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1.1, BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS

Los lipidos presentes en la préstata tienmen distinto
origen. Pueden tomarse de entre los lipidos transportados
por la sangre, procedentes de la dieta o de transformaciones
y biosintesis realizadas en otros tejidos del animal. Estos
lipidos asi adquiridos pueden o no sufrir transformaciones
en la propia prdstata. También puede ocurrir en prdstata una
biosintesis de novo "a partir del acetil-CoA que a su vez
procede de sustratos generalmente no lipidicos como los gli

cidos.

Los aspectos fundamentales de la lipogénesis '"de no-

vo" incluyen:

a) Sintesis de acidos grasos saturados de cadena lar
ga, a partir de precursores de dos dtomos de car-

bono.

b) Desaturacidn, elongacidn, y retroconversidn de es

tos acidos.

c) Incorporacidn posterior a lipidos, tales como tria

cilglicé&ridos y fosfolipidos.

1.1.1. Biosintesis "de novo" de dcidos grasos

La enzimologia y regulacidn de la biosintesis de
dcidos grasos saturados, en la fraccidn soluble del citoplas
ma, ha sido ampliamente estudiada en vertebrados y microorga
nismos, disponiéndose en la actualidad de una completa infor
macién al respecto (ver revisiones de Vagelos, 1964; Bloch y
Vance, 1977; Wakil y Col., 1983). Tres etapas son fundamenta
les en la biosintesis '"de novo", a saber: activacién del &dci
do acético, formacién del malonil-CoA, y reactivacidn del

acetil-CoA y malonil-CoA que, junto con las fases de conden-



. - - - - o o
sacidn, reduccidn y terminacidn, son reguladas por el comple

jo enzimdtico Acido graso sintetasa.

La primera etapa conduce a la formacidén de acetil-CoA

a partir de dcido acético, segiin la siguiente reaccidn
(1) CH3—COOH + ATP + CoA —> Acetil-CoA + ADP + Pi

y estd catalizada por la enzima acetil-CoA-sintetasa (Ec.
6.2.1.1).

Posteriormente, dos complejos multienzimidticos, Ace-
til-CoA-carboxilasa y dcido graso sintetasa, catalizan de

manera secuencial la formacidén de Acidos grasos saturados.

La acetil-CoA-carboxilasa cataliza la primera etapa
de sintesis de acidos grasos a partir de acetil-CoA; es una
reaccidn de carboxilacidén dependiente de biotina, en la que
se forma como producto malonil-CoA. La reaccifn transcurre
en dos etapas, (2) y (3) (véase Vagelos (1964), y Wakil y
col., 1983)

2+
(2) ATP + Biotin-enzima + -HCO3 ——HE————+ COZ-Biotin—
-enzima + ADP + Pi
(3) COZ-Biotin-enzima + CH3-C0-C0A —_— biotin-enzima +
+ HOOC-CHZ-CO-SCOA

La acetil-CoA carboxilasa ha sido aislada y purificada en
gran variedad de tejidos animales, plantas, levaduras y mi-
croorganismos. También ha sido parcialmente purificada en

préstata ventral de rata (Hollander, 1963).

En las células animales la acetil-CoA carboxilasa se
localizan en el citoplasma celular encontrandose como un pro

tomero de PM 230.000-260.000 con dominios cataliticos para



biotin carboxilasa, transcarboxilasa, proteina transportado
ra del carboxil-biotina y un sitio de regulacidén alostérica
(Hardie y Guy, 1980; Song y Kim, 1981; Wakil y col., 1983).
Este protomero es inactivo y se encuentra en equilibrio con
el polimero activo. La biotina como grupo prostético es nece
saria para que tenga lugar la polimerizacidn (Tanabe y col.,
1975), que también se ve favorecida por el citrato por aci

s

dos y acil-CoA.

En prdstata ventral, y concretamente en homogenizados,
se ha encontrado que la actividad de esta enzima se estimula
en presencia de citrato, o de otros intermediarios del ciclo
del acido citrico. La estimulacién se realiza a concentracio
nes de 10'—4 M de citrato (Hollander, 1963).

La secuencia de reacciones (figura 1) que conduce a
la sintesis de adcidos grasos a partir de malonil-CoA, estd
catalizada por el complejo multienzimitico &dcido grado sin
tetasa (FAS), descubierto inicialmente en levadura por
Lynen (1961), y que mds tarde ha sido aislado y purificado
en diversos tejidos animales y microorganismos; en todos los
casos se localiza en la fraccidn soluble, catalizando reaccio
nes de la misma naturaleza, aunque existen diferencias en

cuanto a organizacidn estructural y propiedades moleculares.

El modelo de dcido graso-sintetasa de levadura, des-
crito por Lynen como un agregado de siete distintos componen
tes con una inica funcidén, ha sido puesto en duda ante la di
ficultad de disociar los distintos componentes monofunciona-
les como ocurre en otros complejos multienzimdticos. Un nue-
vo modelo de acido grado sintetasa de levadura, y posiblemen
te de todos los adcidos grasos sintetasas, ha sido postulado

por Schweizer y col., (1973), Knobling y col., (1975).

El complejo &cido graso sintetasa constaria de dos co

pias de una @inica proteina. Cada subunidad del dimero contie
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Figura 1.
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H
HS\ COOH 2 ggzcos\\
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NEDPH Nappt 3
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5
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(acil en21na)

reacciona con malonil-CoA
camo en la reacci6n (2)
etc.

ACIDO GRASO DE CADENA LARGA

Esquema para la sintesis de novo de dcidos grasos.
Reacciones catalizadas por el sistema dcido graso
sintetasa. (1) Acetil transacilasa; (2) Malonil
transacilasa; (3) Cetoacil-ACP sintetasa (enzima
condensante); (4) B-cetoacil-ACP reductasa; (5)
B-hidroxiacil-ACP deshydratasa; (6) Enoil-ACP re

ductasa; (7) Tioesterasa.



ne dominios de unidén para la proteina transportadora del
dcido, con su grupo 4-fosfopantoteina y siete actividades

. - - -
enzimaticas mas.

Ambas enzimas, acido grado sintetasa y acetil-CoA car
boxilasa constan funcionalmente de una sola cadena polipepti
dica, que contiene miltiples actividades cataliticas. Esto
implica que los centros activos de la proteina estdn genera
dos por plegamientos contiguos de la cadena polipeptidica
para dar estructuras o dominios globulares autdnomos, que
tienen cada uno de ellos una actividad catalitica especifi-
ca y diferente. Este tipo de enzimas se da en sistemas que
catalizan reacciones secuenciales como lo es la sintesis del

palmitico (revisidén de Wakil y col., 1983).

La estequiometria total de la sintesis de dcidos pal
mitico, principal &cido graso producido por la mayor parte
de los sistemas biosinté&ticos, a partir de acetil-CoA, se

puede expresar mediante la siguiente reaccidén:

7HO00C-CH,-CO0S-CoA + CH,~-CO-S-CoA + 7ATP + 14 NADPH +

2 3

+ 14 BV — CH,(CH,) ,COOH + BCoA-SH + TADP + 7Pi

+ 14 NADPT + 6H,0 + 7CO,

Aunque clisicamente la sintesis "de novo" de dcidos grasos
ha sido localizada en el citoplasma celular, se ha identi-
ficado en microsomas de cerebro de ratdén un sistema de novo
en condiciones que difieren de las de los sistemas de elon-
gacién (Bourre y col., 1973). Ambos sistemas "de novo" sin-
tetizan idéntico producto (palmitico), y utilizan los mismos
cofactores y sustratos, pero presentan diferentes propieda-

des.

También en mitocondrias del mismo Grgano se ha descri

to (Paterneau-Jouas y col., 1976a) 1la existencia de un sig



tema "de novo" 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 contaminacidn citopldsmica o

microsomal.

1.1.2. Elongacién de deidos grasos

Los sistemas enzimidticos implicados en la elonga
cidn de acil-CoA se encuentran asociados, en mamiferos, tan

to a mitocondrias como a reticulo endoplasmidtico.

En mitocondrias los sistemas enzimiticos presentes,
elongan d8cidos grasos a partir de acetil-CoA. Utilizan
NADH y NADPH como donadores de hidrdgeno (Wit-Peeters, 1969;
Boone y Wakil 1970) y ATP para la activacidén de los &dcidos
grasos enddgenos. La sintesis tiene lugar concretamente en
la matriz mitocondrial y transcurre por inversidn de tres
actividades de la B-oxidacidn: tiolasa, (Ec 2.3.1.9),
B-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (Ec. 1.1.1.35) y enoil-CoA
hidratasa (Ec 4.2.1.17) (fig. 12). La cuarta encima de 1la
oxidacidn (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 delFADH2

estas dos actividades enzimdticas las que desplazan al resto

3 . .
necesario para la oxidacidn. Son

de las reacciones en el sentido de la elongacidén o de 1la

B-oxidacidn (fig. 2).

En un principio se pensd (Wakil, 1962) que este sis-
tema mitocondrial catalizaba la elongacidn de dcidos grasos
de cadena 1larga y poliinsaturados. Sin embargo, cuando se

. - - - . -
purificaron estos enzimas mitocondriales, se encontrd una ac
tividad de elongacidn minima para &cidos grados de cadena

larga mientras que cuando se utilizaban como sustratos aci-



NADP v R—-CH -CH —CO SCOA\/

enoil-CoA reductasa Acil-CoA deshidrogenasa

NADPH /\R—CH—CH-CO-SCOA‘/\A

Hzo enoil-CoA hidratasa

R—CHOH—CHZ-CO—SCOA

napt

3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa

NADH

R—co;cﬁz-co—SCoA

Co acetil-CoA acil-transferasa (tiolasa)

R—CO-SC0A+CH3—CO—SC0A

Figura 2. Esquema de elongacidn de dcidos grasos en mitocondria

de higado (Hinsch y Sewbert, 1975).



dos grasos de cadena corta la elongacidén era muy superior
(Hinsch y col., 1975, 1976). Si a estole unimos el que 1la enoil-
CoA reductasa es especifica para dcidos grados de cadena
corta con un doble.enlace en posicién 2-3, se puede
concluir que el sistema mitocondrial elonga dcidos grasos
de cadena corta. Los trabajos de Paterneau-Jouas y col.,
(1976b) con mitocondrias de cerebro de ratdn permiten con-
cluir que el sistema enzimitico es {inico para cualquier &ci

do graso de cadena corta utilizado como sustrato.

Pocos han sido los trabajos en prdstata que traten
este aspecto. Doeg en 1968 aisld mitocondrias prostaticas
de ratas a las que previamente habia inyectado acetado ra-
diactivo. Los lipidos radiactivos se obtuvieron unidos a mem
brana y su biosintesis se estimuld en ratas castradas median

te la utilizacidén de testosterona.

