bila 
teral, segun se indica a continuaciôn. El animal, una vez 
anestesiado, se coloca en posiciôn decubito supino. En caso 
de retracciôn de los testiculos en la cavidad abdominal, se 
ejerce una ligera presiôn sobre la pelvis para hacerlos ba- 
jar a la regiôn del escroto. Se realize una incision longitu 
dinal sobre la piel de cada testiculo, se sujeta este con 
una pinza cuidadosamente y, entonces, se cortan las capes 
conjuntivas que lo envuelven, hasta que el testiculo quede 
totalmente libre. El cordôn espermâtico, que comprende los 
vasos sanguineos y el conducto deferente, se lige doblemen 
te, y se corta entre ambas, quedando de este modo extirpado 
el testiculo. Con el otro se procédé de modo anâlogo, sutu- 
rando la tunica conjuntiva, posteri ormente, con puntos sue^ 
tos, y de igual modo se procédé con la piel. Pos teriormente 
se aplica un desinfectante en los puntos de sutura. Las ra­
tas se mantienen en las condiciones indicadas en 2.1.

2.2.3. A p o ^ t z  dz  a z z t a t o  a l a  p K ô à t a t a

Tanto en los experimentos en los que se utilizan 
animales en distintos estadios de su desarrollo como en el 
sistema que utiliza animales adultos con prôstatas en esta 
do de regeneraciôn, se procédé a la inyecciôn en prôstata 
de acetato (1- C ) .

El acetato sôdico (1-^^C), de actividad especifica 56 
mCi/mmol, fue disuelto en tampôn fosfato 50 m M , pH 7*4, hasta 
concentraciôn 0*5 mCi/ml. La inyecciôn de acetato (1-^^C) se
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realize directamente en prostata, del modo siguiente: una 
vez anestesiadas con eter y, en position decubito supino 
en la mesa de diseccion, se hace una incision longitudinal 
de unos 2 cm en el abdomen de la rata, justo a la altura 
de la prostata. Los lôbulos de la prôstata ventral son en- 
tresacados, teniendo mucho cuidado de no danarlos, con ay_u 
da de unas pinzas. En este momento se procédé a inyectar 
(con microjeringa Hamilton de 10 yl de capacidad) el aceta 
to (1-^^C). Dependiendo del tamano de los lôbulos se real^ 
za una, o dos inyecciones (una en cada lôbulo) de 5 yC i de 
acetato. En las ratas pequehas en estado inmaduro solo se 
distingue un lôbulo a simple vista. Rapidamente se cose el 
peritoneo y posteriormente la piel de la rata con puntos 
sueltos, y se deja que el animal se récupéré durante 1 hora, 
transcurrida la cual se sacrifice, y se extrae la prôstata 
como se indica en 2.1.

Cada una de estas prôstatas se homogenize como en
2.3.1.1. El homogenizado se transfiere a un tubo B-29, de 
60 ml, con tapôn esmerilado, para procéder a la estracciôn 
de los lipidos que se separaran, o no, en las distintas cl^ 
ses (2.4) para medir su radiéetividad, segun se indicara 
mas adelante (2.6).

2.3. SISTEMAS IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS 
DE LIPIDOS

2.3.1. ? ^ z p a ^ a d o 6  z n z l m d t l c o A

El tejido prostatico se preparô de dos formas di^ 
tintas, sistemas libres de celulas, y tejido troceado, se­
gun se indica en cada experiencîa.
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2.3. 1.1. S l ^ t z m a  t l b ^ z  dz  c d t u t a à

Se entiende por sistema libre de celulas todos 
aquellos sistemas en los que la integridad celular, eviden 
ciada por la presencia de una membrana plasmatica Intacta, 
ha sido destruida. Estos sistemas libres de celulas corre^ 
ponden en nuestro caso a los homogenizados en medio tampo- 
nado . A este fin, una vez extraida la prostata y troceada 
finamente con tijeras, (siempre en bano de hielo) se proce^ 
de a su homogenizacion, con Potter-Elvehjem de vidrio y êm 
bolo de taflôn en dos soluciones reguladoras: tris 50 mM, 
pH 7*4, 6 solution de Hank pH 6*6, siempre en proportion 
3:1 (v / p ) .

El êmbolo de teflon se fija a un motor que se hace gî  
rar a bajas revoluciones, hasta conseguir una buena homoge­
nization. Despuês de filtrar el homogenizado por triple c^ 
pa de gasa, el filtrado se centrifuge a 1400%g durante 10 
minutes, a 4®C (centrifuge Kontron Hermle ZK 400) para eli^ 
miner nucleos, membranes, cêlulas intactes y otros restes 
celulares. El sobrenadante, cuidadosamente decantado para 
evitar el peso de la cape de grasa, constituye el denomina. 
do preparado enzimatico sobr enadante. El homogenizado obte 
nido antes de la centrifugation se conoce como preparado eii 
zimatico "total". Ambos preparados son utilizados en esta 
T e s i s .

2. 3.1.2. T z j l d o  t K o z z a d o

El "tejido troceado" es una varledad en cuanto 
a la forma de hacer preparaciones de tejidos aislados. Se 
utiliza en aquellos casos en que, como ocurre con la prôs­
tata, el tejido sea lo suficientemente grande como para d^ 
ficultar su incubaciôn directa. Para ello, una vez extrai­
da la prôstata, se pesan lotes entre 20-120 mg segun el cji
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so, y se dividen en trozos de tamano adecuado, procurando 
no realizar demasiados cortes, para evitar la disgregaciôn 
excesiva del tejido. El tejido asi preparado, se introduce 
en tubos de incubation, a los que previamente se ha adicio 
nado el medio en el que se va a realizar la incubaciôn.

2.3.2. M z d l o s  d z  I n c u b a c i ô n

Los medios de incubaciôn concretos, tiempo, cofac^ 
tores, precursores radiactivos, etc., varian segun los expe^ 
rimentos, y se detallan en cada caso. En este apartado sôlo 
se dan los medios basicos y su preparaciôn.

Se han utilizado, basicamente, dos medios de incuba­
ciôn, sobre los que se realizan las modificaciones indicadas 
en cada experimento. Estos medios son los siguientes:

- Medio de incubaciôn tris-fosfato:

Contiene tris y fosfato potasico en una concentra­
tion de 30 y 20 mM respettivamente, y un pH de 7*4. El me­
dio "tris-fosfato enri quecido", contiene ademas: ATP 6*0 
mM, CoA 0*5 m M , NADPH 1*0 mM y M g C l 2 2*0 mM. Todos estos 
productos se disuelven previamente en tampon fosfato 50 mM, 
pH 7*4.

- Soluciôn salina de Hank:

En disoluciôn acuosa contiene las siguientes sustan 
cias: NaCl 137 mM; KG 1 5*3 mM; MgClg 1 mM; MgSO^ 0*83 mM; 
NagHPO^ 0*43 mM; KHgPO^^ 0*43 mM; glucosa 6*0 mM. El pH de 
esta soluciôn es 6*6, pero puede elevarse a pH de 7*4, con 
una soluciôn isotônica de bicarbonate sôdico al 1*4%, obte 
niêndose asi la soluciôn balanceada de Hank.

Como precursor radiactivo se utilizô acetato (1-^^C), 
preparado segun 2.2.3, adicionandolo al medio de incubaciôn
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con micropipetas. La cantidad adicionada es 1 yCi/ml, sal^ 
VO en los casos en que se indiquen otras concentrâti o n e s .

El sistema generador de ATP, que se ha utilizado, e^ 
ta basado en el metodo de Schumm y col. (1973). Consiste en produ 
cir ATP gradualmente durante todo el tiempo de intubation, 
Para ello, se adicionan 35 U/ml de piruvato quinasa al me­
dio. La concentration de ATP del medio es 2 mM, y la de 
fosfoenolpiruvico 2*5 mM. Este ultimo compuesto se adicio- 
na cada 10 minutos (1*0 mM) al medio de incubaciôn.

El inhibidor de proteasas PM S F (fluoruro de f enilmje 
til-sulfonilo) se preparô en el medio de incubaciôn elegi^ 
do del modo siguiente: a una disoluciôn 10 mM de PMSF en 
acetona se le adiciona 1/10 de la soluciôn tampôn, a la 
temperatura de ebulliciôn, con lo que la acetona se evapo^ 
ra y el PMSF queda suspendido en el medio. La concentra- 
ciôn adecuada (1 mM) se obtiene adicionando la disoluciôn 
tampôn elegida en frio.

La dihidrotestosterona y la testosterona solubiliza 
das en Tween se preparan disolviendo, 90^800 yg de cada uria 
de ellas en acetona y posterior adiciôn a la disoluciôn de 

5 yl de Tween. Esta mezcla se évapora hasta sequedad, 
y el residuo se redisuelve en soluciôn salina de Hank 
(0*5 ml). Se obtiene asi una suspensiôn homogênea que se 
adiciona a 1*5 ml de medio de incubaciôn. Es conveniente 
una agitaciôn intensa de la misma antes de su utilization.

2.3.3. I n c u b a c i ô n  y c o n t r o l  d e l  c A c c l m l c n t o  b a c t c à l a n o

Las incubaciones se realizan en tubos B-29, con 
tapôn esmerilado, de 60 ml de capacidad, y que han sido 
deslipidizados previamente con cloroformo-metanol 2:1 
(v/v). A cada tubo, mantenido en bano de hielo, se adicio
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na la cantidad de medio de incubaciôn, preparado enzimatico 
y el precursor radiactivo indicados en cada experimento. En 
este momento, se procédé a gasear los tubos con una mezcla 
del 95% O 2 y 5% CO2 (en aquellas incubaciones en que se en̂  
riquece el medio con O 2 ). Finalizado el gaseado se tapan 
los tubos y se procédé inmediatamente a su incubaciôn. To- 
das las incubaciones se realizan a 37°C (en bano de agua 
Herôn, con agitaciôn mecânica constante). El volumen y el 
tiempo de incubaciôn varian segun se indica en cada expe- 
riencia. Al finalizar las incubaciones se detiene la reac_ 
ciôn introduciendo los tubos en bano de hielo, y adiciôn r^ 
pida de 2*1 volumenes de metanol y 1 volumen de cloroformo. 
Queda a s 1 desnaturalizada la proteina y dispuesta la mues­
tra para el aislamiento de lipidos como se indica en
2.4.1, s in repetir esta primera fase de la extracciôn.

En los ensayos destinados a controlar el crecimiento 
bacteriano, las incubaciones se detienen al sumergir los tu_ 
bos en bano de hielo, s in ahadir ningun otro producto. Del 
medio se extraen 0,5 ml, para observar el crecimiento bacte 
riano. Estos 0,5 ml se siembran en una plaça que contiene 
un medio de cultivo esteril. Se incuban durante 24 horas a 
37°C y se cuentan las colonias bacterianas. La extension de 
las plaças se realiza con un medio de cultivo compuesto por: 
peptona (8 g), extracto de carne (3 g ) , NaCl (5 g), agar (20 
g) y agua destilada hasta 100 ml, despuês de esterilizar a 
120*C durante 20 minutos.

Para disminuir el riesgo de contaminaciôn, los medios 
de incubaciôn se preparan siempre en el momento de ser uti­
lizados .

En todos los ensayos las incubaciones se realizan por 
duplicado, repitiêndose cada ensayo al menos 3 veces para 
minimizar en lo posible el error en la elecciôn de la edad 
de la rata y las diferencias entre individios distintos.
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2.3.4. V z t z A , m l n a c l â n  d z  p ^ o t z l n a é

La valoraciôn de proteinas se realiza en el homjo 
genizado total. Es esencialmente importante calculer la 
concentraciôn de proteinas y mantenerla constante en las 
incubaciones cuando los preparados enzimaticos que se ut^ 
lizan son sistemas libres de cêlulas. La valoraciôn se rea. 
lizô por el mêtodo de Lowry y col. (1951) y se utilizan 
los siguientes reactivos:

. Reactivo Folin-Ciocalteau diluido: 1 vol. de réactif
vo Fo1in— Ciocalteau + 2 vol. de agua destilada.

. Reactivo A: NagCO^ al 2% en NaOH 0.1 M.

. Reactivo B: CuSO^ . 5 H^O al 0.5% en tartrato sôdico 
al 1%.

Procedimient o ;

En el momento de realizar la valoraciôn, se prépara 
una mezcla de reactivos A y B en la proporciôn 50 vol. de 
A + 1 vol. de B; se pone en cada tubo de ensayo 5 ml de e^ 
ta mezcla y se anade a cada uno de ellos 1 ml de la disolu 
ciôn problema, cuyo contenido en proteinas esté comprendi- 
do entre 150 y 900 yg/ml o entre 10 y 100 yg/ml. Es nece- 
sario, por tanto, efectuar las disoluciones adecuadas del 
preparado enzimatico, de modo que la concentraciôn de pr o­
teinas se encuentre entre los limites citados. La mezcla, 
despuês de agitar, se deja a temperatura ambiante durante 
10 minutos. A continuaciôn se anade a cada tubo 0.5 ml de 
reactivo Folin diluido, se agita y se deja reposar 30 m^ 
nutos en oscuridad a temperatura ambiante. En los tubos 
aparece una coloraciôn azul, cuya absorvencia se mide a 
500 nm para concentraciones de proteina entre 150 y 900 
yg/ml, y a 750 nm para concentraciones comprendidas entre
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10 y 100 yg/ml frente a un blanco, preparado segun se ha 
descrito anterio rmente, sustituyendo la disoluciôn proble 
ma por 1 ml de agua destilada.

La concentraciôn de proteinas en el problema se dedii 
ce a partir de una curva patrôn construida con los datos 
de absorvancia, obtenidos con diferentes disoluciones de 
albumina de concentraciôn conocida y dentro de los limites 
mencionados. Esta curva patrôn se construye para cada valo 
raciôn de proteinas. En la preparaciôn de estas disolucio­
nes patrôn se ha utilizado, en todos los casos, albumina 
cristalizada de suero bovino.

La valoraciôn de proteinas se realiza despuês de la 
incubaciôn para evitar la pêrdida de actividad de la pro­
teina .

2.4. ANALISIS CUALITATIVO DE LIPIDOS

2.4.1. Al^tamlznto c/e tZpldo6 totatz6

A partir de homogenizados, o de troceado de tejido 
prostatico, se solubiliza el material lipidico con disolven 
tes organicos como cloroformo y metanol. El contenido en l î  

pidos de estos disolventes, as i como de todos los disolven- 
tes utilizados en este trabajo, han sido controlados por 
cromatografia en capa fina y gas liquido, procediêndose a 
su destilaciôn en caso necesario.

El aislamiento de lipidos totales se lleva a cabo sê  
gun el mêtodo descrito por Bligh y Dyer (1959), modificado 
por Municio y col. (1974a). Al homogenizado, o en su caso 
al troceado de prôstata, en las distintas soluciones util^ 
zadas, se le adiciona metanol (2*1 volumenes) y clorofor­
mo (1 volumen). La suspensiôn del material sôlido en una
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sola fase liquida, se agita durante 2 minutos. Transcurr^ 
do este tiempo, se adiciona cloroformo (1 volumen) y agua 
destilada (1 volumen). Despuês de agitar enêrgicamente en 
Mixer durante 1 minuto, se separaron dos fases liquidas 
por centrifugaciôn a lOOOxg durante 5 minutos, recogiêndo^ 
se posteriormente la fase cloro formica. La fase acuosa se 
volviô a extraer 2 veces con cloroformo (2 volumenes). En 
cada extracciôn, la separaciôn de fases se lleva a cabo 
por centrifugaciôn. Al extracto total obtenido se le adi­
ciona sulfato sôdico anhidro, se agita, y se deja tapado 
durante unas horas en recipientes de vidrio con tapôn es­
merilado. Posteriormente se procédé a filtrar el extracto 
lipidico, mediante la utilizaciôn de papel de filtro 
Whatman n- 1. El filtrado, en tubos de vidrio con boca e^ 
merilada, se evaporô hasta sequedad en un evaporador rot£ 
torio, a 15-20 mm de Hg, a temperatura inferior a 37®C o_b 
teniêndose un residuo de extracto de lipidos. Este proce- 
dimiento se esquematiza en la figura 15.

Por el extracto de lipidos se hace pasar una c o r r i en 
te de nitrôgeno, para eliminar los posibles restos de di­
solventes. En las determinaciones cuantitativas es neces^ 
r io gasear los lipidos hasta pesada constante.

Cuando la extracciôn de lipidos se realiza en tejido 
prostatico procédante de incubaciones "in vitro", con m e ­
nos de 80 mg de prôstata humeda, se anade prôstata no ra- 
diactiva (prôstata fria) hasta complétât esta cantidad, 
con el fin de obtener una mejor visualizaciôn de los lip^ 
dos en el revelado de las plaças de cromatografia y, al 
mismo tiempo, reducir las pêrdidas de lipidos radiactivos 
durante las operaciones de extracciôn. La adiciôn de prô^ 
tata fria se realiza entre la primera y la segunda agita­
ciôn .