El otro sistema de elongacidén de dcidos grasos esta
asociado a las membranas microsomales de las cé&lulas eucarid
ticas, la funcidn principal de este sistema parece ser la
elongacidn de &cidos grasos saturados y de cadena larga, pro
ducidos por la dcido graso sintetasa del citosol y de los
dcidos grasos insaturados esenciales que provienen de la die
ta (Nugteren, 1965; Seubert y Podak, 1973). En mamiferos,
la elongacidn microsomal de adcidos grados tiene lugar en pre
sencia de NADPH y malonil-CoA (Guchhait y col., 1966; Cook y
Spence 1974; Bernert y Sprecher 1975). E1 NADH tambié&n puede
servir como donador de electrones, aunque es un sustrato mu-
cho menos efectivo que el anterior (Podack y col., 1972,
1974). E1 acetil-CoA es inactivo como donador de fragmentos
de dos carbonos y, de igual modo que en la elongacidn mito-
condrial, se requiere ATP para mantener los niveles de Acil-

CoA (Landriscina y col., 1970).

La elongacidn microsomal difiere de la sintesis citpo

plasmatica en:



a) E1 enoil-CoA producido por deshidratacidn del
B-hidroxiacil-CoA es un compuesto trans en la
sintesis microsomal, mientras que en la citoplas

-~ matica es un compuesto cis.

b) Los compuestos intermedios en el mecanismo de sin
tesis citoplasmdtica permanecen ligados a protei-
nas y no son derivados de CoA, mientras que en 1la

sintesis microsomal los compuestos intermedios
son derivados de CoA.

¢) La eficacia de la elongacidén microsomal crece al
aumentar el niimero de dobles enlaces del sustra-
to, lo que sugiere que la elongacidn se halla im
plicada en la biosintesis de acidos grasos poli-

insaturados de cadena larga.

El estudio, en microsomas de cerebro de ratén, de la
biosintesis de Acidos de cadena larga ha permitido deducir
la existencia de tres sistemas de elongacidn distintos. Estos
sistemas difieren en cuanto a pH &6ptimo, temperatura y veloci
dad de utilizacidén de sustratos. El primero de ellos cataliza
la sintesis de dcido estedrico (octadecanoico) a partir del
palmitoil-CoA (C16-CoA). El segundo, cataliza la elongacién
posterior del C18-CoA, produciendo acidos grasos de una lon
gitud de cadena superior, especialmente de 20 dtomos de car
bono (Bourre y col., 1973). Un tercer sistema adicional elon
ga especificamente dcidos C
024 (Golberg y col., 1973).

-CoA para dar &dcidos C

20 22 7

Sistemas de elongacidn diferentes se encuentran tam
bién en microsomas de higado de rata, especificos para los
dcidos grasos saturados e insaturados. El conjunto de reac-

ciones que constituyen el sistema podria ser el siguiente:



Enzimas condensantes

RCOSCoA + HOOC-CH,-COSCoA —» RCO-CH,-SCoA+
+ CoASH + CO,
RCO—CHZ—COSCOA + NADPH + H+ Hidroxjacil CoA deshidrogenasa ->
RCHOH-CH,~COSCoA + NADP
RCHOB-CH,~COSCoA Enoil hidratasa ,, RCH=CHCOSCOA + H,0
RCH-CHCOSCoA + NADPH + H' Dehidroacil CoA reductasa o pey _coscoa +

2
+ NADP+

Es probable que todas las enzimas del reticulo endopldsmico
que requieren NADPH o palmitoil-CoA estén localizadas en 1la
cara citoplasmatica, ya que ninguno de estos sustratos pene
tra en el lumen de las vesiculas microsomales (Bell y col.,
1981).

1.1.3. Sintesis de dcidos grasos insaturados

En la naturaleza existen una gran variedad de &dcidos
insaturados, que difieren en la posicidn, tipo, y niimero de do
bles enlaces, asi como en la longitud de la cadena carbonada.
A pesar de ello, s8lo se describen dos mecanismos distintos pa
ra la introduccidn de dobles enlaces cis en las moléculas de

- -
acidos grasos.

En muchas bacterias, la enzima especifica B-hidroxiacil-
tioéster dehidrasa introduce un doble enlace cis en posicién
3-4 de un dcido graso cuya longitud de cadena es de tamafio me
dio, generalmente de 10 dtomos de carbono, mediante la deshi-
dratacidn de un intermediario de la biosintesis de &dcidos gra
sos, el B-hidroxiaciltioéster derivado de ACP (Kass y col.,
1967; Rando y Bloch, 1968; Endo y col., 1970). La elongacidn

sucesiva del producto formado proporciona dcidos grasos insa



- 11 -

turados de cadena larga. Esta ruta anaerobia es idéntica a 1la
que conduce a la sintesis de dcidos grasos en el citoplasma

celular, excepto por la formacidn del doble enlace en 3-4.

Un segundo mecanismo tiene lugar en organismos superio
res y consiste en la insaturacidn de dcidos grasos de cadena
larga mediante el oxigeno molecular, utilizando nucledtidos
reducidos de pirimidina como sustratos. Existen cuatro mono-
oxigenasas NADPH dependientes que catalizan estas reacciones,
y que se distinguen entre siI segln la posicidn en que introdu
cen el doble enlace (A-9, A-6, A-5 y A-4) de manera especi

fica y exclusiva.

Los estudios acerca de la especificidad de 1la Ag-acil—
CoA monooxigenasa en mamiferos, han permitido deducir que el
doble enlace se introduce siempre entre los dtomos de carbono
9 y 10 respecto del grupo carboxilo. La enzima es capaz de in
saturar dcidos grasos con una longitud de cadena de 10-19 &ato
mos de carbono. En higado de rata, la enzima exhibe un miximo
de actividad con el adcido estedrico (Jeffcoat y col., 1977), mientras
que, en higado de gallina, la actividad m3xima se obtiene con

dcidos grasos de 14-18 carbonos (Gurr y col., 1972).

La elevada estereoespecificidad de la deshidrogenacidn
apoya la hipdtesis de un acoplamiento rigido entre la cadena
de a@cido graso y el centro activo de la enzima, que debe es-
tar localizado en una posicidn fija respecto al grupo carbo-
xilo. Estos datos, junto con estudios cinéticos. indican que
los dtomos de hidrégeno se eliminan en una reaccidén concerta
da, y parecen excluir la posibilidad, al menos en los siste-
mas estudiados, de que las monooxigenasas actiilen a través de

hidroxidcidos como intermediarios.

En la A9 monooxigenacidn dependiente de O2 y NADPH,

estd implicado un sistema de transporte de electrones cuyos

componentes son: a) citocromo b, reductasa (flavoproteina)

5



b) citocromo bs; c) oxidasa terminal, que es una hemoprotel
na sensible a cianuro (FSC). Estas tres proteinas han sido
aisladas y purificadas a partir de microsomas de higado de

rata (Spatz Strittmtter 1973)

La reductasa y el citocromo b5 son proteinas anfipdti
cas, con un segmento hidrofilico que contiene el centro acti
vo, y una porcidn hidrofébica 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 estd constituida por una sola cade
na polipeptidica, que contiene un &tomo de hierro por molé&cu
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 &tomos de hierro, que son
capaces de enlazar al oxigeno molecular previamente activado,
llevandose a cabo la insaturacidén del sustrato unido a la en

zima como se muestra en el siguiente esquema

Acil (graso Acil (gra
saturado) so insatu
CoA do) CoA

NADPH — & (Citocromo b5 —» citocromo —»
b
reductasa 5

2H,0

Aparentemente, la capacidad de insaturacidén de este
sistema enzimidtico depende de la cantidad de proteina, y su
control medido por degradacidn y sintesis de dicha monooxi-

genasa, mi3s que por una variacidén de la actividad de la enzi



ma existente (Oshino y Sato, 1972; Mercuri y col., 1974).

En mamiferos se admite actualmente que todos los aci-
dos polienoicos de origen endégeno 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
elongacidn microsomales dependientes de malonil-CoA (Sprecher
1974a).

Como los sistemas microsomales de elongacidén solo ac-
tlan sobre dcidos de cadena larga, al no existir otro tipo
de desaturasas en mamiferos, md3s que los anteriormente sefia-
lados, no se pueden introducir dobles enlaces m3s alla de
C-9. Por tanto, los mamiferos no pueden sintetizar linolea-
to (cis, cis 9, 12 ~octadecadienoico) y linolenato (9, 12,
l15-octodecatrienoico) y deben ser suministrados de fuentes ve
getales. Son pues, dcidos grasos esenciales. Todos los &acidos
polienoicos presentes en mamiferos se forman por reacciones
de elongacidén y/o desaturacidn a partir de cuatro precurso
res: palmitoleico, oleico, linoleico y linolénico. Ahora
bien, estos dos ltimos, como ya hemos mencionado, son &cidos

grasos esenciales.

1.2. BIOSINTESIS DE LIPIDOS COMPLEJOS

Los 1ipidos complejos desempefian diversos cometidos
bioldgicos en la estructura y funcidn celulares. Asi, los gli
cerofosfolipidos son el componente mayoritario de las membra-
nas celulares, los triacilglic@ridos constituyen la reserva
energética mis importante en mamiferos, y los eteres alquilicos

de acilglicéridos son componentes principales de las célu
las de cerebro y otros tejidos (Wykle y Snyder, 1976). Los es
fingolipidos, aunque menos abundantes que los glicerolipidos,

son parte integrante de los glicolipidos de las membranas ce-



lulares. E1 colesterol, tanto libre como esterificado, lleva
a cabo un complejo metabolismo en las cé&lulas, sin olvidar
que es un precursor de hormonas esteroidicas y dcidos bilia-

res.

Las propiedades fisicas de los lipidos complejos, fun
damentalmente su insolubilidad en medios acuosos, hacen nece
sarias rutas metabdlicas especificas de sintesis y transpor-
te, ya que pocos lipidos complejos estdn presentes en forma
libre en plasma, o en el citosol celular. La mayor parte de
los 1ipidos estdn asociados con las proteinas formando estruc

turas complejas, principalmente membranas y lipoproteinas.

1.2.1. Bilosintesis de trhiacilglicénidos

Se han descrito tres rutas que conducen a la biosin

tesis de triacilglicéridos (figura 3).

La primera de ellas es la ruta del glicerol fosfato
(Kornberg y Pricer,1953; Kennedy, 1957), en la cual el acido
sn-glicerol-3-fosfato es doblemente acilado para formar aci-
do fosfatidico. E1 grupo fosfato se hidroliza por la accidn
de la dcido fosfatidico fosfatasa (Ec 3.1.3.4.) .rindiendo el
l1,2-diacil-sn-glicerol, que es nuevamente acilado por la en-
zima diacilglicerol aciltransferasa (EC 2.3.1.20), localiza
da en la fraccidn microsomal (Van Golde y col., 1971; Wilgram
y Kennedy{ 1963, Johnston y col., 1978), que es responsable
de la sintesis de triacilglicérido a partir de diacilglicéri
do y acil-CoA. La dificultad de presentar estos sustratos,
convenientemente solubilizados, a la enzima, hace dificil su
estudio, si bien se ha demostrado que la enzima acepta acil-
CoA de dcidos grasos saturados e insaturados de cadena cor-
ta (C4 - C6) (Marshall y Knudsen, 1977). E1 control de esta
ruta se lleva a cabo de forma distinta en hepatocitos, cé&lu-
las intestinales, o en células que utilizan triacilglicé&ridos

almacenados para producir fosfolipidos.



Una segunda ruta alternativa a la sintesis de triacil
glicéridos, via glicerpol fosfato, es la acilacidén en posicidn
sn-1 de la dihidroxiacetona-fosfato, por accidn 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 dcido lisofosfatidico l-acil-sn-glicerol-3-fosfato (Labelle
y Hajra, 1974), por la accidn de la acil-(alquil)-dihidroxia
cetona-fosfato oxidoreductasa (EC 1.1.1.10). Por una nueva
acilacién, en la posicidn sn-2, se obtiene el dcido fosfati-
dico, que continfla la sintesis de triacilglicéridos como en

el caso anterior.

En las c&lulas de mamiferos existen dos actividades de
dihidroxiacetona-fosfato aciltransferasa, una localizada en
la fraccidn microsomal (Schloossman y Bell, 1976, 1977), y
otra en la membrana externa mitocondrial (Jones y Hajra,
1976), aunque, segiin Hajra y sus colaboradores, esta activi
dad podria residir en los peroxisomas (Jones y Hajra, 1977;
Hajra y col., 1978). La existencia, también 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 funcidn éter ocurre en peroxisomas.

El estudio del control de estas rutas es incompleto,
si bien se ha demostrado que la actividad de la enzima dihi
droxiacetona-fosfato-aciltransferasa es inhibida competiti-
vamente por el sn-glicerol-fosfato, mientras que la activi-
dad del glicerol-fosfato aciltransferasa es inhibida, también
competitivamente, por dihidroxiacetona-fosfato (Schlossman y

Bell, 1976).

Una tercera ruta alternativa para la biosintesis de
triacilglicéridos es la del 2-monoglicérido (Schultz y
Johnston, 1971), en la que se acila un 2-monoacil-sn-glicerol
para dar, primero, l,2-diacil-sn-glicerol y finalmente, tria

cilglicédrido.



Las dos primeras rutas serian mecanismos de biosinte
sis "de novo", mientras que la {iltima esti encaminada a 1la
reconstruccidn de triacilglicéridos, previa y parcialmente
hidrolizados, y se realiza sobre todo en la células epite-

liales del intestino delgado.

1.2.2. Biosintesis de fosfolipidos

Parte de la biosintesis "de novo" de glicerofosfo
lipidos es comin con la ya descrita para triacilglicéridos
(figura 3), que tiene como intermediario central el acido
fosfatidico (Kennedy, 1961), que es punto de partida para
las distintas rutas que conducen a los diversos fosfolipidos.
La fosfatidilcolina (l1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina) vy
la fosfatidilserina (3-sn-fosfatidilserina) son los fosfoll
pidos mads importantes de las membranas celulares, y para su
biosintesis se necesita, ademds de 1,2-diacil-sn-glicerol,
la colina y etanolamina activas en forma de CDP-colina

y CDP-etanolamina.

Las enzimas que llevan a cabo este proceso son la dia
cilglicerol colina-etanolamina fosfotransferasa (EC. 2.7.8.1)
vy se encuentran localizadas en la fraccidén microsomal (Van
Golde y col., 1971, 1974; Jelesma y Morré, 1978), cada una
responde de distinta forma al tratamiento con proteasas, al-
bimina del suero, palmitoil-CoA, magnesio, y fosfolipidos
(Kanoh y Ohno, 1975; Coleman y Bell, 1977; Marimoto y Kanoh,
1978).

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

En mamiferos se han descrito otras tres posibles rutas
que contribuyen a la sintesis de fosfolipidos, que describi-

mos a continuacidn.
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Enzimas correspondientes a la biosintesis de glicerolipidos,
segln la numeracitn de la figura 3.

1. Acido graso CaA ligasa (AMP) (EC 6.2.1.3).
2. sn—glicerol=-3-P aciltransferasa (BEC 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 lisofosfatidico aciltransferasa (EC 2.3.1.-).
6. Acido fosfatidico fosfatasa (EC 3.1.3.4).
7. Diacilglicerol quinasa.
8. Diacilglicerol aciltransferasa (EC 2;3.1.20).
9. Colina quinasa (EC 2.7.1.32).
10. Colina~P citidiltransferasa (EC 2.7.7.15).
11. Diacilglicerol colinafosfotransferasa (EC 2.7.8.2).
12. Etanolamina quinasa (EC 2.7.l.cc).
13. Etanolamina-P citidiltransferasa (EC 2.7.7.14).
14. Diacilglicerol etanolaminafosfotransferasa (EC 2.7.8.1)
15. Fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (EC 2.1l.1.17).
16. Fosfatidiletanolamina serinatransferasa.
17. Fosfatidilserina decarboxilasa.
18. Acido fosfatidico citidiltransferasa (EC 2.7.7.41)
(CDP-diacilglicerol sintetasa).
19. Fosfatidilinositol sintetasa.
20. bis-monoacilglicerol-P sintetasa.
21. Glicerol-P fosfatidiltransferasa (EC 2.7.8.5).
22. Fosfatidilglicerol-P fosfatasa (EC 3.1.3.27).
23. Cardiolipina sintetasa.
24. CDP-monoacilglicerol araquidonil-CoA aciltransferasa.



1.2.2.1. Reacciones de desacilacibn-reacilacibn

Estas reacciones presuponen la intervencidn de
dos enzimas, la fosfolipasa A2 y una aciltransferasa, 1la
dcido fosfatidico aciltransferasa (EC. 2.3.1.) que se en-
cuentran localizadas en la fraccidn microsomal (Miki y col.,
1977; Yamada y Okuyama, 1978). El1 "remodelado" se efectiia
en los fosfoglicéridoﬁ, reemplazando el dcido graso que se
encuentra en la posicidn sn-2, e introduciendo en esta po-
sicidén, generalmente, acidos grasos insaturados (Harmon y
Neiderhiser, 1978; Holub y col., 1979). Asi, la lisofosfa-
tidilcolina aciltransferasa muestra preferencia por el ara
quidonil-CoA (Yamashita y col., 1973). Posiblemente, ésta
sea la causa de la distribucidn asimétrica de adcidos grasos

en posicién 1 y 2,

1.2.2.2. Mecanismo de metilaciébn

De esta manera se puede obtener 3-sn-fosfatidil
colina por N metilacidn de 3-sn-fosfatidiletanolamina
(1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina). E1 donador de
los grupos metilo va a ser la S-adenosil-L-metionina, produ
ciéndose la transferencia de tres metilos por la accidn de
las metiltransferasas, y produciéndose monometil, dimetil
etanolamina y, finalmente, 3-sn-fosfatidilcolina. Estas en
zimas estdn presentes en la fraccidn microsomal de higado
de rata (Van Golde y col., 1974; Bremer y Greenberg, 1961),
produciéndose en este drgano hasta un 20% de la biosintesis

total de 3-sn-fosfatidilcolina (Sundler y Akesson, 1975).

Parece comprobado que la etapa limitante de la velo-
cidad es la metilacidn inicial. Salerno y Beeler (1973), al
estudiar la biosintesis "in vivo" de fosfolipidos y sus pre
cursores en higado de rata, encontraron que no solo la 3-sn-

fosfatidiletanolamina, sino también la etanolamina, fosforil-



etanolamina, y CDP-etanolamina, son sustratos vdlidos para

la reaccidn de metilacidn.

1.2.2.3. Mecanismo de Antencambio de bases

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 glicerofosfolipi
dos, para producir fosfatidilserina, fosfatidilcolina, y

fosfatidiletanolamina, respectivamente.

Las enzimas que catalizan estas reacciones se encuen
tran localizadas en la fraccidn microsomal (Van Golde y
col., 1974; Jelesma y Morré, 1978) y, en este proceso enzi

matico, no se requiere energia.

La importancia fisioldgica de este proceso varia se
gin los autores, si bien se cree que la principal ruta de
biosintesis de fosfatidilserina tieme lugar por este meca-
nismo (Van Golde y col., 1974; Yavin y Zeigler, 1977 y re-
visidén de Bell y col., 1981).

Las enzimas que sintetizan los lipidos complejos tie
nen sus sitios activos localizados en la superficie citoplas
matica del reticulo endoplasmdtico, pero cabe la posibilidad
de que una, o m3s, 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 endoplasmdtico y de las principales vias de sin

tesis de glicerolipidos.

Los dcidos grasos se sintetizan "de novo"en el cito-
sol y, junto con los que provienen de la dieta, son activados
en la superficie citoplasmidtica del reticulo endoplasmitico.

Los acil-CoA tioésteres son elongados y desaturados en el



CITOSOL

Figuna 4.

LUMEN d

T0pogénesis de 1ipidos. (1) Los acidos grasos se
insertan en la cara citoplasmatica del reticulo en
doplasmico (2) y se activan para formar Acil-CoA
(3) las cadenas de Acil-CoA pueden ser elongadas
y/o insaturadas. (4) la esterificacidén entre los
acil-CoA y el glicerol-fosfato da el acido fosfati
dico. (5) La accidén de la dcido fosfatidico fosfa-
tasa, da diacilglicerol que se convierte en (6)
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina por adqui
sicidn de fosfocolina y fosfoetanolamina como gru-
pos polares de cabeza (7) la sintesis de fosfatidil
serina tiene lugar por intercambio de bases. (8)
Los triacilglicéridos se sintetizan por esterifica
cidén de los diacilglicé@ridos. (9) CDP-diacilgliceri
do es un intermediario en la sintesis de fosfatidil
inositol. (10) Una vez formado el fosfolipido, éste

se traslada a la cara que da al lumen del reticulo

endoplasmico. C colina; E etanolamina;

I = inositol; S serina; X grupo polar

c, E, I16s; P = PO, . Seglin Bell y col., 1981.



mismo lugar. Este conjunto de acil-CoA tioésteres es utili
zado para las reacciones de sintesis de triacilglicéridos y
glicerofosfolipidos, 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
citoplasmatica. Ademids de los glicerolipidos que aparecen
en la figura 4, parece ser que los esfingolipidos, el co-
lesterol y sus €steres, acidos biliares, y ceramidas, se
sintentizan también en la superficie citoplasmdtica. 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 1los fosfolipidos recién sintetizados puedan trans-
portarse a la cara en contacto con el lumen durante la bio-
génesis de la membrana. Asi, la asimetria en fosfolipidos
de las dos superficies no resulta de una sintesis diferente
en ambos lados de la membrana, sino mds bien de un rdpido
movimiento a través de ella. Los fosfolipidos se mueven ra-
pidamente a través de la membrana del reticulo endoplasmiti
co (Zilversmit y Hughes, 1977; Brophy y col., 1978; van den
Besselaar y col. 1978) y citoplasmdtica (Rothman y Kennedy
1977; Langley y Kennedy, 1979). El1 movimiento lateral de fos
folipidos en las membranas alcanza velocidades cercanas a
1 ym/seg. (Devaux y Mc Connell 1972; Fahey y col., 1977).
Los lipidos de membrana que no estdn organizados en la fase
laminar proporcionan un mecanismo para el movimiento rapido,
a través de las membranas, de los fosfolipidos. Otros 1ipi
dos complejos, tales como el colesterol y sus derivados,
triacilglicéridos, enfingolipidos, y acidos biliares, pueden
transportarse por la bicapa de la membrana durante la secre-
cidén biliar y el ensamblaje de lipoproteinas. Por otro lado,
existen pocos datos sobre la topografia de lipidos complejos
en el aparato de Golgi, mitocondria y peroxisomas (Bell y
col., 1981).