En las experiencias en que se mide la incorporaciôn 
radiactiva con estos extractos se realizan dos medidas d^ 
ferentes: incorporaciôn radiactiva total, y porcentajes
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Muestra (1 volumen)

I 2.1 vol. MeOH, 1 vol. Cl^CH

Fase inferior 
clorofôrmica

Agitaciôn 2 min. (vibrador)
1 vol. Cl^CH, 1 vol. agua

Agitaciôn 1 min.

Centrifugaciôn (5 min a 1000 g)

1
Fase superior

I 2 vol. Cl^CH 
Agitaciôn 1 min. Centrifugaciôn

' \
Fase superior

I 2 vol. Cl^CH 
Agitaciôncentrifugaciôn

Fase inferior 
clorofôrmica

Fase inferior 
clorofôrmica

iFase superior 
(se desecha)i

Extracto lipidico
Na^SO^ anhidro

Filtraciôn

EXTRACTO LIPIDICO

F i g u r a  7 5. Esquema seguido en la extracciôn de 
1 îpidos.
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de las diferentes clases de lîpidos sintetizados . Para ello, 
se anade al tubo que contiene el residuo lipidico 1 ml de 
cloroformo, y se extraen 100 yl que se transfieren a viales 
de conta'dor de centelleo lîquido, determinandose la radiac- 
tividad como se indica en 2.6. El resto se utiliza para la 
separation de las clases de lîpidos por cromatografîa en c^ 
pa fina (2.4.2). Todas estas operaciones se realizan sobre 
bano de hielo, para minimizar la evaporation del cloroformo 
y hacer mas reproducibles las medidas. En los demas ensayos, 
los lîpidos, previamente pesados, se almacenan en atmôsfera 
de nitrôgeno, a -20*C, hasta el momento de su utilizaciôn.

2.4.2. S z p a n . a c l â n  d z  Z l p l d o ^ :  c ^ o m a t o g n .a ^ Z a  z n  c a p a  ^ I n a

Para la separaciôn de las diferentes clases de lî­
pidos se utiliza la cromatografîa monodimensional en capa 
f ina .

Las plaças de cromatografîa son de vidrio (20x20 cm), 
y se lavan previamente con un sistema cloroformo-metanol 
2:1 (v/v), dejandolas secar al aire. La extensiôn del sopojr 
te adsorbente (sîlicagel G) se efectuô mediante extendedor 
Shandon, con un espesor variable comprendido entre 300-1000 
ym, segun la cantidad de lîpidos a cromatografiar. La sus­
pensiôn de sîlicagel G se preparô, en cada caso, inmediata. 
mente antes de la extensiôn de las plaças, en la proporciôn: 
6 gramos de sîlicagel G, y 12 ml de agua destilada, por pl^ 
ca tipo de 300 ym. En el caso de plaças destinadas a la se­
paraciôn del colesterol, y debido a que este no se visuali­
ze en las mismas condiciones de revelado que el resto de los 
lîpidos, es preciso introducir unos miligramos de rodamina-B 
en el agua destilada. Las plaças, una vez extendidas, se dê  
j an secar a temperatura ambiante y, pos ter iorment e , se intro^ 
ducen en una estufa a 110°C durante 2 horas.
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Sobre estas plaças se aplican los lipidos, en canti­
dad variable segun el espesor de la plaça, a 2 cm de la b^ 
se. La aplicacion se hace en bandas de 2 a 3 cm por mg de 
lîpido .

Los sistemas empleados para el desarrollo de las cro^ 
matografias estan formados por hexano/eter/âcido acêti- 
co (70:30:1 en volumen), para los glicerolîpidos, y por 
benceno/êter etîlico (8:2 en volumen), para el colesterol. 
El tiempo de desarrollo cromatografico en èl caso de los 
glicerolîpidos, es el suficiente para que el frente lîqui­
do llegue al borde superior de la plaça, mas 10-15 minutos 
(dependiendo del espesor de la plaça) necesarios para que 
los monoacilglicêridos se separen de los fosfolipidos. En 
el caso del colesterol no es necesario esperar estos 10-15 
m i n t u o s .

Las plaças una vez desarrolladas, se dejan secar a 
temperatura ambiante, con el fin de evaporar los restos de 
disol ventes.

Las bandas separadas de lîpidos se visualizan intro­
duciendo las plaças cromatograficas en una cubeta saturada 
de vapores de yodo, se deja durante unos minutos y a s i el 
yodo se retiene selectivamente sobre las regiones donde 
han quedado situadas las diferentes clases de lîpidos, ori. 
ginandose manchas amarillas pe r fectamente visibles sobre 
el fondo blando de la plaça. La identificaciôn de las ba n­
das se realiza por comparaciôn de su recorrido con el de 
patrones, por e spec troscopîa infrarroja, y por anâlisis furi 
cional, y sôlo en los primeros ensayos es necesario reali­
zar todas estas identificaciones.

Despuês de enmarcar con un punzôn cada banda, se su­
blima el yodo dejando la plaça al aire, o bien calentando 
ligeramente en la estufa. Eliminado completamente el yodo, 
se raspan cuidadosamente las bandas y se procédé a la med^
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DG + C

20 cm

Figura 16. Esquema de una separaciôn de lîpidos de prôstata 
por cromatografîa en capa fina. Eluyente: Hexano/ 
eter/acêtico (70:30:1).

EC = Esteras de colesterol; TG = Triacilgliceroles
AGL = Acidos grasos libres; DG = Diacilgliceroles
C = Colesterol; MG = Monoacilgliceroles
FL = Fosfolipidos
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da de su radiact ividad, o al analisis cuantitativo, segun 
se indica en los apartados respectivos. En la figura 16 se 
puede ver el esquema de una separaciôn cromatografica tipo.

Con respecto a las plaças en las que se détermina el 
colesterol, la banda del colesterol se visualize exponien- 
do la plaça a la luz ultravioleta, y se identifies, por com­
paraciôn de su recorrido con el de un patrôn, asî como por 
espectroscopîa infrarroja, de masas, y por cromatografla 
de gases (Alcaide y col., 1980). La banda se enmarca con 
un punzôn, y se raspa, depositandola en un Erlenmeyer para 
procéder a la extracciôn del colesterol. Dicha extracciôn 
se realiza lavando la silicagel con diclorometano y filtran 
do el disolvente (con whatman n- 1) a tubos B-29 de boca 
esmerilada que se llevan a un rotavapor para concentrer el 
colesterol. La operaciôn se repite hasta extraer el lipido 
en su totalidad, lo cual requiere de 5 a 6 lavados. El ex­
tracto seco de colesterol se redisuelve en êter y se tran^ 
fiere a viales de contador de centelleo. Esta fase etêrea 
se calienta suavemente en estufa para eliminar el disolven 
te y se procédé a su contaje radiactivo, como se indica en 
2.5 (Recio y col., 1982).

2.4.3. A n d l l 6 l 6  d z  d z l d o à  gA.a606  p A , o c z d z n t z 6  d z t  z x t ^ a z t o  

Z l p l d l z o  t o t a Z ,  t K l a z l Z g Z l z ô ^ l d o 6 , i o Z Z p l d o A  y  

d c l d o 6  g ^ a 606  Z l b f i z ^ .

Los acidos grasos que entran a formar parte de los 
lîpidos totales, as î como de las distintas clases de lîpi­
dos, son analizados por cromatografîa en fase gaseosa. La 
fase estacionaria utilizada, succinato de dietilenglicol, 
sépara los distintos acidos grasos en funciôn de su longi. 
tud y de la polaridad que confieren los dobles enlaces, 
por lo que los âcidos grasos deben estar en forma de este-
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res metxlicos (2.4.3.1). Una vez separados por cromatogra- 
fia gas-liquido (2.4.3.2) se identifican los distintos acj^ 
dos grasos con esteras metilicos patrones y se procédé a 
la medida de las areas de los picos para la determinacion 
de los porcentajes.

2.4.3.1. O b t c n c Z â n  y e , x t ^ a c c À ,ô n de, ^6te.^e,-& r m t Z t ^ c o é

M e d i a n te la metanolisis se obtienen los esteras 
metilicos de los acidos grasos que entran a formar parte 
de las distintas clases de lîpidos previamente separadas, 
as i como de los lîpidos totales.

React ivo s

BFg en metanol al 15%, metanol, benceno, hexano . 

Procedimiento

La metanolisis se realiza de acuerdo con el mêtodo de 
Metcalfe y Schmitz (1961), modificado por Municio y col., 
(1974b). Se utilizan tubos de vidrio de parades gruesas, 
adecuados para la metanolisis. En estos tubos (conteniez 
do los lîpidos totales o bien bandas de silica gel G con 
las distintas clases de lîpidos) se adiciona, por mg de 1^ 
pido y en este orden, 0*09 ml de benceno, O ’I ml de metanol 
y O ’I de trifluoruro de boro al 15% en metanol. Se cierran 
los tubos con soplete y se mantienen a 110°C en estufa du­
rante 90 minutes. Transcurrido este tiempo, los tubos se 
dejan enfriar a temperatura ambiante y posteriormente se 
a b r e n .

La extracciôn de los esteras metilicos de la mezcla 
de reaccion se realiza segun el esquema de la figura 17
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Esteres metilicos (1 volumen)

agitaciôn 1 min.

fase inferior

2 vol. hexano 
agitaciôn 1 min.

tr f 
fases superiores fase inferior

(se desecha)

Secar sobre Na2S0^ 
filtrar
concentrer a sequedad

Residuo seco de esteras metilicos

fZguA,a 17, Esquema seguido en la estraccidn de esteras 
met i l i c o s .



- 92 -

como se detalla a continuacion, Sobre la mezcla (1 volumen) 
se adicionan 2 volumenes de hexano y 1 volumen de agua des- 
tilada, se agita durante 1 minuto con un vibrador, y se dé­
jà reposât hasta la formacion de dos fases. La fase superior 
de hexano se extrae y la fase inferior se vuelve a extraer 
con 2 volümenes de hexano. A todo el hexano reunido se le 
somete a un proceso de secado y concentrado similar al de^ 
crito en el apartado 2.4.1. Los esteras metilicos asî obte^ 
nidos se guardan en atmosfera de nitrogeno a -20®C para ser 
directamente inyectados en el cromatôgrafo de gases, disuel 
tos en un pequeno volumen de hexano.

2.4.3.2. CfiomatoQfLalta ew gaaeoaa: andtZ6Z6 do,
éaZeAca mztZtZcoà

El analisis de los esteras metilicos disueltos 
en un pequeno volumen de hexano, se realiza en un cromat^ 
grafo de gases Pye Unican Philips con resgistro grafico 
Philips PM 8251, equipado con un detector de ionizaciôn de 
llama de hidrogeno, y con columnas de vidrio de 2 metros 
de longitud y 2*0 mm de diâmetro interno, rellenas de suc- 
cinato de dietilenglicol al 20% sobre cromosorb W-HP 
(80-100 mallas). En el cromatôgrafo se opera con un gradien 
te discontinue de temperatura de 150 a 178°C (8 minutes a 
150°C, tras los cuales aumenta la temperatura en 4®C por m^ 
nuto; finalmente la temperatura se estabiliza en el horno a 
178°C), siendo la temperatura del inyector y detector de 
200 a 220°C, respectivamente. El flujo de gas portador es 
de 30 ml/min.

Los cromatogramas se realizaron a las atenuaciones que 
se indican en cada case. Las areas de los picos vienen dadas 
por el producto de su altura por su base media. La identidad 
de los picos y la validez cuantitativa de las c o n c e n t r a d o -
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nés calculadas para los distintos acidos grasos se es tab lê  
cen por comparaciôn con patrones de êsteres metilicos de 
los diferentes acidos grasos.

2.5. ANALISIS CUANTITATIVO DE LIPIDOS

Con el fin de conocer la variaciôn en el contenido 
de fosfolipidos, triacilglicêridos, y acidos grasos libres 
de prostata ventral en dos etapas del desarrollo de la ra­
ta, inmadura y adulta, se valoran estos lipidos cuantitati^ 
vamente por dos mêtodos. En uno se utiliza la cromatogra- 
fia gas liquide mediante el empleo de un patron interno, y 
en el otro se utilizan metodos colorimêtricos para la de- 
terminacion cuantitativa de triacilglicêridos y fosfolip^ 
dos .

Para estas determinaciones cuantitativas se realiza 
ron cromatografias preparativas y en capa fina y de modo 
anâlogo al descrito en el apartado 2.4.2. Las distintas 
bandas de lipidos ya separados se raspan de las plaças, y 
se depositan en tubos de metanolisis para las det erminac ijo 
nés cuantitativas por cromatografîa de gas liquide. En las 
determinaciones colorimêtricas, las bandas raspadas de 
triacilglicêridos se depositan en tubos de boca esmerilada 
B-29, para procéder a su extracciôn, y las bandas corres- 
pondientes a los fosfolipidos se pasaron a matraces Kjeldhal

2.5.1. W t t o d o  pon. cA .om a togA .a fZa  en f a & e  g a ^ e o ^ a  c o n  

p a tA .â n  Z n tc A .n o

Este metodo es aplicable a la determinaciôn cuantj^ 
tativa de las distintas clases de lipidos; acidos grasos 1^ 
bres, triacilglicêridos y fosfolipidos, as i como para cono­
cer el contenido en acidos grasos de extracto lipidico to­
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tal. Se basa en la formacion de êsteres metilicos de los 
acidos grasos, y cuantificaciôn de estos mediante la ad^ 
cion de un acido graso, como patron interno, a la muestra.

La metodologia utilizada es una modification del mê  
todo de Christie y col. (1970). Se utiliza como patron in­
terno el acido undecanoico (11:0) ya que no se encuentra 
présente entre los acidos grasos existantes en los lipidos 
de prostata ventral de rata. El patron se adiciona como 
acido graso libre, antes de procéder a metanolisis, en las 
cantidades siguientes (referidas al total de los lipidos 
de part ida ) :

- 4-5% para la determination con lipidos totales

- 0*2-0*3% para los fosfolipidos y triacilglicêridos

- 0*02 y 0*1% para los acidos grasos libres

Dichas cantidades fueron establecidas en ensayos prje 
vios, de tal forma que el area correspondiente al pico pa­
tron sea lo suficlentemente grande como para minimizar el 
error de calcule.

Para obtener la cantidad (en peso) de los lipidos en 
la muestra se multiplies la cantidad (en peso) de sus aci­
dos grasos por un factor, que se calcula dividiendo el pe­
so molecular de la molêcula que se considéra como si fuese 
una especie molecular del acido graso patron, por el peso 
molecular del ester metilico del acido graso patron multi- 
plicado por el n- de acidos grasos contenidos en la molêcu 
la. Asi, para cada una de las clases de lipidos el corres- 
pondiente factor (F) es:

Triacilglicêridos

PM (glicerol + 3(11:0) - 3H 0)
—  = 0.9932913 X PM ester metilico (11:0)
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Fosfolipidos

PM( glicerofosforilcolina +. 2(11:0) - .2 H^O )
^ " 2 X PM ester metilico (11:0) =1.4845883

Acidos grasos libres

^ 1 X PM ester metilico (11:0) 0.926975

La validez de este mêtodo ha sido establecida por com 
paraciôn con determinaciones color imêtricas de triacilglicê: 
ridos (Skidmore y Entenman 1962) y de fosfolipidos segun la 
têcnica de Rouser y col. (1966). Estos mêtodos se exponen 
ma s adelante.

2.5.2. l Â i t o d o  ( io to A .Z m i tA .Z co  paA.a f o 6  f o t Z p Z d o 6  y 

t A . Z a c Z t g t Z c i A . Z d o  6

Los resultados obtenidos en las determinaciones 
cuantitativas de fosfolipidos y triacilglicêridos segun el 
mêtodo de Christie y col. (1970), se confirman con los pro^ 
cedimientos colorimêtricos que se describen a continuation.

FOSFOLIPIDOS: El fundamento de este mêtodo consiste en la 
liberation de fosforo inorganico mediante tratamiento con 
acido perclôrico, seguida de la formacion de fosfomolibdato 
que, al reducirse, forma un complejo de color azul.

Reacti v o s : Acido perclôrico al 70% (p/v); molibdato amôn^ 
co al 2*5% (p/v); acido ascôrbico al 10% (p/v), y KH2 (P0 ^).

Procedimiento: Una vez eliminado el yodo de las plaças cro­
matograf icas, se transfieren los fosfolipidos, junto con el 
soporte cromatografico, a matraces Kjeldhal, que se calien- 
tan suavemente para eliminar cualquier resto de disolventes
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El conjunto de los matraces se somete a las operaciones que 
se describen a continuation, basadas en el mêtodo de Rouser 
y col. (1966), modificado por Mejias y col. (1977).