1.3. LA GLANDULA PROSTATICA

La gldndula prostatica de muchas especies esti a su
vez compuesta por una serie de gladndulas que, generalmente,
se presentan formando varios 1l8bulos. Estas glandulas estdn
compuestas por células secretoras de naturaleza epitelial,
que se agrupan en forma de epitelios glandulares. Estos epi
telios se disponen, pfeferentemente, de dos maneras, en oca
siones formando tibulos, y otras veces en forma de sacos,
denominados alveolos o acinos. La combinacidn de estos epi-
telios en una gladndula recibe el nombre de glidndula tubulo-

alveolar.

De estas agrupaciones glandulares nacen unos conduc

tos que desembocan en la uretra, por lo que son gldndulas

Figura 5. Organos sexuales accesorios de la rata macho adul
ta. Los 13bulos de la prdstata: ventral (VP), la-
teral (LP), dorsal (DP). Vesicula seminal (SV),
glandulas coagulantes (CG), conductos deferentes
(D). uretra (U). Segin Wilson y col. 1981.



exocrinas. Todo el conjunto estd rodeado por el tejido inter
acinar, o estroma (Poirier, 1978). Esta estructura tipo ante
riormente sefialada, y el caricter de la secrecidn prostitica,
pueden diferir de unas especies a otras (ver revisiones de

Brandes, 1974, y Aumuller, 1979).

Tanto la prdstata de rata como la humana estdn consti-
tuidas por glandulas tubulo-alveolares, agrupadas en tres 16
bulos, que forman parte de las glandulas sexuales anejas
del complejo urogenital que, en el caso de la rata - (fig. 5)
incluye: - Los tres 16bulos de la prdstata

- la vesicula seminal

- los conductos deferentes y sus ampollas glandu-
lares

- la uretra

- la vejiga urinaria y parte de los uréteres uni-
dos a ella

- la gliandula coagulante (Jesik y col., 1982) &
16bulo anterior de la prdstata, ya que se le
considera como el cuarto 16bulo de la prdstata

de rata por algunos autores (Wilson y col.,
1981).

A los tres ldbulos de la prdstata de rata, dependien
do de su localizacidn relativa con respecto de la uretra
(U) se les designa como: 1ldbulo ventral, dorsal y lateral
(Wilson y col., 1981; Jesik y col., 1982) como se muestra
en la figura 5. Estos tres ldbulos se conectan a la uretra
por una capa de tejido conectivo y por una serie de conduc

tos.

Las glandulas sexuales anejas (fig. 5), que incluyen
a la prdstata, suministran una gran variedad de productos
de secrecidn que contribuyen al complejo contenido del plas

ma seminal.



1.3.1. Lé6bulo ventrat

En la rata, el 1l8bulo ventral es el m3s grande y
facilmente diseccionable (Di Dio, 1971). A su vez se compo
ne de dos ldbulos discretos 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 18bulo ventral,
que forman estructuras cerradas y compactas en el estroma,
estin formados por cé&lulas basales y células epitelialaes
de naturaleza columnar. Su geometria es diversa, siendo su
contorno poligonal, frecuentemente pentagonal o hexagonal
(Aumuller, 1979). Los acinos y tibulos glandulares de la
prostata ventral de rata estin orientados estadisticamente
al azar, y distribuidos de manera homogénea (Romppanen y
col., 1980).

1.3.1.1, EL estroma

El tejido interacinar o estroma de los tres 1§
bulos de la prdstata de rata, consta principalmente de cé-
lulas de musculatura lisa y de tejido conectivo o fibroblas
tos. Estas células se distribuyen mds o menos paralelamente
a la lamina basal del epitelio, en forma de hojas, rodeando
y separando los alveolos. La capa de milsculo liso que rodea
a cada acino prostidtico dandole forma se denomina mioepite-
lio. Los otros componentes que entran a formar parte del es
troma son fibras de coldgeno y vasos sanguineos, asi como
nervios amielimicos, vasos linfiticos y diverso material ex

tracelular (Jesik y col., 1982).

Una de las funciones del estroma es participar como
elemento propulsivo en la expulsién de la secrecidén (Aumu-
ller, 1983).



1.3.1.2. Células epiteliales

Desde un punto de vista descriptivo, en las cé&lulas
epiteliales se distinguen cinco regiones distintas: (1) el
polo apical, en contacto con el lumen del acino; (2) el apa
rato de Golgi; (3) una zona supranuclear; (4) una zona nu-
clear; y (5) una basal (Brandes, 1966, 1974; Kachar y Pinto
da Silva, 1981).

El reticulo endopldsmico existe en todas las regiones
de la cé&lula, y juega un papel importante en el mantenimien
to de la organizacidn celular. Sus cisternas delimitan los
espacios del niicleo, del aparato de Golgi, y del aparato

secretor apical.

A lo largo del polo apical estdn presentes granulos
de secrecidn bien definidos, que contiene material denso.
Algunos de los granulos, probablemente implicados en el pro

ceso de exocitosis, se encuentran en la membrana plasmitica.

La membrana plasmidtica de la célula epitelial consta
de tres areas, estructural y funcionalmente distintas: basal,
lateral y apical. La membrana plasmiatica basal de las cé&lu-
las epiteliales columnares presenta evaginaciones e invagi-
naciones, importantes en el intercambio de metabolitos entre
el citoplasma y el espacio intersticial. La membrana plasmia
tica lateral consta de regiones de membrana planas, y dis-
pone de las diferenciaciones celulares tipicas para hacer
posible la adhesidn entre células adyacentes y mantener la
estructura epitelial. La membrana plasmitica abical, es ge

neralmente convexa y estd tapizada de microvellosidades.

1.3.2. L6bulos RLateral y donsatl

Los 1l8bulos laterales se separan con facilidad de
los dorsales. E1 acino del 18bulo lateral es mas variable

de tamafio que el ventral y, generalmente, mds grande. La pa



red que forma el acino presenta un gran nimero de invagina-
ciones en el interior del lumen. Las c&lulas epiteliales
de estos acinos son cuboidales o columnares y sus secrecio-

nes se tifnen fuertemente con eosina.

El 16bulo dorsal presenta acinos mids grandes. Sus pare
des estdn forradas principalmente por c&lulas cuboidales y
las secreciones de este 16bulo se tifien con eosina, con una
intensidad intermedia, entre el 1ldbulo ventral y lateral
(Jesik y col., 1982). Estos dos l1l8bulos lateral y dorsal se

parecen mds entre si que con el ventral.

1.3.3. Conductos secretores y sistema vasculan

Los conductos de la prdstata tienen una constitucidn
similar, independientemente de que se hayan originado en cual
quiera de los tres 1l6bulos prostaticos. Son largos y delga-
dos, y estdn cubiertos de epitelios columnar baséfilo con al
go de epitelio cuboidal. Las paredes tubulares constan de te
jido conectivo rodeado de algunas capas de miisculo liso. En
cambio, las disposiciones y uniones de los conductos difieren

en cada 1ldbulo prostdtico.

En el interior del 16bulo ventral se observan pequefios
subcanales que drenan las glandulas acinosas. En estos subca
nales se agrupan en canales principales que, en niimero de 4
o 5, parten de la parte central de cada 1dbulo siguiendo un

curso recto hasta la uretra, en donde vierten.

El drenaje de los 18bulos lateral y dorsal es diferen
te del ventral, pues se lleva a cabo por 20 o 30 conductos

por 18bulo, que vierten directamente en la uretra.

El suministro de sangre arterial a la prdstata de ra-

ta se realiza desde la aorta abdominal que entra en la pel-



vis via las arterias iljacas, que se dividen en externa e in
terna, siendo esta {iltima la que riega el complejo prostati-
co (prdéstata, vejiga urinaria, glidndula coagulante, vesicula
seminal, vasos deferentes) por medio de la arteria vesical

superior y sus ramas. 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 glidndulas accesorias masculinas, principalmente
las vesiculas seminales y el complejo prostatico, secretan
una mezcla compleja de proteinas y nutrientes, que consti-
tuyen el plasma seminal. Este fluido es esencial para 1la
activacidn y alimentacidn de los espermatozoides (Price y
Willians-Ashman, 1961; Mann, 1964). E1 fluido prostatico
es secretado por la prdstata cuando se produce la eyacula-
cidn; en este proceso, se mezcla con los espermatozoos y
con las secreciones de las otras glidndulas accesorias mas-
culinas. Los productos secretados éor la glandula prostati
ca proceden de la sintesis realizada en las cé&lulas epite-
liales de la préstata, asi como de la transudacidn proceden

te del suero. La situacifn anatdémica de la prdstata ventral

——

de rata apunta hacia una intervencidén de la misma en la re

produccidn del macho. Aunque se conoce poco acerca de la

funcionalida&hde esta gladndula, no parece que el papel que
desempefia la prdostata sea esencial para la fertilidad, ya

que la extraggiﬁp de esta glandula no produce grandes efec

tos sobre la misma (Pang y col., 1979).

-~



1.4.1. Mecanismo de La secrecibn prostdtica

El gran desarrollo del reticulo endopldsmico rugoso
en las células secretoras de la prdstata ventral de rata in-
dica que estas cé&lulas presentan una gran actividad de sinte
sis proteica. Las proteinas destinadas a ser secretadas, des
pués de ser sintetizadas se almacenan temporalmente en las
cisternas (Sabatini y col., 1970), antes deser transportadas al
complejo de Golgi para su almacenamiento en vacuolas conden
sadas y grdnulos de secrecidn. Estos grdnulos tienen un al-
to contenido en lipidos (Gouvelis y col., 1971), y liberan
su contenido en el lumen mediante un mecanismo de secrecidn
merocrino: la membrana del gra@nulo de secrecidn y la membra
na plasmatica se funden en el punto de contacto, y el conte

nido se descarga en el lumen (Wong y Tse, 1981).

La localizacidén restrictiva de los microtiibulos en 1la
regidén del Golgi de células secretoras en la interfase nor-
mal (Weber, 1976), sugiere para los microtiibulos un papel
en la movilizacidn de las vesiculas del Golgi y de los gra-

nulos de secrecidn (Wong y Tse, 1981).

El estImulo de la glidndula prostdtica es, probablemen
te, hormonal y neural. Los andrdgenos circulantes son los
que mantienen la ultraestructura y la funcidn secretora de
la prostata (Brandes, 1974). Aunque recientemente se ha des
crito el epitelio como @inico blanco de los andrdgenos en 1la
préstata (Aumuller, 1979), cada vez es mayor el nimero de
publicaciones en las que se centra la atencidn sobre el pa-
pel del estroma en la regulacidn, estimulo y diferenciacidn
del epitelio prostdtico (Deklerk y Scott, 1978; Cunha y
Lung, 1979; Muntzing y col., 1979).



1.4.2. Naturaleza de La secrecibn

El 1iquido prostatico es de aspecto lechoso, y mis
o menos neutro, siendo el pH del fluido prostidtico humano
de 6'5 (Zaneveld y Tauber, 198l1). Este valor, obtenido con
la primera fraccidén de la emisidn seminal, no coincide con
valores mds altos, de 7'28, obtenidos mediante masaje pros
tatico (Fair y col., 1979). Su coagulacidn ocurre dos minu
tos después de su emisidn, licuidndose unos minutos mds tar
de por la accidén de una fibrinolisina. Los estrdgenos eli-

minan esta accidn.

El fluido secretado por la prdstata contiene un alto
porcentaje de proteinas y, de entre &stas, son principalmen
te importantes dos glicoproteinas. Una de ellas es la pro-
teina prostidtica de unidén (PBP), a la que por su importan-
cia daremos un tratamiento aparte, y la otra es la fosfata
sa dcida especial. Esta fosfatasa 4cida no es inhibida por
el tartrato como lo es la fosfatasa &dcida (Ec 3.1.3.2.) 1i
sosomal, que se encuentra en muchos tejidos de la rata, in
cluida la prdstata, en todos los estados del desarrollo ani
mal (Igarashi y Hollander, 1968; Goldstone y Koenig, 1973;
Tenniswood y col., 1978). Por el contrario, la fosfatasa
dcida especial que nos ocupa se encuentra sdlo en prdstata,
y est3 destinada a ser secretada. Aparecen cantidades nota-
bles justo en la pubertad, entre los 28 y los 35 dias, no
encontriandose su banda en geles de poliacrilamida realiza-
dos en fases anteriores del desarrollo de la rata. Se obser
va también, en geles de poliacrilamida, que la banda dismi-
nuye con la edad, y desaparece a los 4 dias de la castra-
cidén (Tenniswood y col., 1982). Es, por lo tanto, un marca
dor corriente de la funcidn secretora de la gldndula prostid

tica.

Otras enzimas presentes en gran cantidad en la secre-

cién prostatica son la lactico deshidrogenasa (EC 1.1.1.27)



y la piruvato Kinasa (Ec 2.7.1.40) (Boonseeng y Techa-Udom
taworm, 1980). El papel de estas enzimas no es bien conoci
do, pero se cree que las fosfatasas permiten la defosfori-
lacidn de la fosfatidilcolina suministrada por las vesicu-
las seminales, ya que no se encuentra colina libre en los
eyaculados recientes, detectdndose cantidades notables unas
horas después. E1 fésforo liberado va a ser incorporado en
las enzimas que van a actuar en el metabolismo de la fructo
sa, que proviene principalmente de las vesiculas seminales
(Rajalakshmi y col., 1973) y constituye la reserva energéti

ca de los espermatozoos.

La elevada actividad de la fosfatasa acida, en el com
plejo de Golgi, indica, ya que ambas enzimas son productos
de secrecidn, su probable empaquetamiento en los granulos

de secrecidén (Tadolini y Zanotti, 1982).

En la secrecidn prostitica se encuentran tambi&n: ami
nodcidos (Kochakian, 1975), urea, glutation, vitamina C, es
permina, y espermidina (ver revisiones de Aumuller, 1983;

Zaneveld y Tauber, 1981).

El fluido prostatico humano es rico en lipidos; en
cambio, el plasma seminal humano es mas pobre, por lo que se
concluye que la mayor parte de los lipidos del plasma semi-
nal proceden de la prdstata. Entre los lipidos del fluido
prostatico, la mayor parte son fosfolipidos y colesterol

(Scott, 1945; Miyao, 1965; Zaneveld y Tauber, 1981).

El colesterol se encuentra, principalmente, en forma
libre mds que esterificado (Scott, 1945; Singhal, 1978; Al
caide y col., 1980, Recio y col., 1982) estando su sinte-
sis regulada por la testosterona de los testiculos (Singhal
y col., 1978; Osafume y col., 1980). En el hombre de edad
avanzada aprecen en la secrecifn prostiAtica epdxidos de co

lesterol, si bien no ha sido demostrado el papel de E&stos



en la hiperplasia o adenoma prostadtico (Schaffner, 1981).

Las prostaglandinas se descubrieron en plasma seminal
y, en un principio, se las atribuyd una procedencia prosta-
tica. Hoy en dia se sabe que las prostaglandinas encontradas
en plasma seminal, principalmente PG1 y PGZ’ proceden de
las vesiculas seminales, y que la secrecidn prostdtica con
tiene cantidades minimas e infrecuentes de prostaglandinas.
(Fair y Cordonier, 1978). Hay que resaltar, sin embargo, que
la prdstata tiene receptores citoplasmdticos para prostaglan
dinas (Farnsworth, 1981), y que sintetiza y metaliza rapida

mente PGF .
20

Entre los iones inorgidnicos mads importantes se encuen

+ + 2+ .
tran: Na , K, Ca~ , cloruros, bicarbonatos, fosfatos y

Zn2+. Concretamente el zinc libre, mads que los complejos
Zn-proteina o las sales de zinc contenidas en el fluido pros
tdtico, podrian tener un papel importante en la resistencia
natural del tracto urinario del macho a la infeccidn bacte-
riana, con relacidén a la de la hembra, que es mds 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 sin embargo a
la lisozima (Taylor y Morgan, 1952) y la poliamina espermi
na (Razin y Rozansky, 1959). Se atribuye tambié&n al Zn una
funcidén en la motilidad de las células espermdticas (Saito
y col., 1967). ‘

En el gluido prostidtico humano se han encontrado inmu
noglobulinas IgA, IgG y IgM, pudiendo variar su concentra-

cidn con las afecciones de la préstata (Gray y col., 1974).

Se va a dedicar un estudio aparte a dos compuestos se
cretados por la prdstata, el citrato y la proteina prostati

ca de unidn (PBP), debido a su importancia.



Citrato

La préstata ventral de rata, lo mismo que la humana,

acumula y secreta grandes cantidades de citrato.

Si la prdstata acumula gran cantidad de citrato debe
considerarse a éste como un producto metabdlico final, en
contraste con otros tejidos, en los que el citrato se oxi-
da o sirve como fuente de acetil-CoA citoplasmitico. La
fuente y mecanismo de la acumulacidn de citrato no es aiin
bien conocida pues la acumulacidn puede deberse a una fal-
ta de oxidacidén, a un incremento de la sintesis, o a una

conjuncidn 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 ltima de este hecho.

El equipo de Costello en la Universidad de Maryland (Coste
l1lo y col., 1976, 1978a, 1981; Franklin y col., 1977, 1978,
1982; Toghrol y col., 1980) demuestra claramente que el
aspartato, via aspartato aminotransferasa, (AAT) es la ma

yor fuente de oxaloacetato para la sintesis de citrato.

El aspartato, a su vez, puede tener una procedencia
- 3 . . -,
exdgena, o originarse en la degradacidon de proteinas pros

taticas.

El acetil-CoA, necesario para condensarse con el oxa
lacetato en la produccidn de citrato, procede de la B-oxi-

dacidn de los adcidos grasos o de la via glicolitica.

Por comnsiguiente, este grupo concluye que los dos fac
tores que contribuyen a la acumulacidn y secrecidn de citra
to en prdstata ventral de rata son: la produccidn intracelu
lar de citrato a partir de aminodcidos y &dcidos grasos o

glucosa, y unos niveles bajos en la oxidacidn de citrato,
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debido al funcionamiento deficiente del ciclo de los adcidos
tricarboxilicos. En la figura 6 se da un esquema con las

distintas vias metabdlicas para el citrato.

Costello y colaboradores sostienen que la fuente ma-
yoritaria del acetil-CoA para la sintesis del citrato es la
B-oxidacidén, frente a la via glicolitica. Sin embargo, el
grupo de Harkonen (Haikonen y col., 1975, 1982; Kuosa y
col., 1977; Santti y col., 1977; Harkonen, 1981) sugieren
que el contenido y secrecidn de citrato en la prdstata de-
pende de andrdgenos, y que la acumulacidn de citrato puede
deberse a un aumento de su sintesis causado por una estimu
lacidn androgénica del metabolismo de glucosa en prdstata

ventral de rata.

Proteina prostdtica de unién (PBP)

Forsgren y col. (1979), descubrieron una proteina ma
yoritaria en el sobrenadante de la prdstata ventral de ra-
ta, a 105.000xg, que constitula el 20% del total de las
proteinas. Esta proporcidn tan elevada hizo posible un fai-
cil aislamiento del resto de las proteinas citosdlicas. Es
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 métodos de aislamiento y purificacidn algo
distintos. Estas proteinas son la PBP, la prostateina y la

o-proteina.

La proteina prostdtica de unidn (PBP) descrita por
(Heyns y de Moor, 1977; Heyns y col., 1977, 1978) es una

proteina de secrecidn de la préstata ventral de rata cuan



titativamente muy importante. Es una glicoproteina oligomé
rica compuesta de un tetramero con dos subunidades diferen
tes no unidas covalentemente. Recibe ese nombre porque es
capaz de unir esteroides de manera inespecifica (Heyns y
de Moor, 1977). La exﬁresi6n de esta proteina estd estimu-
lada por los andrdgenos y su funcidn "in vivo" es descono-
cida (Chen y col., 1982). La proteina descrita por Lea y
col. (1979) presenta un gran nimero de semejanzas con algu
nas diferencias que llevan a los autores a suponer la posi

bilidad de que la prostateina sea una parte de la PSP.

La o-proteina 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 sddico.
Cada subunidad se disocia a su vez en dos cadenas polipep-
tidicas por reduccidn de los puentes disulfuro. Uno de es

tos peptidos es el mismo en ambas subunidades. La biosinte

sis de la o-proteina en prdstata ventral estd inducida por

la administracidén de andrdgenos y es una glicoproteina que
une esteroides de manera inespecifica, andrdgenos, estrdge
nos y progesterona pero no glucorticoides, y que en siste-
mas libres de células, inhibe la unidn del complejo andré-
geno-receptor a la cromatina nuclear, promoviendo la libe-
racidén de este complejo si anteriormente estd unido a la
cromatina (Fang y Liao, 1977; Liao et al. 1982; Chen y
col., 1982). No es probable que la a-proteina compita con
el receptor para la unidn activa de andrdgenos, ya que la
o-proteina se une a los esteroides con unaﬁf}galidad de va
rios Sdrdenes de magnitud menor que el receptor de andrdge-
nos en el mismo drgano (ver revisidén de Loor y col., 1982)
Sin embargo, puede competir con enzimas de metabolismo es-
teroidico, retardando asi la transformacidén metabdlica en-
tre esteroides. La oa-proteina podria tener la misidn de
acumular esteroides en las c&lulas y en los espacios extra

celulares prostdticos. De esta manera, los esteroides no



unidos al receptor de esteroides en la prdstata pueden, con

la ayuda de la oq-proteina, ser retenidos o transportados.

La o-proteina que no ha sido tratada con acetona con
tiene colesterol como {inico esteroide, en cantidades casi
estequiomé&tricas (Chen y col., 1982). Esto es importante,
ya que la sintesis del colesterol (Singhal y col., 1978) y
la de proteina secretora (Heyns y col., 1978) en prdstata

ventral de rata estdn, ambas, estimuladas por andrdgenos.

En estos momentos se estdn realizando estudios genéti
cos (Parker y col., 1982) y de secuenciacidn de estas pro-
teinas de prdstata de rata (Wilson y col., 1981; Liao y col.
1982), llegidndose a la conclusidn, por algunos autores, que
la protateina y la PBP y 1la a—?roteina son la misma protei
na (Chen y col., 1982; Loor y col., 1982). Los resultados
parecen indicar que estos factores proteicos que juegan un
papel importante en la accidn de andrdgenos son distintos
en la prdstata humana y en la prdstata ventral de rata. Es
to nos lleva a la conclusidn de que el mecanismo de accidn
de andrdgenos obtenido para la prdstata ventral de rata pue
de no ser enteramente aplicable a la préstata humana (Loor
y Chu, 1982).