Una vez enfriados, se adiciona a cada matraz 0*9 ml 
de acido perclôrico al 70%, y se colocan en un bano de are^ 
na a 250-260 ®C (25 minutes) con el fin de mineralizar el 
fôsforo organico. Transcurrido este tiempo se retiran los 
matraces y se dejan enfriar a temperatura ambiante. A cada 
matraz se adicionan 7 ml de agua destilada, 1 ml de molib­
dato amônico y 1 ml de acido ascôrbico. Los matraces se c^ 
lientan posteriormente en bano de agua hirviendo (7 minu­
tes) al cabo de los cuales se detiene la reacciôn por inme_r 
siôn en bano de hielo. Seguidamente se centrifugan las mue^ 
tras para eliminar el acido silicico, a 900 xg durante 5 mi­
nutes y, por ultime, se miden las absorbancias a una longi­
tud de onda de 820 nm, en espectrofotômetro Bausch-Lomb, 
(Spectronic 20), equipado con filtre rojo frente a un bian­
co realizado con silicagel de una zona de la plaça de croma 
tografia exenta de lipidos, sometido a las mismas condicio- 
nes que las muestras problema.

Los microgramos de fôsforo se obtuvieron, interpella 
do las densidades ôpticas en una curva patrôn construida con 
cantidades conocidas de KH2(P0^). En este case, se elimi- 
nan el paso previo de mineraiizaciôn del fôsforo. La concen 
traciôn de fosfolipidos présentes en la muestra se ha dedu- 
cido asumiendo como peso molecular medio el del dipalmitoil 
fosfatidil colina (1,2, dipalmitoil-sn-glicero-3-fosf;orilcolina) .

TRIACILGLICERIDOS :

Una vez efectuada la cromatografia en capa fina, el 
acido silicico correspondiente a la banda de triacilglicêri 
dos se transfiere a un tubo B-29 de boca esmerilada, con el 
fin de extraer esta clase de lipidos. El proceso de extrac-
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cion transcurre de acuerdo con los siguientes pasos:

1) A los triacilglicêridos adsorbidos sobre el acido 
silicico se les anade 10 ml de cloroformo, y se agitan du­
rante 2 minutos en un Mixer, centrifugando a continuacion 
a 18 0 0 xg, y extrayendo la fase d o r o f o r m i c a . El proceso se 
repite tres veces para asegurar la extracciôn total de los 
lipidos.

2) Se reunen las tres fases clorofôrmicas y se evapo^ 
ran a sequedad en un evaporador rotatorio, gaseando los 
triacilglicêridos extraidos con nitrôgeno.

El residuo seco de triacilglicêridos se valora de
acuerdo con el mêtodo de Skidmore y Entenman (1962), modify
cado por Mejias y col. (1977), basado en la transformaciôn
de los êsteres en acidos hidro xamicos, que a su vez forman

3+con el iôn fêrrico (Fe ) un complejo coloreado. Para ello
se diluye el residuo en êter, se le anade el reactivo de
hidroxilamina (disoluciôn de NaOH en etanol reactivo mas
drocloruro de hidroxilamina en etanol, centrifugado todo 5
min a 500 xg), y se hace la reacciôn a 60*C en atmôsfera de

3+nitrôgeno. Luego se anade el reactivo de Fe (perclorato 
fêrrico), y a los 30 minutos se mide la coloraciôn obteni- 
d a . La cantidad de este complejo se détermina colorimêtri- 
camente mediante la lectura de las densidades ôpticas a 530 
nm, en un colorimetro. Las cantidades de triacilglicêridos 
se obtienen contrastando las densidades ôpticas frente a 
una curva patrôn construida con una soluciôn clorofôrmica 
de triacilglicêrido de concentraciôn p e r fectamente conoc^ 
da (en nuestro caso tripalmitato 4 m M ) .
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2.6. MEDIDAS DE RADIACTIVIDAD: CONTADOR PE CENTELLEO 
LIQUIDO

La radiactividad que se incorpora a los lipidos tô  
tales, as 1 como a las distintas clases de los mismos, se dê  
termina por centelleo liquido. El liquido de centelleo ut^ 
lizado esta formado por una mezcla de 10 gramos de PRO (2,5 
difeniloxanol), 0*450 g de POPOP (1,4-bis-2-(5-feniloxazo- 
lil)-benzeno) y 150 g de naftaleno disueltos en 1500 ml de 
dioxano, y 300 ml de agua destilada.

Con este liquido de centelleo se pierde algo de efica 
cia en el contaje, ya que el agua interfiere en la transfor_ 
macion de la energia de las particulas radiactivas en ener- 
gia luminica. Sin embargo, posee un alto poder de disoluciôn, 
lo que hace que sea muy eficaz cuando se trata de medir la 
radiactividad de lipidos que han de extraerse del acido s^ 
licico empleado en su separaciôn cromatografi c a , sobre to­
do para fosfolipidos.

En cada vial del contador se pone el liquido del cen­
telleo, sobre el que se deposits la correspondiente banda 1^
pidica separada de la plaça cromatografica. Los viales se 
agitan suavemente para conseguir que los lipidos pasen com- 
pletamente a la disoluciôn. La silicagel G no interfiere en 
la determinaciôn de la radiactividad, segun se observa en en 
sayos con blancos.

Este mismo liquido se emplea en la determinaciôn de 
lipidos totales, aunque estos no hayan de extraerse de la s^
licagel G, si bien en este caso se deposits primero en el
vial la alicuota lipidica en fase clorofôrmica, evaporando 
el disolvente en estufa y ahadiêndo posterformente el liqu^ 
do de centelleo.
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En todos los casos, el volumen de liquido de cente­
lleo anadido es de 4 ml.

Las medidas de radiactividad se efectuan en un con-
tador de centelleo liquido LKB 1216 Rackbeta, Wallac L.S.C.,
que lleva acoplado un impresor 43 KSR. Las condiciones del

2aparato se fijan para obtener una relacion E /B (E=eficacia, 
B = fondo) maxima. El tiempo de contaje es siempre suficien 
te para minizar en lo posible el error estadîstico de medida.

2.7. Tratamiento estadîstico

Los errores manuales y de los aparatos se han calcula 
do como errores tipo (estandard) de, al menos, tres determ^ 
naciones.

Las diferencias logicas observadas al experimentar 
con generaciones y camadas diferentes de animales, aunque 
se mantenga constantes las condiciones ambientales, se co_n 
trolan mediante el calcule de error estandard de la media 
(ESM).

Los datos analîticos recogidos en las graficas repre 
sentan una media de 3 o 4 determinaciones, considerando sijĝ  
nificativas las diferencias cuando al calcular la t de 
Student de las médias entre medidas, se obtiene P <  0,05.

Las curvas logisticas son curvas de la familia de 
las sigmoideas, y su ecuaciôn es y = K/(l+ce~**)' donde 
K, c y a son magnitudes reales. Para la valoraciôn de ê^ 
tos paramétras a fin de obtener el ajuste de la figura 18 
(en 3.1) se ha procedido como se describe a continuacion.
A la constante K (valor maxima estimado, en mg de prôsta 
ta ventral) se le ha asignado K = 750. Tanto por motiva- 
ciones biolôgicas como por indicaciones indirecta obtenidas 
a partir del tratamiento numêrico de los datos.



—  100 —

Por otra parte la transformacion Y = log 
convierte a la ecuaciôn logîstica en una recta Y = Ax + B, 
siendo A = -a y B = Ig c. Por lo tanto, conocido el valor 
de K, se puede ajustar a la nube de puntos (X^,Y^) su 
recta de regresiôn lineal, lo que permite estimar los valo 
res de A y B, luego tambien los de a, c . Asi para la 
recta Y = Ax + B se pueden calcular los coeficientes de 
correlaciôn lineal, de regresiôn y la covarianza.

La incorporaciôn de acetato (1-^^c) a lîpidos totales 
en experimentos in vivo, con ratas en diferentes estadios 
del desarrollo, sugiere la existencia de dos tipos de com 
portamiento opuestos, en funciôn del peso de la rata. Si- 
guiendo esta indicaciôn, se han distinguido dos intervalos
de peso , y en cada uno de ellos se procediô a un ajuste

^  2 ^polinômico, y = ax + bx + c, por mînimos cuadrados de
los datos respectivos. Los intervalos de peso distinguidos 
fueron 80 ^  x ^  170 y 170 ^  x ^  450. Los coeficientes 
a, b, c obtenidos en cada caso se dan en la (fig. 30).

El tratamiento numêrico requerido para todos los cal^ 
culos anteriores se realizô en una microcomputadora Hispano- 
Olivetti L1 N-20 equipada con impresora Olivetti PR 1450.

2.8. REACTIVOS

Los acidos grasos patrones y el chromosorb 
W-HP 80/100 mallas se obtuvieron de Alltech Associates 
(Illinois, USA); el ATP, NADPH, CoA, fosfoenolpirôrico, 
PPO, POPOP, albumina y aceite de sêsamo de Sigma (Saint 
Louis Mo USA); la piruvatoquinasa de Boheringer (Mannhein, 
Ale m a n i a ) ; el succinato de dietilenglicol, Tween 20, 80, 
testosterone, Dihidrotestosterona y reactivo de trifloruro 
de Boro en metanol de Merck (Darmstad, Alemania Federal);
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Naftaleno, Tolueno, Dioxano y Cloroformo de Farmitalia Carlo 
Erba (Milan, Italia); el acetato (1^^-C) de Radiochemical 
centre (Amersham, Inglaterra) y los gases; , aire, N^ y 
0^ fueron de la sociedad espahola de Oxîgeno S.A. Los re^ 
tantes reactivos fueron del mâximo grado de pureza.



III. RESULTADOS Y DISCUS ION
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3.1. RELACION PESO PROSTATICO - PESO RATA

En la fig. 18 se muestra una curva de ajuste que rel^ 
ciona el peso de la prostata con el peso de la rata. Dicha 
curva se ha ajustado con 90 puntos, muchos de los cuales 
son, a su vez, media de 10 determinaciones. La curva de aju^ 
te es una curva logîstica, de la familia de las sigmoideas, 
cuya expresiôn general es y = k/^ ; en nuestro ca­
so , y a partir de los datos expérimentales, se han determi- 
nado que los valores de k = 750, a = 0*012, c = 30*635 
son ôptimos, en el sentido de que, para k = 750, si se Ha. 
ma A = -a, B = log c e Y = Ig * el ajuste, por m^
nimos cuadrados, de los coeficientes A, B de la recta de 
regresiôn Y = Ax + B (ver pie de la figura 18), propor-
ciona unos valores que coinciden con -a y 1 g c , respec^
tivamente. El coeficiente de correlaciôn lineal de las va­
riables X e Y résulta ser igual a -0*939662 que, al e^ 
tar muy prôximo a -1, indica una muy fuerte correlaciôn 1^ 
neal entre aquellas variables y, a posteriori, la misma e^ 
trecha correlaciôn entre las variables x e y originales, 
aunque ahora con un matiz de no linealidad especificado por 
la transformaciôn Y = Ig (^ ^^) .

Pasemos ahora a la discusiôn de la curva propiamen
te dicha. En primer lugar, hay varias razones que justifi- 
can la elecciôn de una sigmoidea como curva apropiada para 
un ajuste de la nube peso prôstata/peso de rata; una de 
ellas es, como ya hemos apuntado, que la curva peso rata/ 
edad de rata sugiere (ver en 2.1, fig. 12) un comportamiento 
de este tipo, por su propia forma. Por otra parte, tambien 
se han realizado ajustes a la nube de puntos por curvas de 
otro tipo (potenciales, polinômicas de varios grados) , obtie 
niêndose coeficientes de correlaciôn mas bajos. Finalmente, 
una curva logîstica puede tener un valor de aproximaciôn 
global al fenômeno del crecimiento de la prôstata en funciôn 
del peso de la rata, contrariamente a lo que sucederîa con
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(xlO ^mg) 

8 

7 

6 ; . y

J L _ l  I I I I I I l_

k=
a=
c2=
c=

750
.012
30.635
29

covarianza=-417.253 
coef.correl=-.942369 
coef.regrs.f(y)/p(x)=-l,19156E-02 
coef.regrs.p(x)/f(y)=-74.5292

(xlO-Zg)

f ^ g u ^ a  1 8 , -  Curva logîstica que relaciona el crecimiento co_r
poral de la rata (g) con el de la prôstata ventral 
(mg). La ecuaciôn de la curva logîstica es 
y = K/i+cg-ax* siendo x = peso de la rata e 
y = peso de la prôstata. Se indican los coefi­
cientes K, a, c, y coeficiente de correlaciôn. 
Para calcular este ultimo, se transforma la curva 
logîstica en una recta Y = A x + B , llamando A = - a , 
B = log c e Y = l g ( ^ ^ ) .
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las otras curvas antes mencionadas, que no pueden simular 
dicho crecimiento para valores altos del peso de rata.

En cuanto al crecimiento de la prostata se advier-
te que:

- en ratas inmaduras, el crecimiento de la prosta­
ta es esencialmente lineal, aunque ya se advier- 
te, al final de dicha etapa del desarrollo, una 
tendencia a una mayor velocidad de crecimiento.

- centrado en las etapas intermedias del desarrollo 
(pubertad, adultas jovenes) se alcanza la mas al- 
ta tasa de crecimiento de la prostata, tasa que, 
poster iormente y apr oximadament e para ratas de pê  
so mayor o igual a 4 00 g , va decreciendo rapida- 
mente hasta la estabilizacion del peso de la pro^ 
tata en «700 mg.

Estos datos expérimentales (peso pros tata-peso rata) 
presentan una correlaciôn muy acusada con la evoluciôn de 
la cantidad de hormonas androgenicas a lo largo del desarro^ 
llo de la rata. Efec tivamente, la organogenesis del tejido 
prostatico en el periodo embrionario se inicia por acciôn 
de los andrôgenos (Lasnitzki y Mizuno, 1977). Durante la 
pubertad, que es donde encontramos un crecimiento mayor de 
la prôstata (fig. 18) Corpechot y col 1981, encuentran un 
incremento acusado de andrôgenos tanto en plasma como en 
prôstata. Este incremento de andrôgenos con la pubertad or^ 
gina tambien en la glândula prostatica una organizaciôn ti- 
sular y un incremento en la funciôn secretora (Moger, 1977). 
En la vida adulta las cantidades de testosterone y DHT pré­
sentes en plasma y prôstata de rata descienden respecte a 
la pubertad (en 1,6 figs. 10, 11) pero son suficientes para 
mantener constantes el peso de la prôstata (fig. 18) y su 
funciôn secretora. En este sentido Higgins y col., 1981 han 
comunicado que para la adquisiciôn de la actividad funcional
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de los tejidos sexuales accesorios en rata adulta son fon­
damentales tres estadios del desarrollo (neonatal, prepube^ 
tal y pubertad).

En la figura 19 se da la nube de puntos obtenida, para 
una poblaciôn de ratas castradas 7 dias antes, tomando pun­
tos (peso de rata y peso de prôstata) . Como en el caso ante^ 
rior, se buscaron diverses tipos de curvas de ajuste (poli- 
nomios, logisticas, potenciales) para dicha nube, pero las 
curvas que se obtuvieron poseîan, en todos los casos, coef^ 
cientes de correlaciôn mas bajos, hasta de un 50% inferio- 
res a las obtenidas para poblaciones de ratas no castradas; 
este es el motivo de que no se reproduzca curva alguna en 
dicha figura, sino sôlo la nube, como evidencia de la "mala 
correlaciôn" de los puntos.

Esta falta de correlaciôn puede explicarse por la 
drâstica disminuciôn de testosterone en plasma provocada 
por la castraciôn. Al ser la testorena responsable del cre^ 
cimiento prostatico con el desarrollo es lôgico que al fa^ 
tar se origine una degradaciôn tisular lo que esta de acuer 
do con la bibliografia (Heyns y col., 1977; Hosoya y col., 
1978; Singhal y Schaffner, 1980). No obstante, de la fig_u 
r a 19 se desprende comparandola con la fig. 18, que un pê  
riodo de castraciôn de 7 dias origina un descenso en el t^ 
maho de la prôstata de rata adulta hasta pesos semejantes 
a los que presentan las ratas en la etapa inmadura. Estos 
descensos son comparables a los obtenidos por diversos auto 
res (Schaffner, 1981; Huttunen y col., 1981).

Todo esto conduce, a su vez, al estudio de la pêrdi^ 
da de peso en prôstata, con respecto al peso de la rata. Y, 
en este sentido, se llega a demostrar que la perdida de pê  
so de la prôstata, y el peso de la rata estan fuertemente 
correlacionados linealmente con un coeficiente positive de 
correlaciôn lineal que vale aproximadamente 0,99, y con cô  
varianza tambien positiva.
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mg

150

100

50

100 200 300 400 500 g

F i g u r a  19, Nube de puntos obtenida al représentât el peso 
de las ratas (g) frente al peso de sus prosta­
tas (mg), 7 dias despues de la castraciôn.