Empleando técnicas de inmunofluorescencia, la PBP
se localiza {inicamente en las c&lulas epiteliales y en el
lumen de la préstata ventral, no encontridndose en la prds
tata dorsal, lateral, gldndula coagulante, ni vesiculas se
minales. La PBP desaparece de las células epiteliales, 4
dias despué@s de la castracidn, encontr3ndose sdlo en el lu
men (Aumuller vy col., 1982).

Una proteina nuclear, de caracteristicas similares a
las de la PBP, ha sido aislada recientemente (Kishimoto y
col., 1982), y su contenido varia de acuerdo con los nive-

les de testosterona en plasma.



Hay que resaltar, que los productos de secrecidn de
los tres 1lobulos de la prdstata de rata, incluida la a-pro
teina (Chen y col., 1982) son diferentes. La prdstata tam-
bién participa en los procesos de secrecidn endrocrinos,
observiandose sobre todo en estados patoldgicos alteracio-

nes de algunos de sus productos en plasma.

1.5. MECANISMO DE ACCION DE ANDROGENOS

La glandula prostidtica es un excelente modelo para
el estudio de la accidén de andrdgenos a nivel molecular, ya
que tiene receptores para andrdgenos en concentraciones re
lativamente altas. Ademds, depende en gran medida de la es
timulacidn de los andrdgenos para la sintesis de RNA y pro
teinas, asi como para el mantenimiento de todas las funcio

nes que realiza dicha glandula.

Vamos a seguir, para el estudio de la accidn de los
andrbgenos en la prdstata, las pautas de que consta el mode
lo de accidn para esteroides de Edelman (1974) y Gorski y
Gannom (1976).

1.5.1. Cirnculacibn de andrbgenos en plasma

La testosterona secretada por los testiculos es el
andrdgeno mayoritario en plasma de rata (Corpéchot y col.,
1981) y de hombre (Wilson y col., 1983). Circula unida a
dos proteinas, la globulina ligadora de testosterona y es-
tradial (TeBG), también denominada globulina que se une a
hormona sexual (SHBG), y la albiimina (Vigersky y col.,
1976). Aunque la albimina posee una gran capacidad para
unir esteroides en general, parece que esta forma de trans
porte sdlo tiene importancia fisioldgica en el caso de los

mineralocorticoides.



La unién de esteroides a TeBG presenta una alta afini
dad de enlace, existiendo un equilibrio dindmico entre 1la
hormona unida y la hormona libre. Esta {1ltima s&lo represen

ta el 1-3%Z del total (Vigersky y col., 1976).

1.5.2. Transponite de andrégenos a través de La membrana
plasmiética

Las hormonas esteroidicas, en su forma libre sin
la proteina transportadora, pueden entrar en el interior de
la c&lula por simple difusidn, a través de la membrana plas
matica (Lasniski y col., 1974). Efectivamente, puesto que
los esteroides son lipidos, penetran facilmente a través de
las bicapas lipidicas de las membranas de todas las células.
Para que esto ocurra, la concentracidn del esteroide libre
debe de ser inferior en el interior celular que en el entor
no, lo que se puede conseguir de varias maneras. En primer
lugar, en funcién de las Kd que controlan la cantidad de
hormona liberada por la TeBG y la hormona que se une al re
ceptor. En segundo lugar, cualquier transformacidn metabd-
lica de la hormona en el interior celular produce la entra
da de nuevo esteroide. Algunos tejidos diana, como la prds
tata, transforman la testosterona intracelular en metaboli
tos m3s activos, como la dihidrotestosterona (Imperato-Mc
Ginley y col., 1974; Mainwaring, 1975), consiguiendo de es

ta manera los dos efectos anteriores.

El hecho de que la concentracidn de testosterona en
los tejidos diana sea mds 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 11 y 10, estdn re
presentados estos valores, dados para rata por Corpechot
et al. (1981).



Paralelamente, se ha propuesto (revisidén Giorgi, 1980)
un transporte de andrdgenos a través de la membrana plasmi-
tica de las células diana, mids complejo que la simple difu-
sidén no mediada. En este transﬁorte pasivo, que actuaria a
la vez que la difusidn, estarian implicadas varias protei-

nas transportadoras.

1.5.3. Metabolismo de La testostenrona

Los andrdgenos, asi como el resto de las hormonas
esteroidicas, son derivados del hidrocarburo ciclico ciclo
pentanoperhidrofenantreno y son sintetizados a partir del
colesterol, principalmente en testiculo y gldndula adrenal
(ver fig. 7), pero no en prdstata. Sin embargo, la accidn
de los andrdgenos difiere de la de las otras hormonas este
roidicas en, por lo menos, dos cosas: a) Muchos de los efec
tos de la testosterona estan mediados por sus metabolitos
intracelulares, la dihidrotestosterona y, posiblemente, el
estradiol (Wilson y col., 1983). b) Durante la embriogéne-
sis, los andrdgenos promueven la diferenciacidén de los teji
dos, que serdn los principales sitios de accidn de la hormo
na en la vida postnatal (Wilson, 1975; 1978). Por ello re-
sulta de gran importancia no solo la sintesis de testoste-
rona sino también su transformacidén en dihidrotestosterona

y estradiol (fig. 7).

La formacidn de la 50-dihidrotestosterona (dihidro-
testosterona o DHT) es critica para el mantenimiento de
las glandulas sexuales accesorias masculinas, tales co
mo la prdstata. Estas gliandulas contiene una enzima, 1la
5a-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 accidn es puramente androgénica.
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Figura 7. Vias de biosintesis de andrdgenos y metabolismo

de la testosterona. Las enzimas son las siguien
tes: (1) Complejo 20, 22 desmolasa (citocromo
P450); (2) 3BR~-hidroxiesteroide deshidrogenasa-

*? jsomerasa; (3) 17qg-hidroxilasa; (4) 17,20-

A

desmolasa; (5) 17B-hidroxiesteroide deshidroge-

nasa y (6) aromatasa.



La administracidn de diversos andrdgenos a animales castra
dos produce distintos incrementos en la actividad de 1la
5n-reductasa en prdstata de rata, concomitantes con un
aumento en peso de la prdstata. Y existe una correslacién
lineal entre ambos incrementos. La accidén androgénica de
los distintos andrdgenos viene determinada, en prdstata,
por su facilidad para convertirse en dihidrotestosterona
(Moore y Wilson, 1973). La enzima 50a-reductasa no se en
cuentra en el misculo del esqueleto (Krieg y Voigt, 1976),
donde la testosterona act@ia directamente manteniendo una

funcién anabolizante.

En la prdstata ventral de rata, la mitad de la acti
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 andrdge-

nos (Bruchovsky y col., 1981).

1.5.4. Formacibn del complejo hoamona-recepiorn y
activacibn de €ste

Los receptores de hormonas esteroidicas sexuales
son moléculas proteicas, que pueden ser digeridos por pro
teasas (Prins y Lee, 1982a). Se unen por fuerzas no cova-
lentes a la hormona, presentando una gran afinidad por la
misma (Kd = 10-10-10-8).

En el caso de la prdstata, los receptores presentan
md3s afinidad por la dihidrotestosterona que por la testos
terona estando aquellos, en condiciones fisioldgicas nor-=
males, ocupados practicamente en su totalidad por la dihi

drotestosterona (Blondeau y col., 1976; Hu y col., 1978).

La prdstata ventral de rata contiene receptores, tan



to para andrdgenos (Blondeau y col., 1975, 1982), como para
estrogenos (Ginsburg y col., 1980; Jung-Testas y col.,
1981). Existe sin embargo, a nivel celular, una localiza-
cién diferencial. Asi, en el estroma, se encuentran loca-
lizados preferentemente la mayor parte de los receptores

de estrdgenos, mientras que los receptores de andrdgenos

se encuentran localizados principalmente en la fraccidn
epitelial (Chaisiri y Pierrepoint, 1979; Jung-Testas y
col., 1981).

En cuanto a la localizacidén subcelular, en todos los
casos estudiados y para ambos tipos de receptores, es siem
pre citosdlica (ver revisiones de Gorski y Ganon, 1976, y
Loor y col., 1982).

Es interesante estudiar la unidn hormona-receptor,
puesto que, al no existir regulacidn directa en la entrada
del esteroide a la c&lula, es el receptor el que ejerce la
seleccidn. La unidn es un proceso que necesita de la produc
cidn de energia celular, ya que las drogas que impiden la
respiracidén celular, tales como NaCN, NaN3 o 2,4-dinitrofe
nol, disminuyen el porcentaje de unidén (Liao y col., 1980a),
hecho que no se produce en un sistema libre de células.
Cuando en las incubaciones con glandulas prostdtica se eli
mina la droga, se restaura la unidn del andrdgeno al recep

tor, tanto en presencia como en ausencia de cicloheximida.

También se ha postulado (Liao y col., 1975) que los
nucledtidos trifosfato pudieran estabilizar el complejo di
hidrotestosterona-receptor, puesto que concentraciones com
prendidas entre 1 y 5 mM de ATP o GTP activan la unidn de
la hormona a su receptor en prdstata ventral de rata. En
este sentido, en prdstata y otros tejidos, mediante la uti
lizacidén de inhibidores de fosfatasa, como el molibdato,
se ha comprobado que son necesarios procesos de fosforila

cidn y defosforilacidén para que el receptor se active y



pueda unirse a la hormona, asi como para que el complejo
pueda ser retenido en el niicleo de las células diana. Hay
que resaltar, no obstante, que no existe evidencia que
muestre, de forma directa, que los receptores proteicos
de hormonas esteroidicas sexuales sufran procesos de fos-

forilacidén y defosforilacidn.

Otro hecho experimental admitido, es que la unidn de
la hormona con el receptor citoplamidtico induce cambios en
su conformacifén que son de gran importancia para que el
conjunto pase al nficleo, (ver revisiones: Edelman, 19764;
Gorski y Gannon, 1976). Utilizando técnicas inmunolégicas
y anticuerpos monoclonados, se han reconocido varias regio
nes en el receptor de esteroides (concretamente para gluco
corticoides y estradiol). Dos de estas regiones o dominios
(I y I1) estdn implicadas en la unidn con el esteroide, y
el tercer dominio (III) contiene los lugares de reconoci-
miento y unidn con el DNA (Carlstedt-Duke y col., 1982).
El andlisis cristalogrdfico por difraccidén de rayos X del
complejo hormona-recptor (para estrdgenos y progesterona)
sugiere que el anillo A del esteroide es el que inicia
y mantiene la unidn a sus receptores, concretamente con el
dominio I (figura 8Ba). El1 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 deja expuesto el dominio III para que pueda
cumplir su ulterior funcidn de reconocimiento y unidn con
el DNA (Sluyser, 1983). En esta activacidn del complejo
hormona-receptor, y tal vez colaborando en la entrada al
niicleo, es donde parecen intervenir (Liao y col., 1980a;
Dougherty y col., 1982), también el ATP y los procesos de
fosforilacidn-defosforilacidn, por medio de unos cambios

de naturaleza fisicoquimica en la naturaleza del receptor.