— 108 —

3.2. CONTENIDO EN LIPIDOS DE LA PROSTATA VENTRAL DE RATA

3.2.1. ContQ,nyCdo t n  Z X ,p ld o 6  t o t d t d h  d d  p x ô 6 t a t a  v d n t ^ a Z  

d d  A a t a .

Un primer paso, previo al estudio del metabolismo 
lipidico en prôstata ventral de rata, ha consistido en ave- 
riguar el contenido de lîpidos en prôstata, asî como la com 
posiciôn relativa de los distintos acidos grasos présentes 
en los lîpidos totales.

En la tabla II se muestran los resultados obtenidos 
en una experiencia tipo, con un conjunto de 66 prôstatas 
ventrales de rata adulta. Este lôbulo de la prôstata tiene, 
relativamente, un bajo contenido en lîpidos (11% del peso 
seco y 2,2% del peso hûme d o ) , si se le compara con el hîg^ 
do de la rata, cuyo contenido en lîpidos es el doble 4,4% 
en ratas adultas (Sinclair, 1974) Tambien, la prôstata 
dorsolateral del Hamster tiene un contenido superior en 1^ 
pidos totales, 3,4% del peso humedo (Rajalakshmi y col., 
1973) .

Tabla II

Relaciôn en peso entre la prôstata de rata adul^ 
ta y los lîpidos totales extraidos de la misma.

Numéro de Peso Peso Extracto % lîpidos totales
prôstatas Liofilizado humedo lipîdico (respecto peso humedo)

66 6,2 g 31,4 g 682 mg 2,2
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3.2.2. ContdnZdo de, dcZdo6 gA,a606 e,n toi» ttptdoi totatei»

Los esteres de los acidos grasos procédantes del 
extracto lipidico anterior se han separado por cromatogra- 
fia gas-liquido (2.4.3), obteniendose el cromatograma tipo 
que se muestra en la figura 2C. En el aparecen indicados los 
distintos picos, identificados con êsteres metilicos de ac^ 
dos grasos patrones, asî como las atenuaciones a las que se 
ha realizado el cromatograma.

Para llevar a cabo el analisis cuantitativo se han 
utilizado, como patrones internos (Christie y col., 1970), 
los êsteres metîlicos de tres acidos grasos (n-undecanoico, 
n-pentadecanoico y n-heptadecanoico), que no entran a for­
mar parte de los lîpidos totales de la prôstata ventral de 
rata. Se ha elegido el n-undecanoico, dado que de entre 
los tres, es el que aparece con mayor resoluciôn. El n-pe^ 
tadecanoico y el n-heptadecanoico aparecen solapados con 
acidos grasos endôgenos (Fig. 21). Asî, en todas las deter 
minaciones cuantitativas realizadas en el présente trabajo 
mediante cromatografîa gas-lîquido, se ha empleado el aci­
do n-undecanoico como patrôn interno. El cromatograma tipo 
que se muestra en la fig. 21 corresponde a los êsteres met^ 
licos de los acidos grasos del extracto lipîdico total adi^ 
cionado de acido n-undecanoico.

Los porcentajes de los distintos acidos grasos pre^ 
sentes en el extracto lipîdico han sido calculados a par­
tir de cromatogramas semejantes al que aparece en la fig.
21 y se dan en la tabla III. Se observa que el acido satura 
do que se encuentra en mayor cantidad es el acido palmît^ 
co (16:0), mientras que entre los insaturados, el acido 
oleico (18:1) es el mayoritario, junto con el linoleico 
(18:2). Es de resaltar el alto contenido del acido graso 
20:4, con un contenido cercano al del acido linoleico.
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16:0

18:1

14:0
16:0 10:018:2

12:216:1o 14:2 12:116:220 1 12:022:0 g
20.0

rZgu-^Ci 2 0 . -  Cromatograma tipo de los êsteres metîlicos de los 
acidos grasos que forman parte de los lîpidos to­
tales de prôstata de rata adulta. Separaciôn rea- 
lizada por cromatografîa gas lîquido, con una co- 
lumna de vidrio de 2 m de longitud y 2 mm de dia- 
metro rellena de succi nato de dietilenglicol al 
20%, sobre cromosorb W-HP, operando en un gradieii 
te discontinue de temperatura de 150 a 178®C. Se 
indican las atenuaciones y todos los picos ident^ 
f i cados.
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11:0

18:1

16:0

15:017:0
20 4

Î^-Zgu^a 2 1 , -  Cromatograma tipo de los esteres metilicos de 
los acidos grasos que forman parte de los li­
pidos totales de la prostata de rata adulta a 
los que se ha adicionado el acido undecanoico 
(11:0) como patron interno. Se indican los lii 
gares en los que aparecerîan los acidos 15:0 
y 17:0 si se adicionaran a los lipidos tota­
les. Condiciones como en fig. 20.
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Tabla III

Porcentajes de acidos grasos présentes en los 
lipidos totales de prostata ventral de rata 
adulta. Porcentajes menores a 0,3 se conside- 
ran como trazas (Tr) .

Acidos grasos 
saturados (%)

Acidos grasos 
monoinsaturados (%)

Acidos grasos 
poliinsaturados (%)

10:0 Tr 12 1 Tr 12:2 Tr

12:0 Tr 14 1 Tr 14:2 2,4 ± 0,1

14:0 0,9 + 0,1 16 1 3,5 + 0,1 16:2 1,6 + 0,1

16:0 27,6 + 0,2 18 1 34,0 ±  0,9 18:2 11,3 + 0,1

18:0 5,4 + 0,5 20 1 2,1 + 0,7 20:2 Tr

20: 0 0,3 + 0,1 20:3 Tr

22:0 0,7 + 0,2 20:4 8,7 + 0,5

Total (%) 34,6 39,6 24,0

Para determinar el contenido en acidos grasos del ex 
tracto lipîdico total de la prôstata ventral de rata adulta, 
se utilize el acido n-undecanoico como patrôn interno, a una 
concentraciôn de 4-5% respecto del total de lîpidos. A este 
conjunto, lîpidos totales mas patrôn interno, se le realizô 
la metanolisis, como en (2.4.3.1), procediendose a continua 
ciôn a la separaciôn (2.4.3.2) y cuantificaciôn de sus est^ 
res metîlicos, segun se describe en (2.5.1). Se obtuvieron 
valores de 6 7 ’7 + 5*6 mg de acidos grasos en 100 mg de lîp^ 
dos totales, siendo este valor netamente superior al obten^
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do por Nyden y Williams-Ashman (1953) mediante précipita 
ciones con acido de un homogeneizado de prostata ventral 
de rata y posterior extracciôn del precipitado con disol­
ventes organicos. Tal diferencia es,posib lemente, debida 
a las multiples operaciones realizadas por aquellos auto- 
res para el aislamiento y pu rificaciôn de los acidos gra­
sos.

Con esta informaciôn se construye la tabla IV, en 
la que se dan los yMoles de los distintos acidos grasos 
en 100 mg de lîpidos.

Tabla IV

yM de los distintos acidos grasos, en 100 mg de 
lîpidos totales de rata adulta. Valores por de- 
bajo de 0,5 yM se consideran como trazas (Tr)

Acidos grasos 
saturados

Acidos grasos 
Monoinsaturados

Acidos grasos 
poliinsaturados

yMoles/100 mg de lîpidos totales

10:0 Tr 12 1 Tr 12:2 Tr

12:0 Tr 14 1 Tr 14:2 7,3 + 0,3

14:0 2,8 + 0,3 16 1 9,3 + 0,2 16:2 4,3 + 0,3

16:0 72,9 + 0,5 18 1 81,6 ±  2.1 18:2 27,3 + 0,2

18:0 12,9 ±  1.2 20 1 4,6 ±  1.4 20:2 Tr

20:0 0,7 + 0,2 20:3 Tr

22:0 1,4 + 0,4 20:4 19,4 + 1
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De esta tabla se deduce aproximadamente el mismo numéro de 
WMoles de acidos grasos saturados que de monoinsaturados, 
alrededor de 90 yMoles aunque estos ûltimos predominan lige- 
ramente. Por otro lado, los acidos grasos poliinsaturados 
constituyen sôlo el 60% de los monoinsaturados.

3.2.3. C o n t e n id o  en {^ o 6 {^ o t tp X ,d o & , t^Â ,a cZ tg tyC c^^yC d o 6  y

ôic,tdo& g/La606  t ^ b ^ e .6 en Zo6 ZX.pyido6 de t a  p n .6 i> ta ta ,

Con el fin de conocer las clases de lîpidos mas 
importantes en el extracto lipîdico total de la prôstata, 
se procediô a separar los lîpidos polares de los neutros, 
asî como a las distintas clases de entre estos ultimos, 
segun se indica en (2.4.2). El analisis cuantitativo de 
los triacilglicêridos, fosfolîpidos y acidos grasos libres 
se realizô por el metodo de Christie y col. (1970) (2.5.1).
Asî mismo, con el fin de comprobar los resultados obtenidos 
por el mêtodo anterior, basado en la separaciôn de êsteres 
metîlicos de los acidos grasos en cromatografîa gas lîqui­
do, se procediô a la utilizaciôn de mêtodos colorimêtricos 
para los triacilglicêridos y fosfolîpidos, como se descri­
be en (2.5.2). Ambos mêtodos proporcionan datos analogos, 
lo que da gran fiabilidad a los mismos. Los acidos grasos 
libres no se han determinado por titulaciôn âcido-base 
(Ko y Royer, 1967), debido a que estas medidas vienen afec^ 
tadas de un error mayor que aquellas dadas por el mêtodo 
cromatografico.

En la tabla V se dan las concentraciones de las tres 
clases de lîpidos, expresadas en mg por gramo de prôstata 
humeda, para tres lotes de ratas que se encuentran en tres 
estadios del desarrollo. Recordemos que la relaciôn edad- 
peso aparece en 2.1 fig. 12 mientras que la relaciôn entre 
el peso de la rata y el peso de la prôstata es como se ind^ 
ca en la figura 18.
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Tabla V

Peso de prostata y concentraciones de triacilgli^ 
ceridos (TG), fosfolîpîdos (FL) y âcidos grasos libres (AGL) en
très estadios del desarrollo de la rata

concentraciôn (mg/g prostata humeda)

Peso Rata 

(g)

Peso Prostata

(mg)

lîpidos
totales

FL TG AGL

100 + 9 5 4 + 7 25 + 0,8 9,16+1,8 5,6+0,1 0,3+0,1

270 + 20 350 + 46 21 + 1,2 11,2 +2,6 4,2+0,8 1,1+0,3

350 + 19 493 + 70 20 + 0,6 12,1 +1,7 2,1+0,4 0,7+0,3

Puede observarse en la tabla V una variaciôn del con 
tenido en lîpidos de la prostata ventral con el desarrollo 
de la glandula, de tal forma que, al aumentar el tamano de 
la glandula, disminuye la proporciôn de lipidos totales. Lo 
mismo ha sido observado por Sinclair (1974) en lo s lîpidos 
totales de hîgado de rata, cuyo contenido desciende entre 
lo s 35 dîas y la etapa adulta. De esta tabla se deduce tam 
bien que la concentracion de fosfolîpidos, triacilglicêri- 
dos y âcidos grasos libres, no permanece constante con la 
evoluciôn de la glandula, teniendose los valores mas altos 
de triacilglicêridos en ratas de 100 g, en comparaciôn con 
las ratas adultas, en las que se alcanzan valores mas bajos 
Algo semejante observa Sinclair (1974) para los triacilgli 
ceridos del hîgado de rata entre los 35 dîas y la etapa adul^ 
ta, m o m e n t o , este ultimo, en el que se alcanzan los valores 
mînimos desde el primer dîa de nacimiento. A los fosfolîpi- 
dos les sucede lo contrario: aumenta su contenido con la 
edad .
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El contenido en colesterol de la prostata ventral 
es un 10% del extracto lipîdico total (Alcaide y col.,
1980), para el mismo periodo de tiempo que el estudiado 
en la tabla V .

3.2.4. V >c6t^ 'C bucZân  de, â,c,Â,do-& g ^ a 6  06 e,n

io 6 io Z X .p X .d o 6  y d c X d o 6  g^a.6 06 ZXbn.e.6

Una vez conocida la distinta composition lipîd^ 
ca de la prostata ventral de rata a lo largo del desarro­
llo, se procediô al estudio comparado de la distribution 
de los distintos âcidos grasos en f osf o lîpidos, triacilgli^ 
ceridos y âcidos grasos libres. Se escogieron para estos 
ensayos dos etapas del desarrollo animal, correspond lentes 
a ratas en edad inmadura y a ratas adultas.

En las figuras 22 y 23 se muestran los cromatogra-
mas tipo correspondientes a triacilglicêridos extraîdos de 
prostatas de ratas inmaduras y de ratas adultas, respecti- 
vamente. No se observan cambios notables, al crecer la ra­
ta, entre los âcidos grasos componentes de los triacilgli- 
ceridos pues, si bien al comparar las figuras 22 y 23 par^ 
ce aumentar el pico correspondiente al âcido graso 18:2, 
al pasar de rata inmadura a rata adulta, esto se debe a un 
cambio en la atenuacion entre los picos 18:1 y 18:2 corre^ 
pondientes al cromatograma de la fig. 23.

En las figuras 2 4 y 25 aparecen representados dos
cromatogramas tipo correspondientes a fosfolîpidos extra^ 
dos de prostatas ventrales de rata en los dos estadios del 
desarrollo mencionados en el caso anterior. Tampoco apare­
cen cambios notables entre los âcidos grasos componentes 
de fosfolîpidos al crecer la rata. S in embargo, al comparar 
los cromatogramas correspondientes a triacilglicêridos (figs 
22 y 23) con los correspondientes a fosfolîpidos (figs. 24 y 
25), se observa que, en estos ultimos, es mayor el pico co-
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FycguA.a 22.- Cromatograma de los esteras metilicos de 
los âcidos grasos que forman parte de los 
triacilgliceridos de prostata de rata in 
madura mas el acido undecanoico (11:0). 
Condiciones como en fig. 20.
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fycgu^CL 2 3.- Cromatograma de los esteras metilicos de los 
âcidos grasos que forman parte de los tria­
cilgliceridos de prostata de rata adulta mas 
el acido undecanoico (11:0). Condiciones co­
mo en fig. 20.
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f ^ g u A .a  2 4 , -  Cromatograma de los esteras metilicos de los 
âcidos grasos que forman parte de.los fosfo­
lîpidos de prostata de rata inmadura mas el 
acido undecanoico (11:0). Condiciones como 
en fig. 20.
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fZgu^'La 2 5 , -  Cromatograma de los esteras metilicos de los 
âcidos grasos qua forman parte de los fosfo­
lîpidos de prostata de rata adulta mâs el 
âcido undecanoico (11:0). Condiciones como 
en fig. 20.
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rrespondiente al âcido graso de 20 âtomos de carbono y 4 
dobles enlaces. La importancia de este hecho se discutirâ 
al estudiar los datos presentados en las figuras 28 y 29,

Las figuras 26 y 27 correspondra a los cromatogra­
mas tipo de âcidos grasos libres, en las mismas condicio­
nes que en los casos anteriores. Al estar présentes los 
âcidos grasos libres en prostata (tabla V) a concentracio^ 
nés mucho menores que los triacilgliceridos y fosfolîpidos, 
las cantidades disponibles son mâs escasas. Esto hace que 
las atenuaciones a las que se trabaja sean menores, y que, 
por lo tanto, sea mâs difîcil controlar la lînea de base.
S in embargo, los cromatogramas son perfectamente calcula­
bles, y las âreas totalmente significativas. Al igual que 
en los casos anteriores, no se observan variaciones en la 
composicion de âcidos grasos libres de prostata ventral de 
rata al pasar de ratas inmaduras a ratas adultas jovenes.

Las figuras 28 y 29 recopilan los porcentajes en 
que se encuentran los distintos âcidos grasos en t r i a c i_l 
gliceridos, fosfolîpidos y âcidos grasos libres. La fig.
28 corresponde a lîpidos extraîdos de prostata de ratas in 
maduras, mientras que la fig. 29 corresponde a ratas adul­
tas jovenes. Comparando ambas figuras no se observan cam­
bios notables en la composicion de los âcidos grasos con 
el desarrollo animal, tanto en triacilgliceridos como en 
fosfolîpidos y âcidos grasos libres.

En triacilgliceridos, el âcido graso saturado mâs 
abondante en el âcido palmîtico (16:0), disminuyendo mucho 
el porcentaje de los âcidos grasos con el mismo numéro de 
âtomos de carbono pero con algun grado de insaturacion.
Otro âcido graso que se présenta en cantidades importantes 
es el oleico (18:1), bajando mucho el porcentaje de los co- 
rrespondientes âcidos grasos con el mismo numéro de âtomos 
de carbono pero con ninguno o con dos dobles enlaces.
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fXgu^CL 2 6 . -  Cromatograma de los esteras metilicos de los 
âcidos grasos que forman parte de los âcidos 
grasos libres de prostata de rata inmadura 
mâs el âcido undecanoico (11:0). Condiciones 
como en fig. 20.
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fyCgu^a 2 7 , -  'Cromatograma de los esteras metilicos de los 
âcidos grasos que forman parte de los âcidos 
grasos libres de prostata de rata adulta, mâs 
el âcido undecanoico (11:0). Condiciones como 
en fig. 20.
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FZguA.CL6 28 y 29.- Dis tr ibucion de los âcidos grasos de la
prostata de rata inmadura fig. 28 y adulta 
fig. 29 en triacilgliceridos (barras n^ 
gras) fosfolîpidos (barras rayadas) y 
âcidos grasos libres (barras puntea das).
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En los fosfolîpidos se mantiene la tônica anterior, 
salvo en que se invierte el orden en cuanto a la abundancia, 
ya que el porcentaje superior corresponde al âcido oleico, 
siguiendole el âcido palmîtico,

El âcido graso poliinsaturado 20:4 aparece fundamen 
talmente en los fosfolîpidos de prostatas de ratas, tanto 
inmaduras como adultas. Esta acumulacion de âcidos grasos 
poliinsaturados en fosfolîpidos se produce normalmente en 
animales alimentados con dietas en las que las ûnicas gra^ 
sas poliinsaturadas présentes son el linoleico (18:2) y el 
linolenico (18:3) (Hilditch y Williams, 1964). Es bien co- 
nocido que estos dos âcidos grasos no pueden ser sinteti- 
zados por mamîferos, pero que, cuando se incluyen en la 
dieta, pueden convertirse en el animal en âcidos grasos de 
cadena mâs larga y mâs insaturadas. Estos âcidos grasos in 
saturados asî formados pasan a formar parte de los diver- 
sos lîpidos. (Privett y col., 1969; Brockerhoff y col.
1969).

La acumulacion del âcido graso 20:4 en fosfolîpidos 
puede estar relacionada con la sîntesis de prostaglandinas, 
que comienza con la liberaciôn de un âcido graso poliinsa­
turado de 20 âtomos de carbono, procédante de fosfolîpidos 
(fosfa t idilcolina o fosfa t idilinositol), liberado por ac- 
cion de la fosfolipasa A. En prostata se sinteiza la 
pros taglandina PGFg^ (Cavanaugh y col. 1980)., y su fo_r 
macion tiene lugar a partir del âcido araquidonico (20:4).

Para comparar los âcidos grasos que se encuentran 1^ 
bres en prostata; es decir, s in esterificar a ningun alco­
hol, con los âcidos grasos présentes en triacilgliceridos y 
fosfolîpidos, se ha confeccionado la tabla VI.

En esta tabla se muestran los porcentajes de âcidos 
grasos, saturados e insaturados, en triacilgliceridos, fo^ 
folîpidos y âcidos grasos libres de prostata ventral de r^
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ta, en dos estadios del desarrollo. La relacion entre âcidos 
grasos saturados e insaturados en fosfolîpidos y triacilgl^ 
ceridos se mantiene en los mârgenes que se obtuvieron para 
lîpidos totales (tabla III), mientras que esta relation se 
invierte para âcidos grasos libres, ya que, en este caso, 
la proportion de âcidos grasos saturados es mucho mayor que 
la de insaturados. Esto sugiere, en la misma lînea que lo 
descrito por otros autores (Municio y col., 1975), una mod^ 
ficacion en el grado de insaturacion de los âcidos grasos 
incorporados a clase& de lîpidos.

Tabla VI

Porcentajes de âcidos grasos, saturados e insaturados, 
en triacilgliceridos (TG), fosfolîpidos (FL) y âcidos 
grasos libres (AGL), de la prostata ventral de rata.

Acidos grasos Peso de Rata 100 g Peso de Rata 350
% TG FL AGL TG FL AGL

saturados 47,6 37,6 64,6 44,2 38,3 61,5

insaturados 52,4 62,4 36,4 57,6 61,7 38,5

3.3. INCORPORACION DE ACETATO (l-^^C) A LIPIDOS DE PROSTATA
EN EXPERIMENTOS "IN VIVO"

3.3.1. Jncô po^ac.Â.6n a tX,pÂ,doi> totaZzà

Con el fin de conocer el origen de los lîpidos en 
la prostata, se procedio a estudiar la incorporation de ace^ 
tato (1-^^C) a los lîpidos totales, en experimentos llevados 
a cabo " Z n  , es decir, mediante la inyecciôn directa en
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prostata de acetato radiactivo como se describe en (2.2.3). 
Los datos, expresados en la figura 30, muestran la incorp£ 
ration de acetato a lîpidos totales en cpm/mg de prostata 
humeda a lo largo de un perîodo del desarrollo que compren 
de desde la prepubertad hasta la edad adulta.

Se observa en la figura 30 un crecimiento lineal en 
la incorporation de acetato radiactivo a lîpidos totales 
en funciôn del peso de la rata, hasta un mâximo de incorpo^ 
ration situado, aproximadamente, a unas 7 semanas de vida 
del animal, momento en el que se produce la irruption de 
la madurez sexual. Recuerdese que, en este estadio del de­
sarrollo, la prostata de rata y la rata misma en general 
estân sufriendo un fuerte incremento en peso (figuras 12 
18) .

Por otra parte, la figura 30 sugiere la existencia 
de un punto, situado hacia la 7- semana de vida, a partir 
del cual, y dependiendo en cada caso concreto, parece apr^ 
ciarse una caîda râpida en la incorporation, resaltada en 
la figura por el hecho de haberse realizado un ajuste, por 
subinterv alos, de tipo mînimos cuadrados, lo que da lugar 
a una discontinuidad; es decir, se han ajustado dos curvas, 
una para pesos de ratas comprendidos en 0-170 g, la otra 
entre 170-450 g, election sugerida, a su vez, no solo por 
la nube de puntos, sino por la bibliografîa ya existante 
(Lee y col., 1975; Corpechot y col., 1981). Finalmente, a 
partir de las siete semanas, la caîda en la incorporation 
de acetato radiactivo a lîpidos totales se ralentiza aun 
cuando persista durante cierto tiempo, para estabilizarse 
finalmente en el perîodo adulto.
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cpm/mg prostata (xl(5^) 
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2 c f t n c f C n = - 7 . 24818
3 cftncfC13= 1983.39

xmin,xmax=170,450

f-Lgan.a 3 0 . - Variaciôn en la incorporaciôn Â.n vivo, de acetato
(1- C) a lipidos totales de la prostata (cpm/mg
de prostata humeda) en funciôn del desarrollo de
la rata (g). Se han ajustado dos curvas polinômi^

2cas y = ax + bx + c por mînimos cuadrados en 
los intervalos de x (peso de rata) 80-170 g y 
170-450 g . a = lcf(l); b * 2cf(l) y c = 3cf(l)
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3.3.2. ïnc-o^po^acZôn a cZaaea de. tZpZdoé.

La distribuciôn de este acetato (1-^^C) incorporja 
do a material lipîdico, en distintas clases de lîpidos, se 
muestra en la figura 31, en la que se observa una incorpora 
ciôn preferente a triacilgliceridos en la prostata ventral 
de ratas inmaduras, mientras que, en ratas adultas, prédo­
mina la incorporaciôn a fosfolîpidos. Hay que resaltar la 
existencia de una zona de cruce en las curvas de incorpora 
ciôn de acetato a triacilgliceridos y fosfolîpidos. Este 
cruce coincide precisamente con la epoca de la pubertad, 
en las condiciones de crîa de nuestras ratas.

Tanto los diacilgliceridos como los âcidos grasos l_i 
bres, muestran incorporaciôn de acetato constante en todo 
el perîodo del desarrollo estudiado. Recio y col. (1982) 
han demostrado que la incorporaciôn de acetato a coleste­
rol, en el perîodo de crecimiento que se estudia en la f^ 
gura 31, présenta tambien valores constantes. La incorpora 
ciôn de acetato (1-^^C) en colesterol es el 10% de la obser^ 
vada para el extracto lipîdico total.

La pobre incorporaciôn del precursor radioactivo en 
âcidos grasos libres, con respecto a la incorporaciôn encon 
trada en fosfolîpidos y triacilgliceridos, refleja una râp^ 
da utilizaciôn de los âcidos grasos, segun se van formando 
por biosîntesis, para formar nuevos lîpidos, permaneciendo, 
de este modo, sus niveles de incorporaciôn constantes (fig. 
31).

Para relacionar los datos de incorporaciôn de aceta 
to (1- C) en triacilgliceridos y fosfolîpidos, a lo largo 
del desarrollo de la prôstata ventral de rata, con el con­
tenido en masa de estos lîpidos, se ha conf ecc ionado, a par^ 
tir de los datos expresados en la tabla V una relaciôn (ta­
bla VII) en la que se recogen los porcentajes relatives de 
estos lîpidos.
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F ^ g u A a  3 1 . -  Incorporaciôn v ^ v o  de Acetato (I-^^C) en 
triacilgliceridos ( □  ) fosfolîpidos (0 ) di^ 
cilgliceridos (#) y acidos grasos libres ( ▼ )  
durante el desarrollo de la rata. La radiacti^ 
vidad se da como un porcentaje del total de 
lîpidos marcados.
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Tabla VII

Porcentaje en peso de F L , TG, AGL durante el 
desarrollo de la prôstata ventral de rata.

Peso de 
(g)

rata Peso de Prôstata 
(mg)

FL TG
%

AGL

100 + 9 54 + 8 61,3 + 1,8 37,1+8,1 1,6+0,1

270 + 20 350 + 46 67,9 + 2,6 25,6+1,1 6,4+0,3

350 + 19 493 + 70 80,8 + 1,8 14,7+0,7 4,6 +0,3

Tanto los datos de la figura 31 como los de la tabla 
VII son totalmente concordantes y muestran una variaciôn en 
la clase de lîpidos sintetizados prioritariamente durante 
el desarrollo de la rata. Asî, tanto la incorporaciôn de 
acetato (1-^^C) a fosfolîpidos, como el contenido de estos, 
aumenta con el desarrollo, mientras que a los triacilglice­
ridos les sucede lo contrario, disminuyen con el; en cuanto 
a los acidos grasos, se observa un maximo tanto en el cont^ 
nido como en la incorporaciôn radiactiva, en una etapa inte^ 
media del desarrollo.

Este progresivo desplazamiento en la incorporaciôn 
de acetato (1-^^C) desde triacilgliceridos hasta fosfolîp^ 
dos, podrîa explicarse en base a unas mayores necesidades 
energêticas (en forma de triacilgliceridos) durante la pu­
bertad para posteriormente sintetizarse preferentemente los 
lîpidos es tructurales de membrana, taies como los fosfolîp^ 
dos .
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3.4. INFLUENCIA DE LOS ANDROGENOS EN LA INCORPORACION DE 
ACETATO A T.RIALGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS EN PROSTA­
TA VENTRAL: ESTUDIOS "IN VIVO" .

Los cambios producidos durante la pubertad de las 
ratas, en cuanto a incorporaciôn de acetato marcado a tria 
cilgliceridos y fosfolîpidos, y que se reflejan en los con 
tenidos en masa de estos lîpidos en prôstata ventral de r^ 
ta, pueden deberse a causas distintas y ser objetivo de va 
rias interpretaciones. Por una parte, se ha descrito que 
los niveles de testosterone en plasma y prôstata alcanzan 
un maximo hacia la pubertad de la rata (Smith y col., 1977; 
Moger, 1977; Corpechot y col., 1981). El incremento de las 
hormonas sexuales durante la pubertad provoca el crecimien 
to de la glandula prostatica, conjuntamente con la reorga- 
nizaciôn tisular y un aumento de su funciôn secretora 
(Siiteri y Wilson, 1970; Moger, 1977). El peso prostatico, 
su ordenaciôn tisular y la funciôn exocrina, persisten du­
rante la vida adulta, debido a la influencia de los andrÔ- 
genos (Siiteri y Wilson, 1970). En este sentido, hay très 
perîodos en el desarrollo de la rata (neonatal, prepubertal 
y pubertal) que son cruciales en cuanto a la adquisiciôn de 
la actividad funcional de los tejidos sexuales accesorios 
en rata macho adulta (Higgins y col., 1981).

Por otro lado la castraciôn causa un descenso brusco 
de los niveles de testosterone en suero, lo que origine una 
disminuciôn del peso y funciôn prostatica. La administraciôn 
de testosterone a ratas castradas provoca un incremento de 
estos parametros (Heyns y col., 1977; Singhal y Schaffner, 
1980; Huttunen y col., 1982). Parece, pues, évidente que la 
funciôn y condiciôn de la prôstata depende de la producciôn 
de andrôgenos por los testîculos. Puesto que la testostero­
ne estimula la sîntesis de lîpidos (Doeg, 1968) y, en parti 
cular, de colesterol (Singhal y col., 1978, 1979, 1980), se
puede considérer que los cambios que ocurren durante la pu-
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bertad, descritos en los experimentos anteriores, son una 
respuesta a la producciôn de andrôgenos en este estadio 
del desarrollo. El estudio de esta hipôtesis es complica- 
d o , pues las hormonas esteroidicas presentan el problème, 
como todos los compuestos lipidicos, de tener que transport 
tarse en un medio acuoso como es el plasma. Para que las 
hormonas es teroîdicas. exôgenas lleguen a las celulas de la 
prôstata, se unan a sus receptores citoplasmaticos, y pue^ 
dan ejercer su acciôn en el nucleo, es preciso presenter- 
las convenientemente solubilizadas.

Se ha decidido utilizer comparativamente dos siste
mas, uno " Z n  V/CVO" y otro " Z n  v Z t A . o " . En el sistema " Z n

v Z v o " se inyectan, subcutâneamente, los andrôgenos para 
que se movilicen de manera fisiolôgica espontanea, y en el 
sistema "yCn se comparan varies medios de dispersiôn.

Para los ensayos V/CVO" con andrôgenos exôgenos,
es preciso controlar los niveles endôgenos de hormonas se­
xuales. Con prôstatas pertenecientes a ratas en etapas in­
maduras, previas a la pubertad, podrîa trabajarse, ya que 
en estos estadios la testosterona endôgena, tanto circulan 
te en plasma como en prôstata, présenta bajos niveles (Corpi
chot y colv 1981). S in embargo, en la practica es difîcil tra-
bajar con estas prôstatas, dado su pequeno tamano, las fluc^ 
tuaciones bioquîmicas y fisiolôgicas en el comienzo de la 
prepubertad, y la corta duraciôn de este perîodo.

Otra posibilidad es influir sobre el sistema hormo­
nal que actûa en la glandula prostatica de rata adulta pa­
ra suprimir el concurso de andrôgenos endôgenos. Una alter 
nativa descrita en la bibliografîa consiste en tratar al 
animal con un antagonista (estrôgenos) por un tiempo, e iii 
terrumpir el tratamiento en el momento adecuado, el incon- 
veniente es, incluir en el sistema un factor perturbador que 
puede tener una serie de acciones "per se" (Higgins y col..
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1981). Otras alternativas muy empleadas consisten en proce^ 
dimientos de ablacion, como la hipofisectomia o la castra­
ciôn, que tienen el inconveniente de ser metodos irrever^i 
bles, y debe de mantenerse continuamente una correcta ter^ 
pia si se pretende que la perturbaciôn no sea indefinida.

En este trabajo, se ha utilizado la castraciôn, de 
bido a su amplia utilizaciôn en el estudio de la acciôn de 
los andrôgenos en el metabolismo de lipidos en prôstata 
(Nyden y Williams - Ashman (1953); Farnsworth y Brown,
1961; Hollander, 1963; Doeg, 1968; Singhal y col., 1978, 
1979; Singhal y Schaffner, 1980).

Con la castraciôn se obtiene un sistema Zn v Z v o 1^ 
bre de la acciôn de andrôgenos, ya que T y DHT no son 
détectables por RIA en plasta de ratas adultas previamente 
castradas (Corpechot y col. 1981)t Este descenso de los niveles 
de T en plasma conlleva a descensos en peso de la prôs­
tata, como se muestra en la fig. 19 (3.1) para ratas adul­
tas, siete dîas despues de la castraciôn. Los pesos de es­
tas prôstatas semejan a los que presentan las ratas norma­
les en la etapa inmadura (ver fig.18 (3.1).

Si posteriormente se suministra T a estas ratas 
castradas, se restauran los niveles de T en plasma y de 
DHT en prôstata (ver fig.14 en 2.2.2). Esta promueve la rê  
generaciôn rapida del tejido prostatico (Huttunen y col., 1981), 
en cierta forma semejante a la que se obtiene en la puber­
tad del animal. Obteniêndose asî un crecimiento controlado 
del tejido prostatico.