Cuando se observa y compara la estructura de agonis



Figuna 8. Esquema propuesto para el mecanismo de accidn

de esteroides en el niicleo. Segin Sluyser
(1983).



tas de hormonas esteroidicas, todos muestran semejanzas en
la regidén del anillo A, y diferencias en el anillo D,
lo que sugiere (Duax y col., 1981) que el anillo A es
mds bien responsable de la unidén al receptor (Dominio I),
mientras que el anillo D, en su unidén con el dominio II
del receptor, controla de manera breferente la activacién

de dicha proteina receptora.

Por {iltimo, sefialemos que la presencia, en el cito-
sol de las células diana, de receﬁtores sueltos, libres y
solubles en agua, estd siendo revisada en la actualidad.
Efectivamente, una vez conocida la intrincada y compleja
naturaleza de la organizacidn ultraestructural del cito-
plasma, y el alto grado de integracidn de varios elementos
citoplasmaticos, (Trump y col., 1981), algunos autores
(Puca y Sica, 1981) sugieren que, por lo menos los recepto
res de estradiol, se asocian de manera integral a una com

pleja red citoesquel&tica en el citoplasma celular.

1.5.5. Translocacibn del complejo hormona-recepton

El complejo dihidrotestosterona-receptor entra en
el niicleo de las células de la prb6stata ventral, una vez
que se ha formado (Liang y col., 1977). Asi, en las incuba
ciones de prdstata troceada con testosterona tritiada, el
90% de la radiactividad esteroidica encontrada en los nil-
cleos migra como dihidrotestosterona, y el resto como tes
tosterona. Adem3s la utilizacidn de un inhibidor de la en
zima 50-reductasa, 17B8 -N,N-dietilcarbamoil-4-metil-4-aza-
-50-androstan-3-ona hizo descender la relacidn DHT/T en

el niicleo (Liang y Heiss, 1981).

Para que el transporte del complejo hormona-receptor

tenga lugar en el citoplasma al niicleo, independientemente



de que se lleve a cabo o no por los poros de la membrana nu
clear, son necesarios sitios especificos de interaccidn con
dicha membrana. Lefebvre y Novosad (1980) purificaron estas
localizaciones de la membrana nuclear de prdstata ventral

de rata que desaparecen 24 horas después de la castracidn.

Esta fraccidon de l1a membrana nuclear tiene un alto con
tenido en lipidos, bajo en RNA y DNA, y aparentemente no pre
sentan poros nucleares. Estos sitios de unidn podrian estar
involucrados en el transborte de esteroides dentro y fuera

de la membrana.

1.5.6. Modo de accibn de andrnbgenos en el ndcleo

Un niimero considerable de lineas de investigacién
indican que las proteinas receptoras de hormonas esteroidi
cas reconocen regiones especificas del DNA, siendo estas

regiones ricas en el par A-T (Adenina-Timina).

Lo que ocurre después de la interaccidn del complejo
hormona-receptor con el DNA es todavia totalmente especula
tivo. Sin embargo, ciertas analogias estructurales entre
la geometria molecular de los esteroides y el par T-A tal
como se presenta en el DNA, inducen a pensar en una interac
cidn directa del esteroide con el DNA en regiones ricas en

el par A-T.

En este sentido, es interesante mencionar que el meca
nismo propuesto por Ebright y Wong (198l) para la interac-
cidén del cAMP unido a su proteina receptora (CRP) con el
DNA bacteriano, también presupone una interaccidén de parte
de la estructura del nucledtido ciclico con regiones del

DNA ricas en A-T para la activacién de la trascripcién.

Basindose en todo lo anterior, Sluyser (1983) propone



un mecanismo plausible y elegante, aunque aiin totalmente es
peculativo. Segiin este modelo, una vez dentro del niicleo el
complejo activado hormona-receﬁtor, se produce un reconoci-
miento, y posterior unidén, entre el dominio III del receptor
y regiones especificas del DNA ricas en A-T (fig. 8c). Esta
unidén modifica la conformacidn del rece#tor, lo que a su vez
origina el cese de las interacciones entre el dominio II y
el anjllo D del esteroide. E1l anillo D puede entonces in
sertarse en el DNA, desestabilizar la doble hélice, e ini-
ciar por tanto la transcripcidén (fig. 84). Este modelo no
excluye la posibilidad de que el receptor, al unirse al DNA,
desplace o inactive a una proteina represora que actiie en
esa regidén. También existen resultados que apuntan a una
unidn del complejo hormona-receptor, no sdlo al DNA, sino

también a ciertas proteinas cromosdmicas.

Resumiendo, gran parte de los datos mencionados hasta
ahora, Liao y col., (1981) han postulado un modelo hipoté&ti
co sobre la accidn de andrdgenos en prdstata ventral de ra-
ta. En este esquema hipotético (fig. 9 ), una proteina in-
tracelular, en una forma (Ro), que no puede unirse a andrd
genos, se activa, mediante un proceso dependiente de ener-
gia (ATP, fosforilacidn), en una forma (R) que ya puede
unir andrdgenos (A° = andrégeno que llega a la célula;

A = andrdgeno activo, formado en la cé&lula a partir de Ao).
El complejo andré8geno-receptor (AR) se transforma, mediante
un cambio conformacional, en la forma (AR*), que penetra

en el niicleo y puede unirse a la cromatina.

Como consecuencia de estas interacciones, se favorece
la sintesis de proteinas. Las primeras proteinas sintetiza-
das aparecen de 10 a 30 minutos después de la administracidn
de testosterona. La sintesis de estas proteinas llamadas tem
pranas no es inhibida por actinomicina D (Liang y Liao,

1975). Estos datos inducen a pensar a los autores que los
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andrdgenos actilan en primer lugar en procesos postranscrip-
cionales de maduracidn de los RNAs mds que en la transcrip-
. - - - -
cidn en si misma. Entre las proteinas tempranas se encuen-
tran los propios receptores androgénicos (Blondeau y col.,
1982). Ciertas proteinas tempranas penetran en el niicleo e
- - - P
intervienen en respuestas tardias de andrdgenos, como son
la reconstruccidn de orgidnulos, o la activacidn de la trans
cripcidn y sintesis posterior de unas proteinas llamadas
tardias. Entre estas proteinas tardias, casi todas protei-
nas de secrecidén, estd la a-proteina o PBP, una de cuyas
subunidades (Chen y col., 1982) actiia a nivel nuclear, inhi
biendo la unidn del complejo hormona-receptor, con la croma

tina (retroinhibicidn).

Siguiendo con el modelo, el complejo hormona-receptor
sale del niicleo unido al RNA, siendo este proceso importan-
te en el reciclaje del receptor proteico del niicleo al cito
plasma. Si bien no existe evidencia directa de esta salida,
s hay datos experimentales en los que apoyarse. Asi, se ha
demostrado que el complejo estrdégeno-receptor, o andrdgeno-
receptor puede unirse a ciertas ribonucleoproteinas de Gte-
ro y prdéstata, respectivamente (Liao y col., 1973, 1980b;
Liang y Liao, 1974). También se ha comprobado que el comple
jo dihidrotestosterona-receptor, unido a columnas de DNA-ce
lulosa, se libera de las mismas con una solucién de polinu-
cledtidos, pudiendo ser oligonucledtidos hasta de 10 a 20
nucledtidos, pero no mids pequefios y poli (U,G) (Liao y col
1981).

El receptor, una vez en el citoplasma, se separa del
RNA en la forma R¥*, formando un conjunto con la proteina
receptora de nueva sintesis. Este conjunto puede sufrir pro
cesos de degradacidn o de activacidn, repitiéndose en este

1ltimo caso el ciclo.



Se ha postulado también la hipdtesis (Hechter, 1966;
Singhal y col., 1970) segiin la cual el AMPC pudiera ser un
segundo mensajero en la accidn de la testosterona sobre las
gldndulas accesorias de rata. Efectivamente, estudios "in
vivo" en prdstata muestran que, tanto la administracidn de
testosterona, como de AMPc y teofilina (inhibidor de la fos
fodiesterasa) a ratas castradas, produce un aumento del pe-
so de la prdstata, y de sus enzimas glicoliticas (Singhal y
col., 1974). Sin embargo, contrariamente a la testosterona,
el AMP no restaura totalmente la morfologia de la prdstata
(Mangan y col., 1973) cuando se incuban "in vitro" durante
cuatro horas en testosterona o AMPC, trozos de prdstata per
tenecientes a ratas castradas siete dias antes. Ambos produc
tos incrementan la sintesis de DNA y proteinas; ahora bien,
la sintesis de colesterol se incrementa con la testosterona,
mientras que el AMPc la inhibe (Singhal y Schaffner, 1980).
En conclusidn, el AMP  puede realizar algunas funciones seme
jantes a las de la testosterona, pero con menor intensidad.
Otras hormonas, como la prolactina y el estradiol, pueden
ejercer una accidn sinergética con la testosterona, o simi-
lar a ella, en el crecimiento y mantenimiento de la prdstata
(Ehrlichman y col., 1981; Prins y Lee, 1982b; Thompson y

col., 1982).

1.5.6.1. Efectos producidos por la falta de andrdgenos

La mayor parte de los sistemas empleados para ei
estudio de los andrbgenos se lleva a cabo en animales sin
ellos, lo que se consigue en la mayoria de los casos, median
te la castracién. Sus principales efectos con respecto a la

prdstata ventral de rata se describen a continuacién.

Otro tipo de tratamiento es la administracidon de anta
gonistas. Estas son sustancias ampliamente utilizadas para

contrarrestar el efecto de los andrdgenos y estdn formadas



por estrdgenos naturales o sint@ticos asi como por otros es
teroides que son capaces de llevar a cabo la regresidn de
los tejidos dependientes de &stas hormonas (Callaway y col.,
1982). Los antagonistas ﬁueden reducir hasta un 90% la con-
centracidn efectiva de dihidrotestosterona en el tejido.
(Bruchovsky y col., 1975).

En el primer caso, para regenerar la glandula prosti-
tica y asi estudiar la accidén de andrégenos, es preciso su-
ministrar andrdgenos exdgenos en las condiciones que se co-

mentaridn en el apartado 3 de esta tesis.

En el segundo caso, al suprimir las dosis de antago-
- - > -
nista, los andrdgenos retornan a ejercer su accidn que de

esta manera puede ser estudiada.

LA CASTRACION

Durante las primeras 24 horas después de la castracién
se dan pequefios cambios en la ultraestructura y actividad
proteolitica celular de la prdéstata. En este tiempo la T,
DHT y androstanodioles desaﬁarecen del ﬁlasma (Cérpechot
y col., 1981) y de la prdéstata, concretamente la DHT no se
detecta por RIA en niicleos de prdstata ventral de rata
(Blondeau y col., 1982). Los receptores citoplasmdticos que
dan libres (Joun-Testas, 1981) y su concentracidn no cambia

significativamente.,

Entre el cuarto-séptimo dia después de la castracidn
los receptores androgénicos del citosol descienden progre-
sivamente (Blondeau y col., 1975; Verhoeven y col., 1975)
relaccionandose, con un aumento de la actividad proteolfiti

ca de la prdstata.