Las dosis de testosterona y dihidrotestosterona ele^ 
gida (ver 2.2.2) para promover la regeneraciôn de estas
prôstatas (de ratas castradas 7 dîas antes) han sido 0,07 
y 0,7 mg/dia de ambas hormonas . Hay autores que tambien 
han utilizado dosis semejantes de testosterona: 0*05-2 mg 
cada 2 dîas (Arvola, 1961). De propionato de testosterona;
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0,5-1 mg/dia (Yamanaka y col., 1975; Tuohimaa y col., 1973); 
la dosis de 1 mg/dia restaura en 4 dîas la altura de las ce­
lulas epiteliales de la prôstata de ratas castradas 30 dîas 
antes y a los 30 dîas del tratamiento es prédominante el cre 
cimiento del parenquima acinar, no pudiendose demostrar nin— 
guna respuesta considerable en el tejido interacinar (Huttunen 
y col. 1982). Otros autores han utilizado dosis mâs altas:
5 mg/dîa (Deklerk y Coffey, 1978), e incluso mâs altas; 10 
mg/dîa (Brandes, 1974). Todos los datos estan referidos a 
100 g de peso corporal de rata.

La inyecciôn ' U n  6 X t u "  de acetato Cl-^^C) en la prôs 
tata nos va a permitir medir la incorporacion del mismo a 
las distintas clases de lîpidos como se muestra en la tabla 
IX.

Tabla IX

Influencia de los andrôgenos en la incorporaciôn de 
acetato (1-^^C) a FL, TG, AGL. Siete dîas despues 
de la castraciôn de ratas adultas se les suministra 
por vîa subcutânea y durante 4 dîas consécutives,
0,2 ml de aceite de sesamo. Control: vehîculo solo;
DHT: vehîculo mâs dihidrostosterona ; T : vehîculo mâs 
testosterona. (1) 0,07 y (2) 0,7 mg de andrôgeno/100g
de peso corporal/dî a .

FL TG AGL

CONTROL 52,6 + 2,5 31,5 + 2,0 0,5 + 0,1
DHT (1) 53,6 + 2,2 24,3 + 1,1 1,4 + 0,3
DHT (2) 57,6 + 3,1 25,5 + 1,4 0,7 + 0,2
T (1) 61,1 + 4,1 22,1 + 1,2 1,7 + 0,3
T (2) 63,0 + 3,1 18,3 + 1,3 1,5 + 0,3
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Tanto la administraciôn de testosterona como la de 
dihidrotestosterona origina un aumento en la incorporaciôn 
de acetato a fosfolîpidos con respecto al control, al que 
sôlo se le ha inyectado el vehîculo (tabla IX). Este aumeii 
to va acompanado de un descenso concomitante en la incorpo^ 
raciôn a triacilgliceridos. Estas variaciones son mas 
acusadas segun aumentan las dosis de hormonas. Por otra pa_r 
te, estos resultados son concordantes con los obtenidos en 
la incorporaciôn de acetato radiactivo a las distintas c 1^ 
ses de lîpidos en experimentos llevados a cabo "in vivo" con 
ratas normales (3.3.2).

El que la testosterona présente una capacidad mayor 
de actuaciôn, puede explicarse en funciôn de los receptores 
prostâticos de andrôgenos. En efecto, los receptores prosta^ 
ticos de andrôgenos decrecen progresivamente entre los 4-7 
dîas despues de la castraciôn, y con inyecciones diarias de 
testosterona a ratas castradas se consigne recuperar, e in­
cluso superar, los niveles de receptores andrôgênicos pros­
tâticos (Blondeau y coL , 1982). No se ha descrito todavîa si estos 
receptores se comportan en todo como los primitivos. Otra 
posibilidad es que, al ser la testosterona el andrôgeno c i_r 
culante mâs abondante, la movilizaciôn y transporte de la 
misma por medio de la globulina transportadora de la hormona 
sexual (HSBG) sea mâs râpida y eficaz que la correspondiez 
te a la dihidrotestosterona.

3.5. INCORPORACION DE ACETATO (1-^^C) A LIPIDOS EN SISTEMAS 
IN VITRO

Como se ha visto en el apartado 3.4, la dificultad 
encontrada en el trabajo con hormonas esteroidicas hace prz 
ciso contraster los experimentos "in vivo" e "in vitro". Los 
sistemas "in vivo", aunque mâs correctos a nivel fisiolôgico, 
son complejos y difîcilmente contrôlables. Asî, por ejemplo.
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se contrôlai! mal tanto las concentraciones de hormonas de or^ 
gen exôgeno que llegan a la glandula, como sus velocidades de 
flujo a travês de las distintas vias metabôlicas. Todo ello 
acompanado de una gran dispersion de las sustancias exôgenas 
introducidas en el sistema.

Entre los sistemas "in vitro" se encuentran los que 
utilizan el tejido entero, aislado y perfundido. Este siste 
ma se ha utilizado para glandulas prostatica de perro (Cam^ 
bell y col., 1966), pero no se ha utilizado en prôstata ven 
tral de rata debido a las dificultades de caniculaciôn.

Otro sistema "in vitro" consiste en el empleo de co_r 
tes o troceado de tejido. Este metodo tiene la ventaja, rez 
pecto del sistema libre de celulas (que veremos a continua- 
ciôn) de mantener la integridad morfolôgica y la estructura 
celular, si bien el tejido esta desposeido de su natural iz 
teracciôn con otros ôrganos, y ademâs esta desnervado. La 
principal desventaja s in embargo, va a ser la posible altz 
raciôn en el transporte de metabolites desde el exterior haz 
ta el interior celular. Podrîa obtenerse ademâs, una falta 
de reproductividad en los resultados debida a danos al azar 
producidos en el troceado o a la utilizaciôn de trozos prz 
cedentes de zonas fisiolôgica y citolôgicamente distintas 
del tejido en cuestiôn.

Los sistemas libres de celulas engloban todos los mz 
todos "in vitro" en los que la integridad celular ha sido 
destruîda por ruptura de la membrana plasmâtica. Como priz 
cipales ventajas de estos sistemas deben citarse la buena 
reproductividad, la facilidad de las preparaciones y la 
ausencia de barreras de permeabilidad que podrîan impedir 
la acciôn de los compuestos anadidos. Entre las desventajas 
de estos sitemas estân la desviaciôn del sistema original, 
entendido este ultimo como el tejido en el seno del ser vivo
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en cuestiôn, la ruptura de la organizaciôn celular, y la d^ 
luciôn de los sistemas enzimâticos en un medio extrano. A 
veces es necesario enriquecer estos medios con substancias 
metabôlicamente activas.

3.5.1. SX.6tzma de cë.tata6

Se han empleado dos medios de incubaciôn amplia- 
mente descritos en la bibliografîa.

Uno de ellos es el medio de incubaciôn Tris-fosfato 
enriquecido con algunos cofactores, que ha sido utilizado 
con profusiôn en distintos materiales biolôgicos (Castro y 
col., 1974; Municio y col., 1975; Mejîas y col., 1977), y 
se describe detalladamente en (2,3.2). En estas condicio­
nes, la incorporaciôn de acetato (1-^^C) a lîpidos apenas 
superô el valor de los tubos de control (incubaciones a 
tiempo cero). Esta falta de actividad en el sistema no puz 
de explicarse en funciôn de una râpida hidrôlisis de los 
compuestos de alta energîa quîmica, como el A T P . Efectiya 
mente, cuando se utilizaron bajas concentraciones de ATP 
pero con un sistema generador del mismo de forma graduai, 
creado anadiendo fosfonolpiruvato, a intervalos regulares 
de tiempo, al medio Tris-fosfato enriquecido, que contiene 
piruvatoquinasa (como se describe en (2.3.2), tampoco se 
obtuvieron resultados positivos.

Para tratar de mejorar el metodo se realizô una opt^ 
mizaciôn de los cofactores, precursores, tiempos de incuba­
ciôn, proteînas, como a continuaciôn se especifica.
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Tiempo de incubaciôn ...............................  0-120 min.

Concentraciôn de proteintas (sobrenadante
3500 rpm) ...........  5-18 mg/ml

Il II homogenizado total. 1-25 mg/ml

" ” acetato (1-^^C) ................  lyCi-5yCi/ml

" NADPH .............................  0,5-2 mM

Adicionando Estreptomicina ....................  1 mg/ml

" Acetato sôdico ..................... 0-2 mM

" 3 mer cap toet anol .................  2 ’5 mM

" Citrato sôdico .....................  3 mM

" Bicarbonato sôdico ................  10 mM

Homogenizaciôn en un potter con embolo accionado a mano.

Se ha observado una clara inhibiciôn del acetato sôd^
co, que se ha desechado en las sucesivas incubaciones. En
resumen, las condiciones ôptimas de incubaciôn se obtuvieron
en el medio Tris-fosfato enriquecido con cofactores, con las

1 4siguientes variaciones: 5 yCi de acetato (1- C ) , 20 mg de 
proteînas de homogenizado total, en 1 ml de incubaciôn a 
37°C, y durante 60 minutes, obteniêndose en estas condiciz 
nés hasta 200 cpm/mg de proteînas procédante de prôstatas 
de ratas adultas. Como se desprende de estas condiciones, el 
sistema requiere grandes cantidades de prôstata para un redu 
cido numéro de experimentos, por lo que se procédé a ensayar 
otros medios.

El medio de homogenizaciôn-incubaciôn de Hank, des­
crito en (2.3.2), contiene como nutriente celular glucosa.
Los resultados obtenidos son analogos a los correspondientes 
encontrados con el medio Tris-fosfato ensayado anteriormente.
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Una posible explicacion de la baja incorporacion en- 
contrada en estos sistemas libres de cêlulas es que, al rom- 
perse les lisosomas, las enzimas proteolîticas de les mismos 
procedieran a la digestion de los sistemas proteicos que ca- 
talizan la biosintesis lipidica.

Con objeto de controlar las proteasas se ban anadido 
al medio de incubaciôn de Hank inhibidores especificos de 
las mismas. Algunos de estos inhibidores ya ban sido proba- 
dos con êxito para prévenir la degradacion de los receptores 
de androgenos en prostata ventral de rata (Prins y Lee, 1982 
a ) , o reduciendo la actividad proteolitica en otros orga­
nes (Diezel y col., 1973),

Los inhibidores empleados ban sido los siguientes:

a) PMFS

b) (NH^)2S0^ (1 M)
c) PMFS (ImM) y EDTA (O’I mM)

Los mejores resultados se ban obtenido con PMFS y 
EDTA en las concentraciones indicadas en c). De esta manera 
se logra aumentar en un 50% la incorporacion de acetato ra­
dioactive con respecte a los contrôles incubados de igual 
manera, pero s in inhibidores de proteasas.

Teniendo en cuenta que un gran numéro de los sistemas 
enzimâticos responsables de la sintesis de lipides se encuen 
tran asociados a membranas (Bell y col., 1981), la ruptura 
de estas, provocada por la bomogenizacion, podria danar sus 
estructuras tridimensionales y, por le tante, su capacidad 
catalitica. Por otra parte, la pêrdida de la organizacion tî  
sular séria suficiente para disminuir censiderablemente la 
biosintesis lipidica ya que, segun Cunba y col. (1981), las 
inter-relaciones entre e 1 estroma y las cêlulas acinares pro^ 
taticas tiene gran importancia para explicar la funcionalidad
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de la glandula.

Ambos inconveniente s , ruptura celular y pêrdida de 
organizacion tisular, se evitan utilizando tejido troceado.

3.5.2. S^6 te ,ma6  c o n  t c j j i d o  t K o c c a d o

Los certes de tejido en general, y de prostata ven 
tral de rata en particular, en ensayos "in vitro", ban sido 
muy utilizados en la bibliografia (Nyden y W i l l iams-Asbman 
1953; Farnswortb y Brown, 1961; Hollander, 1963; Singbal y 
col. 1978 y 1979; Singbal y Scbaffner, 1980). Concretamente, 
en prostata ventral de rata, este mêtodo présenta gran repr£ 
ducti bilidad, ya que Romppanen y col. (1980) ban comprobado 
un ordenamiente al azar de sus componentes celulares. Es 
pues indiferente la parte de tejido prostatico que se trocea.

3.5.2.1. E Z c c c Z â n  d c t  medico de  i .nc [xbo ic i .6n

Basicamente se utilizan dos medios de incuba­
ciôn, y a cada uno de ellos se le va a realizar alguna mod^ 
ficaciôn, como se indicarâ en cada caso.

Uno de los medios esta formado por un tampon Tris- 
fosfato. El otro es la soluciôn de Hank, que contiene, ade- 
mâs de las sales minérales, la glucosa como nutriente celu­
lar (ambos descritos en 2.3.2).

Las condiciones de incubaciôn fueron: 1 bora, 40 mg
de prôstata troceada y 2 yCi de acetato (1-^^C) en 2 ml de 
m e d i o .

En los cuatro medios de incubaciôn utilizados (t^ 
bla X ), se observa una incorporaciôn apreciable de acetato 
marcado a lipidos totales, a diferencia de lo que ocurria 
en el sistema libre de cêlulas. Se observa tambiên que, p^ 
ra todos los medios de incubaciôn, existe una variaciôn en
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la incorporaciôn de acetato a lipidos, dependiendo del est^ 
do del desarrollo en que se encuentra el animal (tabla X) .
La incorporaciôn es maxima en ratas jôvenes inmâduras, y de^ 
ciende con la edad.

Tabla X

Incorporaciôn de acetato (1-^^C) a lipidos totales, en 
incubaciones "in vitro" de prôstata, 40 mg de prôstata 
ventral troceada, con 2 yCi de acetato (1-^^C), en 2 
ml de medio.

1: Tampon Tris-fosfato pH-7,4 y NADPH 1 mM;
1*: Medio 1 adicionado con ATP 6 mM, CoA 0*5 mM, MgCl2 2 mM;
2: Hank con calcio;
2*; Medio 2 + NADPH 1 mM.

Peso de rata cpm/mg + ESM

g ± ESM 1: 1*: 2: 2*:

95 ±  5 2304 + 230 2332 + 463 2490 + 311 2366 + 326

275 ±  10 1880 + 155 2075 + 150 2660 + 243

330 ±  8 1698 + 200

460 + 12 1020 + 101 1114 + 250 956 + 201 1404 + 192

Comparando los distintos medios de incubaciôn entre 
si, se observa una incorporaciôn de acetato (1-^^C) a lipi­
dos, que es superior en los medios que utilizan la soluciôn 
de Hank (2 y 2*), con respecto a los que utilizan tampôn 
Tris-fosfato (1 y 1*). En este ultimo medio no se observa 
variaciôn en la incorporaciôn de acetato a lipidos,ya se
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adicione o no al medio CoA, ATP, (quienes no atraviesan la
2+membrana) 6 Mg . El medio que utilize la soluciôn de Hank 

se ve favorecido por la adiciôn de NADPH 1 mM al mismo.

Los porcentajes de incorporaciôn de acetato (1-^^C) 
a las distintas clases de lipidos, obtenidas en las incuba­
ciones "in vitro" con los medios de incubaciôn de la tabla 
X, se dan en la figura 32 para dos estadios del desarrollo 
diferentes, en ratas inmaduras, asi como en las adultes 
plenas.

En los medios en que se utilizô el tampôn Tris-fosfa 
to (fig. 32, 1 y 1*), se observan basicamente los mismos pe_r 
files de incorporaciôn, tanto en el medio enriquecido 1*, cô  
mo en el que no lo esta, 1. En ambos medios, los fosfolipi- 
dos son los que sufren mayor incorporaciôn, mientras que la 
cantidad de radioactividad encontrada en los acidos grasos 
libres, lo mismo que en triacilglicêridos, no supera el 3%. 
Todo esto es vâlido tanto para ratas inmaduras como adultas.

En las incubaciones con soluciôn de Hank, al compa- 
rarlas con aquellas en las que se emplea tampôn Tris-fosfato, 
se observa un incremento en la incorporaciôn de acetato a 
triacilglicêridos, y este efecto es todavîa mas acusado en 
las incubaciones en las que se adiciona NADPH.

Los porcentajes de fosfolipidos son, basicamente, 
constantes en los cuatro medios de incubaciôn utilizados, 
por todo esto se elige la soluciôn de Hank como medio de in 
c ubaciôn.

La semejanza encontrada en los perfiles de incorpo­
raciôn de acetato radiactivo a las distintas clases de lip_i 
dos en la fig. 32 tanto en ratas en periodo inmaduro como 
en ratas en estado adulto hace pensar que a estos medios de 
incubaciôn concretas las falta el entorno hormonal, como el 
que existe 'in vivo" para que alcance la actividad ôptima
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TRI5-P

9515 460±20 95±5 460±10 g
1 f

HANK

95±5 460110 95±5 460110 g

f Z g u A a  3 2 , -  Incorporacion Xn vZ-tA.0 de acetato (1-^^C) 
a fosfolipidos (barras n e g r a s ) , triacil- 
gliceridos (barras rayadas) y acidos gra­
sos libres (barras punteadas). La radiac- 
tividad se da como un porcentaje del total 
de lipidos marcados. Las condiciones son 
las de la tabla X.
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(fig. 31). Con todo lo descrito en los apartados 3.1, 3.2 y 
3.3, cabe pensar que entre las hormonas mencionadas anterio^ 
mente podrîan encontrarse los androgenos.

Previo al estudio con androgenos vamos a procéder a 
la optimizacion del medio de Hank.

3.5.2.2. 0ptZm>CzacÂ,6n de, c .ondZcÂ,onz^ de. Z n c u b a c Z â n  " Z n

v Z t A , o " ,  c o n  te , jX .do  tfLOce.oLdo

Una vez escogido el medio de Hank para las inc_u 
baciones "in vitro" con tejido troceado, se trataron de en- 
contrar las condiciones optimas para la sintesis de t r i a c i 1̂ 
glicêridos y fosfolipidos, que serân objeto de nuestro estu 
dio posterior, bajo la accion de los androgenos.

C o n t r a t  de . t  c ^ c c X . m l c n t o  bactcn.X.cLno en e.t mcdZo de  

Â,ncabacÂ,6n

Las concentraciones diluidas de glucosa existantes 
en el medio de incubaciôn elegido, facilitan un crecimiento 
bacteriano que podria falsear los resultados de la sintesis 
lipidica. Para determinar el crecimiento bacteriano en el 
medio se hicieron dos series de incubaciones (a tiempo 0 y 
270 min.) con 40 mg de prôstata humeda. A una serie de incu_ 
baciones se anade estreptomicina (1 mg/ml) y penicilina 
(100 U/ml). La otra serie actua como control. Ninguna de eŝ  
tas dos series contiene precursor radioactivo.

Las colonias bacterianas se contaron a tiempos 0 y 
270 min. como se describe en (2.3.3). En presencia de ant^ 
biôticos se obtuvieron 25 colonias, como maximo, a los 270 
minutos, no obteniendose ninguna a tiempo 0. En cambio, los 
tubos s in antibiôticos dieron un total de 60 y 400 colonias 
a 0 y 270 minutos, respectivamente.
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%
40"

304
20
104

+Ant

f ^ cgu^a 3 3.- Influencia de los antibiôticos en los porceii 
tajes de incorporaciôn de acetato (1-^^C) a 
fosfolipidos (barras negras), Triacilglicerji 
do s (barras rayadas) y acidos grasos libres 
(barras punteadas) con respecto al total de 
los lipidos marcados. Incubaciones Zn vZtA.0  

c o n 40 mg de prôstata de rata adulta en ml 
de soluciôn de Hank con 2 y Ci de Acetato 
(1-^^C) como precursor radiactivo. (C) con_ 
trol; (+ Ant) control mas 1 mg/ml de estre^ 
tomicina y 100 U/ml de penicilina.
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En consecuencia, y puesto que los antibiôticos pue^ 
den afectar de alguna manera a las cêlulas de eucariotas, 
se realizaron nuevas incubaciones en presencia de precursor 
radiactivo. Se trata de ver ahora las diferencias entre in 
cubaciones con y s in antibiôticos, asi como el efecto de ê^ 
tos en la sintesis de las distintas clases de lipidos.

Con prôstatas de ratas adultas (350 + 5 g), se obtu 
vo una incorporaciôn a lipidos totales de 1841 + 150 cpm/mg, 
en ausencia de antibiôticos, y de 2711 + 181 cpm/mg en su 
presencia. Esto parece indicar que la estreptomicina y peni^ 
cilina en el medio activan la sintesis lipidica, si bien no 
parecen tener influencia en la incorporaciôn a las distintas 
clases de lipidos, como se observa en la figura 33. Ya que 
el numéro de colonias no parece ser excesivo, se ha suprim^ 
do el empleo de antibiôticos, evitandose asi los posibles 
efectos secundarios de estos sobre el funeionamiento normal 
de la prôst a t a .

2 + J n ^ Z u e n c Z a  de  t a  p ^ e 6  e n c Z a  de  Ca en e l  m e d io  de  

I n c u b a c i ô n

Algunos autores anaden CaClg al medio de incubaciôn 
de Hank, (descrito en 2.3.2), con el fin de crear un concen- 
traciôn de iôn calcio, suficiente para el funcionamiento de 
un numéro de enzimas. Dado que algunas de ellas intervienen 
en el metabolismo lipidico, como por ejemplo lipasas y pro­
teasas, parece conveniente estudiar la influencia del iôn 
calcio en este sistema.

Las incubaciones en ausencia y presencia de iôn
2 +Ca (1 mM) se realizan durante una hora con prôstatas 

de ratas adultas (325 + 5 g). La incorporaciôn a lipidos toi 
taies de acetato (1-^^C) fue de 515 + 81 cpm/mg con Ca ^ , 
y de 726 + 87 cpm/mg, s in calcio. Ello parece indicar que, 
efectivamente, el calcio pudiera activar las lipasas o las
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fyCguA.a 3 4 , ~ influencia del ion calcio en la incorporacion de
acetato (1-^^C) a fosfolipidos, triaci1g1icêridos
y acidos grasos libres (% del total de lipidos

2 +marcados). (C) control; (4- Ca ) control + C a C l 2 

(1 m M ) . Condiciones como en fig. 33,

fyLQUKa 35.- Influencia del pH en la incorporacion de acetato 
(1-^^C) a fosfolipidos, triacilglicêr idos y âci^ 
dos grasos libres (% del total de lipidos marca­
dos). (pH = 6 ,6 ) solucion de Hank; (pH = 7,4) sô  
lucion balanceada de Hank. Condiciones como en 
fig. 33.
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proteasas en general, pues se obtiene menos incorporaciôn
con calcio que s in el. S in embargo, la diferencia entre cl^
ses de lipidos no es significative, como se observa en la
fig. 34. Por lo tanto, se va a utilizar en adelante el mê
dio de Hank sin calcio, ya que se obtiene una mayor incorpo^
raciôn a lipidos totales, simplificândose ademas la prepar^
ciôn del medio debido a la baja estabilîdad de las solucio-
nes de Ca Cl2 * Por otro lado se sabe que la enzima 5-a-rje
ductasa nuclear, procédante de prôstatas humanas hiperplasi^

2 +cas es inhibida por el ion Ca a concentraciones 2 mM 
(Hudson , 1981).

J n ^ l u ^ n c X a  pH

El medio de Hank (2.2.3) tiene un pH de 6 *6 , y puede 
ser llevado a pH 7*4 con NaHCO^, obteniendose asi la solu 
ciôn balanceada de Hank. Para observar el efecto de estos 
dos pH en la incorporaciôn de acetato (1-^^C) a lipidos tô  
taies, y los porcentajes de distribuciôn de la radiactividad 
en las distintas clases de lipidos, se llevaron a cabo inctj 
baciones a pH 6*6 y 7*4 con prôstatas de ratas de 270 + 10 g 
de peso, obteniendose 1091 + 101 y 938 + 20 cpm incorpo^ 
radas a lipidos totales por mg de prôstata humeda, respect^ 
v a m e n t e .

Los diagramas de distribuciôn de radiactividad en 
las distintas clases de lipidos se muestran en la figura 35, 
para los dos pH, y son basicamente identicos, aunque con un 
incremento de los triacilglicêridos a pH 6 *6 .

El pH de la prôstata ventral de rata, se ha medido 
en un homogenizado de prôstata de ratas de 250 + 20 g de pê  
so en agua destilada con una relaciôn peso/volumen de 1:3, 
y el pH obtenido ha sido de 6 *8 .
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La preparaciôn de Hank a pH 6*6 es mas sencilla y 
pida, como conviene para impedir el crecimiento bacteriano; 
por este motivo, asi como por el valor del pH en la prosta­
ta ventral de rata, se ha decidido utilizar la soluciôn de 
Hank a pH 6 *6 . En las incubaciones realizadas a este pH se 
ha controlado el pH final de la reacciôn al cabo de una hô  
r a , asi como en incubaciones de mayor duraciôn, comprobandjo 
se que no varia.

J n ^ t u e n c X a  dcZ t i e m p o  de ZncubaC'Cân y de ta. o x t g e n a c t â n  en 

t a  6 t n t e 6 t 6  de t t p t d o 6  en p A . â 6 t a t a  \ j e n t n .a t  de K a t a .

En las incubaciones "in vitro" con tejido troceado es 
habituai que se enriquezca el medio con una mezcla de O 2 al 
95% y C O 2 al 5% para asegurar la respiraciôn celular y la 
superviviencia del tejido. Este factor, junto con el tiempo 
que dura la incubaciôn del tejido, han sido controlados si- 
multanemanete en un experimento realizado con prôstata de 
ratas de 335 + 35 g, en presencia de acetato (1-^^C) y en 
un intervalo de tiempo que va desde 0 hasta 270 minutos. 
ra cada tiempo de experimentaciôn se realizan dos grupos de 
incubaciones, uno con oxigenaciôn, y otro s in ella, en un 
medio de Hank.

Los resultados de la incorporaciôn a lipidos totales 
en funciôn del tiempo pueden verse en la figura 36. Observe^ 
se que, a todos los tiempos estudiados, los medios gaseados 
con oxigeno presentan una mayor incorporaciôn a lipidos to­
tales. En estas curvas con oxigeno y s in el se observa un 
gran aumento de la incorporaciôn radiactiva a medida que 
aumenta el tiempo de incubaciôn, y los perfiles de ambas cu_r 
vas son semejantes, llegandose a maximos de incorporaciôn a 
tiempos similares en ambas curvas.

Esta diferencia cuantitativa no tiene repercusiôn cu^ 
litativa, pues la incorporaciôn de acetato (1-^^C) a las d^
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FZguAa 36.- Influencia del tiempo de incubaciôn en la incojr 
poraciôn de Acetato (1-^^C) a lipidos totales, 
con (f) y s in oxigenacion (0 ) adicional del m e ­
dio. Resultados expresados como cmp/mg de prôs­
tata humeda. Condiciones como en fig. 33.
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+0: +0:
FZguA.a 37.- Influencia del tiempo de incubaciôn en la incor^ 

poraciôn de acetato (1-^^C) a fosfolipidos, tri^ 
cilglicêridos y acidos grasos libres (% del to­
tal de lipidos marcados). (C) control; C+Og) co^ 
trol mas oxigenaciôn adicional del medio, Condi­
ciones como en fig. 33.
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ferentes clases de lipidos (figura 37) son similares, ya sea 
con oxigenacion o sin ella, escogiendose para este estudio, 
de entre todos los tiempos de incubaciôn, dos suficientemen- 
te distintos, como son 60 y 270 min.

Estos resultados indican que, en ambos medios, el tê  
jido es activo, si bien la oxigenaciôn adicional favorece 
la respiraciôn y el metabolismo celular. Dado que, en ambas 
series de incubaciones, hay suficiente oxigeno, ya que se han 
realizado con 40 mg de prôstata en 2 ml de medio, en tubos 
B-29 de 60 ml de capacidad, con agitaciôn continua, y que 
no existen diferencias cualitati v a s , no se va a gasear el 
medio, salvo en los casos en los que se necesite un mayor 
rendimiento, como se especificarân oportunamente.

I  n ^ Z u e n c Z a de t a  c a n t t d a d  de p ^ ô 6 t a t a  t ^ o ù z a d a  en t a  t n c o n . -  

p o ^ a c - t ô n de a c z t a t o  [ 1 - ^ ^ C ]  a t t p t d o 6  t o t a t z & ,

Otro factor a controlar es la cantidad de prôstata 
humeda en el medio de incubaciôn. Para ello se realizaron 
unos experimentos con 2 yCi de acetato (1-^^C) en 2 ml de 
Hank con oxigenaciôn, incubandose durante una hora, y con 
cantidades de prôstata troceada que van desde 0 hasta 120 
mg, procédantes de ratas adultas de 334 + 20 g. La relaciôn 
entre las cpm incorporadas a los lipidos totales y la cant^ 
dad de prôstata humeda se da en la figura 38, observandose 
un tramo lineal, hasta aproximadamente 80 mg de prôstata ven 
tral, en el cual la incorporaciôn es proporcional a la can­
tidad de prôstata humeda. Por encima de este peso de prôst^ 
ta se satura el sistema y apenas se obtienen aumentos sign^ 
ficativos en la incorporaciôn a lipidos totales.

Otra relaciôn que se ha calculado es la que existe 
entre el peso seco y el peso humedo de la prôstata. El peso 
seco se ha determinado por dos metodos, hasta pesada constaii
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-4cpm X 10

22-

18-

14-

10 -

20 40 60 80 100 120 mg prostata

F ^ g u ^ a  3 8 . -  Influencia de la cantidad de prostata humeda 
(mg) en la incorporacion de acetato (1- C) 
a lipidos totales (c.p.m.). Condiciones como 
en la fig. 3 3.
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te a 80°C, y mediante liofilizaciôn de prostatas procédantes 
de ratas de 280 + 10 g. El peso seco es de 18,2 + 0*8% del 
peso humedo, obteniendose resultados analogos por los dos m^ 
todos, y por lo tanto se dan conjuntamente.

Nosotros hemos elegido 40 mg de prôstata en 2 ml, por 
obtenerse con este peso suficiente incorporaciôn de radiact^ 
vidad a lipidos totales , por estar dentro de la zona lineal, 
asi como porque la pesada de 40 mg résulta bastante exacta, 
y porque nos permite realizar un numéro suficientemente alto 
de ensayos por prôstata.

J n c u b a c ^ â n  c o n  p / i â é t a t a  v c n t ^ a t  de ^ a t a  a t m a c c n a d a  a 4°C  

y OL -ZO"C

Se tuvo en cuenta la posibilidad de utilizar prôsta­
tas congeladas para la biosintesis de lipidos "in vitro", 
lo que séria muy cômodo desde el punto de vista experimental.

Las incubaciones realizadas a este fin, tanto en el mê  
dio de Hank como en el tampôn Tris-fosfato con troceado de 
prôstata congelada, a -20®C unas, y otras que han permanec^ 
do 2 4 horas a 4°C, han dado valores de incorporaciôn de ace^ 
tato radiactivo a lipidos totales que no superan las 50 
cpm/mg de prôstata, por tanto, el material a utilizar sera 
siempre el recien extraido del animal, sin haber estado so- 
metido a congelaciôn o almacenamiento a 4 °C.

De todos estos apartados se deduce que las condicio­
nes ôptimas de incubaciôn son: 40 mg de trozos de prôs­
tata en 2 ml de soluciôn de Hank, incubandose durante 1 ho­
ra con 2 yCi de acetato (1- C ) .
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3.6. ACCION DE ANDROGENOS SOBRE LA BIOSINTESIS DE LIPIDOS 
EN ESTUDIOS "IN VITRO"

Una vez optimizado un sistema "in vitro" para la incor^ 
poraciôn de acetato (1-^^C) a lipidos totales en un troceado 
de tejido prostatico, se procédé al estudio de la acciôn de 
los andrôgenos en prôstata empleando este sistema "in vitro". 
Con tal fin se va a adicionar a nuestro medio de incubaciôn 
testosterona o dihidrotestosterona. Dado que estas hormonas 
esteroidicas no son solubles en un medio acuoso, como ya se 
ha discutido en el apartado 3.4 , es necesario probar en 
primer lugar, una serie de agentes que solubilicen o disper 
sen la testosterona. De esta forma s'e permite el equilibro 
entre la testosterona unida a la particula solubilizadora y 
la testosterona libre, que es en definitive la que va a en­
trer en las cêlulas diana del tejido prostatico para alli 
ejercer su acciôn (Farnsworth, 1981). Se han estudiado varias 
formas de solubilizer la testosterona: 1) disolventes organ^
C O S ,  2) detergentes, 3) otros productos, 4) proteinas. Asi 
mismo debe probarse la cantidad ôptima de hormonas.

Los disolventes organicos mas empleados en la biblio^ 
grafia son la acetone y el etanol (Bruchovsky y col., 1981). 
Se ha elegido la acetone, por ser el que admite mayores con- 
centraciones de testosterona antes de llegar a la saturaciôn, 
y permite utilizar un volumen menor de disolvente. Ademas, 
el etanol inhibe la biosintesis de testosterona "in vitro" 
Badr y col. 1979; Murono y col. 1980; Eriksson y col. 1983. 
La adiciôn de 50 yl de acetone a los 2 ml de medio que se iii 
cuban en las condiciones optimizadas en (3.5), que se descr^ 
ben en 2.3.2, se dan en la figura 39.

Entre los detergentes no iônicos, se ha ensayado el 
Tween 20 y el 80. Estudiados por Hata y col. (1982) en la 
sintesis de lipidos en un sistema libre de cêlulas de leva 
dura, y no alteran (Tween 80), o lo hacen muy ligeramente
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40-

30-

20 -

10 -

Ac Al EDTA 1W20 Tw80

f ^ g U ' ï a  5 9 . ~ Efecto de los diferentes medios de dispersion 
de hormonas esteroidicas. En la incorporacion 
de acetato radiactivo a fosfolipidos (barras 
negras), triacilglicêridos (barras rayadas) y 
acidos grasos libres (barras punteadas). Datos 
expresados como porcentajes del total de lipi­
dos marcados. (C) control; (AC) control mas 
300 mM acetona; (Al) control mas 5 mg/ml de 
albumina; (EDTA) control mas 0,05 mM EDTA;
(Tw 20) control mas 5 mg/ml de Tween 20; (TW 80) 
control mas Tween 80 5 mg/ml. Incubaciones de
40 mg de prostata en 2 ml de Hank durante 60 min
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(Tween 20), los porcentajes de acetato radiactivo incorpora 
do a los distintos lipidos cuando se comparan con el control. 
Otros autores han utilizado tambiên Tween 80 (Erickson y Nés,
1982) y Tween 20 (Jamdar y col., 1981). Nuestros resultados, 
al incubar durante una hora estos dos detergentes a las con- 
centraciones indicadas en (2.3.2), se muestran en la figura
39.

En las incubaciones de nucleos con androgenos para mê  
dida de receptores, se ahade testosterona sin ningun agente 
dispersante (Bression y col., 1979). Al comparer estos medios 
de incubaciôn con los utilizados por nosotros se observa que 
la unica diferencia sus tanc ial es la presencia de EDTA (etilen 
diamino tetraacetato) en los primeros. En la figura 39 se 
muestran los efectos del EDTA (0,05 m M ) , en nuestro medio de 
incubaciôn enriquecido con MgSO^ (5 m M ) , en la incorpora­
cion del acetato radiactivo a los distintos lipidos.

Entre las proteinas que participan en el transporte 
de androgenos, y concretamente de la testosterona en suero, 
se encontraria la albumina. Aunque se ha descrito que la 
adiciôn de proteinas plasmaticas a un medio sin suero hace 
decrecer la adsorcion de esteroides en cultivo de tejidos, 
al mismo tiempo que proteje la expresiôn de los efectos mo_r 
folôgicos y bioquimicos de las hormonas , no por ello se 
ha dejado de ensayar la adiciôn al medio de incubaciôn de 
5 mg/ml de albumina. Los resultados obtenidos en la incorpo^ 
raciôn de acetato radiactivo a las distintas clases de lip^ 
dos se muestran igualmente en la figura 39.

Otra posibilidad de solubilizar esteroides consiste 
en aprovechar el exudado de proteinas que se produce al in_ 
cubar durante un tiempo cortes de prôstata.

Entre estas proteinas es probable que juegue un papel 
importante la proteina PBP, que se ha estudiado extensa-
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mente en la introducciôn

Este mêtodo, que ha sido utilizado y puesto a punto 
por Singhal y col. para el estudio de la biosintesis de cô  
lesterol, "in vitro", en prôstata ventral de rata, consiste 
en incubar en medio de Hank, durante treinta minutos la 
prôstata. Despuês de esta incubaciôn se adiciona directame_n 
te al medio testosterona como una dispersiôn en el medio de 
Hank, o bien depositandose en el fondo del tubo de incuba­
ciôn disuelta la acetona, que se hace evaporar a continua- 
ciôn, antes de anadir el preparado enzimatico.

El conjunto tejido-hormona se incuba durante dos ho­
ras para que la hormona realice su acciôn a nivel de la bio^ 
sintesis de proteinas.

Pasado este tiempo se procédé a la decantaciôn del 
medio. El tejido ya esta preparado para estudiar la influe_n 
cia de la hormona sobre la incorporaciôn de acetato (1-^^C) 
a lipidos. Esto se consigne mediante la adiciôn de nuevo mê  
dio con el precursor radiactivo y la correspondiente conceii 
traciôn de hormona.

Los resultados obtenidos por nosotros con este mêto­
do se muestran en la figura 40.

Como vemos, en estas condiciones, la testosterona no 
ejerce ninguna acciôn sobre los triacilglicêridos y fosfol^ 
pidos. Es, sin embargo, un buen mêtodo para estudiar biosin 
tesis de colesterol, pues la incorporaciôn de acetato al 
mismo (fig. 27) aparece muy potenciada por este sistema. Tari 
to se increments la sintesis de colesterol en estos ensayos 
"in vitro" que se obtienen valores muy alejados de los obte^ 
nidos "in vivo" (fig. 40).

Como nuestros trabajcs se centran en otros lipidos
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distintos del colesterol y, ademas, en todo momento tratamos 
de correlacionar y comparar los resultados "in vitro" e "in 
vivo", rechazamos este mêtodo para nuestro propôsito.

Es de destacar en la fig. 39 la inversion de los n^ 
veles de fosfolipidos y triacilglicêridos observada en las 
incubaciones con acetona, probablemente alterando la polari^ 
dad del medio y produciendo un cambio en el entorno de la 
mayoria de los sistemas enzimâticos que nos ocupan.

La albumina, EDTA y Detergentes no modifican de manera 
apreciable los resultados obtenidos con el control y ya que 
los detergentes proporcionan soluciones homogêneas de este­
roides mientras que con otros medio se obtienen dispersiones, 
nos ha hecho decidirnos por los detergentes como agentes sô  
lub ilizantes.

Con el Tween 20 se obtiene una proporciôn de acidos 
grasos libres ligeramente mas elevada que con el resto de 
los disolventes utilizados (fig. 39), incluido el Tween 80, 
todo esto junto con los resultados de Hata y col., (1982) 
nos ha hecho decidirnos por el Tween 80 como agente solub^ 
lizante de la testosterona en las incubaciones in vitro.

Una vez elegido el Tween 80 como agente dispersante, 
se ha ensayado la accion de la testosterona y dihidrotesto^ 
terona sobre la incorporacion del acetato radiactivo a los 
distintos lipidos en tejido troceado y en presencia de medio 
de Hank. Se considéra como suficiente el tiempo de dos ho­
ras para que las hormonas ejerzan su acciôn (ver en 1.5) y 
otras dos horas para la incorporaciôn de acetato, siguien- 
do la metodologia de Singhal y Schaffner (1980).

La figura 41 muestrâ, para experimentos "in vitro", 
como afectan distintas concentraciones de testosterona y d^ 
hidrotestosterona al porcentaje de radiactividad incorpora- 
do en triacilglicêridos y fosfolipidos con respecto al total
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Vyigu.A.a 4 0 . Incubaciones de cuatro horas decantando el 
medio a las 2 horas y ahadiendo nuevo medio 
El acetato radiactivo se adiciona a las 2 
horas. (C) Control; (+T) control mas tes to^ 
terona (175 p M ) . Las barras de izquierda a 
derecha son: fosfolipidos, triacilglicêri­
dos, acidos grasos libres, diacilglicêridos 
y colesterol.
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60-

— -o -o

0,4 0,8 1,2 1,6 mM

f ZgU' ^a  4 1 , ~ Influencia de la testosterona ( — ) y dihidro
testosterona (-----) en la incorporacion de acje
tato (1-^^C) (% del total de lipidos marcados) 
en fosfolipidos (§) y triacilglicêridos (0 ). 
Incubaciones Zn con Tween 80 (5 mg/ml)
para solubilizar las dis tintas concentraciones 
de hormona. Los tubos se incuban con androgenos 
durante dos horas, al finalizar, se decanta el 
medio y se anaden 2 ml de solucion de Hank con 
la misma cantidad de hormona y el acetato r a ­
diactivo incubandose otras dos horas.
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de lipidos marcados. Las concentraciones de andrôgenos han 
sido elegidas de acuerdo con los resultados obtenidos "in 
vitro" por Singhal y Schaffner (1980) y por Farnsworth y Brown 
(1961) en sus trabajos sobre la incorporaciôn de acetato 
radiactivo a lipidos totales.

Nuestros resultados sugieren que concentraciones cre^ 
cientes de testosterona y dihidrotestosterona originan un 
aumento s ignif ica t ivo (p 4. 0*05) en la incorporaciôn de

14acetato (1- C) en fosfolipidos y un descenso en triacilgl^ 
cêridos. Estos efectos son mas acusados para la testostero­
na que para la dihidrotestosterona.

Los resultados "in vitro" coinciden cualitativamente 
con los correspondientes resultados hallados "in vivo'* (ta­
bla IX), si bien cuantitativamente las variaciones son mas 
acusadas para el caso "in vitro".

Comparados pues ambos resultados, "in vivo" e "in v^ 
tro", se puede concluir que la prôstata ventral de rata pue^ 
de utilizar acetato para la sintesis de acidos grasos, que 
son incorporados posteriormente en las diferentes clases de 
lipidos. Esta incorporaciôn depende de la testosterona y de 
su metabolite activo en prôstata, la dihidrotestosterona.
En efecto, ambas hormonas provocan un aumento en la incorpjo 
raciôn de acetato en fosfolipidos y un descenso en la incor^ 
poraciôn a triacilglicêridos. Estas variaciones se han detec_ 
tado en ambos experimentos "in vivo" e "in vitro".

Este control hormonal de la incorporaciôn de acetato 
en clases de lipidos, no puede ser interpretado en funciôn 
de una acciôn de los andrôgenos sobre la acetil CoA-Sintetja 
sa (E.C. 6 .2.1.1.), puesto que la activaciôn del acetato a
acetil CoA ocurre rapidamente en prôstata de rata y no esta 
bajo control hormonal (William-Ashman and Banks, 1954; 
Harkonen y col., 1982).
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Es mas probable que esta influencia hormonal se ejer 
za, de alguna manera, sobre las rutas de sintesis de fosfo­
lipidos provocando un aumento de la sintesis de estos lipi­
dos estructurales. Esto estaria de acuerdo con los datos de 
otros autores que han establecido una relaciôn directa entre 
incremento de andrôgenos en plasma y prôstata, y el creci­
miento prostatico (Gloyna and Wilson, 1969; Moger, 1977; 
Higgins y col., 1981). Tambiên concuerda esta hipôtesis con 
el hecho experimental discutido en la introducciôn, ver 1.6, 
de que en la pubertad coinciden un aumento de andrôgenos ci^ 
culantes y un acusado crecimiento prostatico; recuêrdese tam 
bien que el descenso del peso prostatico ocasionado por la 
castraciôn se invierte al suministrar de manera exôgena ex 
tas hormonas. En este crecimiento prostatico serian siempre 
necesarios los fosfolipidos como componentes fondamentales 
de las membranas de las cêlulas prostâticas.

Toghrol y col., (1980) han sugerido que los acidos gr^ 
S O S  son la mejor fuente de acetil CoA para la sintesis de c^ 
trato que se acumula y sécréta en prôstata ventral de rata.
En este sentido Barrow y Huggins (1946) han sehalado la ausen 
cia de un ciclo de los acidos tricarboxilicos en prôstata ve^ 
tral de rata, siendo la aconitasa (EC 4.2.1.3) la responsable 
ultima de este hecho (Costello y Franklin, 1981). Por otra 
parte, la acumulaciôn de citrato en esta glandula esta bajo 
control androgênico (Harkonen y col., 1982). Se puede, pues, 
considerar, de acuerdo con nuestros resultados, una contrib_u 
ciôn androgenica a la movilizaciôn de los triacilglicêridos, 
para proporcionar los acidos grasos necesarios en la b iosin­
tesis del citrato.

En resumen, podemos concluir que existe una relaciôn 
entre incremento de los niveles de andrôgenos, como los que 
tienen lugar durante la pubertad de ratas macho, y el aumen 
to y descenso de la incorporaciôn de acetato en fosfolipidos
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y triacilglicêridos respectivamente, durante este période 
del desarrollo.



IV: CONCLUSIONES
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1. La curva de ajuste que correlaciona el peso de la prostata
con el peso de la rata es una sîgmoidea de ecuaciôn
y = K/ . Estos pesos estân fuertemente correlaciona

1+ce"^*
dos por ser el coeficiente de correlaciôn muy proximo a 1 .

2. A los 7 dias de realizada la castracion a ratas adultas, 
los pesos de las prostatas descienden hasta valores homoge^ 
neos, perdiendose la correlaciôn entre el peso de la rata
y el peso de la prostata. Existe, s in embargo, una correl^ 
ciôn entre la pêrdida de peso de la prostata en los 7 dîas 
de castracion y el peso de la rata.

3. El âcido undecanoico (11:0) no se encuentra présente entre 
los âcidos grasos que forman parte de los lipidos totales
de la prostata. Dado que, este acido graso aparece bien rê  ■ 
suelto en cromatografla de gases se utiliza como patron in | 
terno en las determinaciones cuantitativas.

A. Los acidos grasos présentes en lipidos totales en propor- 
ciones superiores al 10% son 16:0; 18:1 y 18:2. Entre el 
3 y el 10% estan: 18:0, 16:1 y 20:4. El resto de los acidos 
grasos se encuentran en proporciones inferiores al 3%.

5. El estudio comparado de la distribuciôn de los acidos gr^
SOS en triacilglicêridos y fosfolipidos no muestra varia- 
ciones apreciables, salvo para el 20:4 que se encuentra en 
su mayor parte en fosfolipidos.

6 . Los acidos grasos saturados se encuentran en menor prop or­
tion que los insaturados tanto en los lipidos totales, co­
mo en los triacilglicêridos y fosfolipidos. En los acidos 
grasos libres ocurre lo contrario. Esto sugiere una mod i ­
fication en el grado de insaturaciôn de los acidos grasos 
incorporados a clases de lipidos.
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7. Las conclusiones 4, 5 y 6 son validas tanto para prostatas 
de rata inmadura como para adultas, pues no se ban observe 
do cambios apreciables durante la evolution de la glandula.

8 . Se ha realizado un analisis cuantitativo de lipidos tota­
les, triacilglicêridos, fosfolipidos y acidos grasos li­
bres présentes en prostata ventral de rata. Las cantidades 
de triacilglicêridos y los fosfolipidos no son constantes 
ton la évolution de la glandulaf los primeros presentan v^ 
lores ma s altos en ratas inmaduras ton respecte a las ra­
tas adultas^ a los fosfolipidos les sucede lo contrario, 
aumenta su contenido ton la edad.

9. La prostata de rata incorpora acetato (1-^^C) a lipidos en 
experimentos Zn  V^VO mediante inyeccion directa del ac eta­
to en la glandula. La incorporation es maxima en la puber- 
tad, para estabilizarse^ en el periodo adulto.

10. La distribution del acetato radiactivo, en experimentos Zn  

v Z v o en las distintas clases de lipidos varia ton el de sa­
rrollo de la glandula. En prostata ventral de rata inmadu­
ra la incorporation se realiza preferentemente a triacilgl^ 
cêridos, mientras que, en ratas adultas, prédomina la inco_r 
poracion a fosfolipidos. Hay que resaltar la existencia de 
una zona de cruce en las curvas de incorporation de aceta­
to a triacilglicêridos y fosfolipidos. Este cruce ocurre
ton la pubertad -e«— lra-s"%rondici6nes dTë cïTiï de mrws^l^ra^s r-a—-
ta s  .

11. La inyeccion subcutanea^durante 4 dias.de testosterone o
de dihidrotestosterona a ratas castradas 7 dias antes, pr£ 
vota un aumento de la incorporation del acetato (1- C) en 
fosfolipidos y un descenso en la incorporation a triacil- 
glicêridos, ton respecto a los contrôles a los que se in-
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yecta solo aceite de sesamo.

12. En experimentos Zn  \}X,th.o con sistemas libres de cêlulas no 
se obtiene incorporation apreciable de acetato radiactivo 
a lipidos, independientemente del medio de reaction y de 
los inhibidores de proteasas empleados.

13. En experimentos con tejido troceado en medio tris- 
fosfato o solution de Hank, se obtiene una incorporation 
apreciable de acetato radiactivo a lipidos. Esta incorpora 
cion es maxima para ambos medios con prostatas troceadas 
procédantes de ratas inmaduras, lo que coincide con los rê  
sultados obtenidos "X,n v ^Cv o " ,

14. Se ha elegido la solution de Hank como medio mas apropiado 
para las incubaciones X,n v ^ t ^ o , en lugar del medio tris- 
fosfato, por coincidir mas exactamente la distribution de 
la radiactividad en clases de lipidos con la encontrada in 
vivo .

15. La optimation del medio de incubation, para el estudio de 
la influencia de androgenos >cn es:

- solution de Hank sin calcio ni antibiôticœ pH 6,6

- Se gasea (95% 0  ̂ y 5% COg) o no el medio segun convenga,

- Se utilizan 40 mg de prostata en 2 ml de medio.

- Se elige Tween 80 como agente solubilizante de la tes-
tosterona y de la dihidrotestosterona.

- Tiempo total de incubation 4 horas.

- Temperatura de incubation 37®C.
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16. La adiciôn de testosterone 6 dihidrotestosterona, en exper^ 
mentos Â,n  ̂ estimula la incorporation de acetato a fo^
folipidos, y disminuye la correspondiente a triacilglicêri- 
dos. Estos resultados son analogos y de mayor proportion a 
los obtenidos Â,Yl \jX.\JO ,
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