El peso de la prdstata desciende drdsticamente hasta
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el décimo dia de la castracidn, a partir de la cual, conti-
nua el descenso pero mucho mas lentamente. (Huttunen y col.
1981). 17 dias después de la castracidn, él niimero de célu-
las epiteliales decrece en un 927 y su tamafio en un 85%. El
niimero de células del estroma se reduce en un 39% y su tama
fio en un 237%7. Luego descience tanto el epitelio como el es-
troma pero mucho mids ridpidamente el primero. De todo el pa-
renquima acinar, que disminuye mucho mids rdpidamente de ta-
mafio que el tejido interacinar, desciende mids rdpidamente
el tejido epitelial que el lumen, (Arvola,11961; DeKlerk y
Coffey, 1978; Huttunen y col., 1981).

No solo el peso y los productos de secrecidén disminu
yen con la castracidn (Heyns y col., 1977) sino también 1la
actividad enzimdtica en general, y en particular la 5o-re-
ductasa (Moore y Wilson, 1973). Las enzimas mitocondriales
descienden produciendose una disminucidn en la respiracidn
celular (Barron 1946; Willians-Ashman 1954) debido a una
reduccidn del niimero de mitocondrias por célula (Edelman
1974). En niicleos de prdstata de rata la actividad RNA poli
merasa I desciende ripidamente alcanzindose valores del 507%
a las 24 horas, algo mads lentamente desciende la RNA polime
rasa II, consecuentemente los niveles de RNA son solo del

8%, tres dias después de la castracidn (Hosoya y col., 1978).

El DNA desciende en cantidad mids lentamente pues a los
7 dias de castracidn su contenido es afin de un 25% del valor
normal. La castracidn hace disminuir también las cantidades
de proteinas y colesterol prostdtico hasta un 13 y un 12%
respectivamente en relacidén a prdstatas de ratas no castra-
das (Singhal y col., 1979).

En cuanto a las velocidades de sintesis son de un 8 y
5% para el DNA y colesterol respectivamente, comparando siem

pre prdstatas de ratas castradas con las correspondientes no



castradas. Sin embargo, para las proteinas la velocidad 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 gliandula (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 prostidtica desde la fase embrionaria hasta la
vida adulta estid bajo el control de las hormonas sexuales
esteroidicas (Moore, 1944; Huggins, 1945; Lasnitzki y Mizu

no, 1977).

En l1a rata macho, el desarrollo funcional de los te
jidos sexuales accesorios, entre ellos la glidndula prostid
tica, tiene lugar en determinadas etapas que dependen criti
camente del contenido de hormonas, incluidos los andrégenos
(Ohno, 1979). Estas etapas se acompafian de cambios morfold
gicos importantes en el desarrollo de la préstata, y se pue
de considerar que son: neonatal, prepubertad, pubertad, ma-
durez sexual, y la senil, siendo las etapas comprendidas en
tre el final de la vida fetal y la pubertad cruciales en el

desarrollo (Higgins y col., 1981).

El estudio de los niveles de andrdgenos (testosterona
y dihidrotestosterona) en plasma y prdstata a lo largo del
desarrollo,hasta la madurez sexual se ha llevado a cabo
por Cdérpechot y col., 1981, utilizando como técnica el RIA,
y sus resultados se muestran en las figuras 10 yll . A con-

tinuacidn se van a describir estas etapas.



1.6.1. Penfodo neonatal

Es bien conocido que la organogénesis del tejido
prostitico en la fase embrionaria se inicia por la accidn
de los andrdgenos (Lasnitzki y Mizuno, 1977). En las {l-
timas etapas de la vida fetal, la testosterona producida
por los testiculos fetales (Feldman y Block, 1978; Weisz
y Ward, 1980) promuevé la diferenciacidn de las vesiculas
seminales y el epididimo a partir del conducto de Wolffian,
y la dihidrotestosterona estimula el desarrollo de la préds
tata a partir del sinus urogenital como ambollas epitelia-
les que se proyectan desde el sinus,eﬁitelial en el mesén-

quima que las rodea (Lasnitzki y Mizuno, 1977).

El periodo neonatal es critico para el desarrollo pos
terior de la prdstata 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 feto
de 18 dias, se suministran estr6genos a ratas, se observan
en el periodo de madurez sexual cambios similares a los pro
ducidos por la castracidén en la etapa adulta (Higgins y
col., 1981). Esto muestra que los estrdgenos pueden antago

nizar el efecto de los andrdgenos en el periodo neonatal.

1.6.2. La 4inmadunrez sexual-prepubentad

En ratas macho se presenta esta etapa desde el des

tete hasta la 62 semana de vida.

En la primera etapa de este periodo de inmadurez se-
xual, los niveles de testosterona y dihidrotestosterona en
plasma son muy semejantes, (fig. 10 ) y alcanzan valores mi

. . a .
nimos. Hacia la 5- semana, empiezan a elevarse las concen~
traciones de testosterona y dihidrotestosterona en plasmaj;

al mismo tiempo, los niveles de dihidrotestosterona en prds
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tata sufren un fuerte incremento, coincidiendo con la pre-
pubertad del animal (Cérpechot y col., 1981). En este perio
do, el tratamiento con estrdgenos no barece tener grandes
repercusiones en el peso de la prdstata, contenido en DNA,
sintesis y secrecidén de broteinas en el beriodo adulto del

animal (Higgins y col., 1981).

1.6.3. La pubentad

Esta etapa, previa a la madurez sexual, se locali
za en la rata macho de unos 160-220 g en nuestras condicio
nes de cria. Considerando que es hacia la 72 semana de vi-
da en que tiene lugar la irrupcidén de la madurez sexual

(Higgins y col., 1981).

En este momento los andrdgenos en plasma se incremen
tan considerablemente (Moguer, 1977; Cdrpechot y col.,
1981). La concentracidn de testosterona en plasma, que du-
rante la etapa anterior mantenia valores similares a los
de DHT, se incrementa notablemente hacia 1la 72 semana, SO-
brepasando los niveles de DHT y mantenié&ndose ya, basicamen
te, estos niveles durante la vida adulta (fig. 10). Junto
con este aumento de los niveles de testosterona en plasma,
se da un crecimiento r3pido del tejido prostdtico (ver 3.1,
fig. 18), lo que conlleva a una pronunciada sintesis de pro
ductos de secrecidén (Higgins y col., 1981). El tratamiento
con estrdgenos en este periodo conduce a cambios similares
en la madurez sexual, aunque menos dridsticos que los que se

producen cuando se administran en el periodo neonatal.



1.6.4. La madunez sexual

Durante la vida adulta, y bajo la influencia de
los andrdgenos, el peso de la glidndula, la organizacidn ce
lugar y su funcién 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 ﬁréstata son del orden de 3 ng/ml y

15 ng/g, respectivamente, mientras que los valores encontra
dos en testiculos son unas 100 veces superiores (Cdrpechot
y col., 1981).

La DHT, el princiﬁal metabolito de la testosterona en
prostata (Morfin y col., 1978), alcanza concentraciones en
prostata ventral de rata de 15 ng/g, mientras que en plasma
sus niveles son unas cuatro veces inferiores a los encontra

dos para la testosterona (Cérpechot y col., 1981).

La colesterogénesis en prdstata ventral de rata man-
tiene un ritmo circadiano pero, al contrario de lo que su-
cede con la hepatica, es predominante por el dia (Schaffner,
1981). E1l tratamiento con estrdgenos causa, en esta etapaa,
efectos similares en la prdstata a los producidos por la
castracidén en este mismo periodo. Esto muestra la estrecha
correlacidn de los andrdgenos con los tejidos accesorios se

xuales (Tesar y Scott, 1964; Higgins y col., 1981).

1.6.5. EL envefecimiento

En ratas macho de 18 meses la produccidn "in vitro"
de testosterona en los testiculos a partir de progesterona
es menor que la que se produce en las ratas adultas de 4 me
ses (Eik-Nes, 1970; Chan y col., 1977). Del mismo modo, la

concentracién de testosterona en suero de ratas seniles es



inferior en todo momento a la encontrada en ratas adultas,
pudiendo disminuir hasta un 50% (Ghanadian y col., 1975;

Kaler y Neaves, 1981). El ritmo circadiano observado en es
tas ratas, no sdlo se conserva, sino que se reproduce, aun

que a niveles mds bajos (Chan y col., 1977).

Una glandula como la §r6stata que necesita del aporte
continuo de esteroides para el mantenimiento de su funcidn
fisiolégica depende de gran medida de sus receptores hormo
nales. E1 nimero de estos receptores por célula disminuye
progresivamente con el incremento de la edad, sin embargo,
la afinidad de unién a la hormona es esencialmente idénti-
ca a la encontrada para ratas adultas (Shain y col., 1973,
1975) y su nimero se reduce hasta un 50% (Boesel y col.,
1980).

Por otro lado, la concentracidn de proteina PBP (que
une inespecificamente esteroides) se incrementa con la edad
y decrece ligeramente a partir de los doce meses (Heyns y
col., 1977).

Las células epiteliales de la prbstata 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 c&lulas epite
liales. Al mismo tiempo con la edad aparecen apdxidos de
colesterol en la secrecidn prostidticas de hombres de edad

avanzada (Shaffner, 1981).

En el hombre y el perro de edad avanzada se produce
un fendmeno bioldgico que se desarrolla en todos aquellos
organismos que tienen un funcionamiento prostatico y hor-
monal normales, la hiperplasia o adenoma de la préstata,
que se caracteriza por un aumento del niimero de las cé&lu-

las asi como por un aumento en el peso de la gléndula.



La prdstata hiperplasica acumula grandes cantidades
de Zn (@yorkey 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 50-reducta
sa, que transforma testosterona en dihidrotestosterona,
son m3s altos en el estroma que en el eﬁitelio (Bruchovs -
ky y col., 1981; Krieg y col., 1981) con respecto a valo
res en prdstatas normales. Esto estd en correlacidn con
los estudios de Cunha y col., (1981) que involucran al es
troma en el crecimiento e integridad funcional del epite-
lio. La hiperplasia se desarrolla de forma espontdnea en

la prdostata dorsal de la rata pero no en la ventral.

El estradiol y la prolactina se sabe que acumulan el
Zn en la prdostata dorsolateral de la rata (Munizing y col.
1977) estos y otros experimentos (ver Morfin y col., 1978)
muestran que la aparicidn de la hiperplasia podria estar
correlaccionada con factores externos a la prdstata tales co-
mo estradiol, prolactina, insulina y espermina (Edwards y
col., 1976; wung y col., 1976; Ehrlichman y col., 1981).

1.7. LIPIDOS EN LA PROSTATA

Haciendo un breve recorrido cronoldgico, los prime
ros trabajos sobre lipidos en la gladndula prostatica se
remontan a 1873 en que Tompson comunica la presencia de
material con doble refraccidn en préstata humana. Estas
investigaciones fueron confirmadas y ampliadas en afios su
cesivos. Asi Posner y Scheffer (1909) observaron la pre-
sencia de lipidos en cé&lulas epiteliales y lumen del acino
-prostatico. En la secrecidn prostdtica también se observd
repetidamente la presencia de lipidos (Tomﬁson, 18733

Furbringen, 1881).



En afios sucesivos se emprendieron los trabajos necesa
rios para estudiar, no sdlo lipidos totales, sino también
las distintas clases de lipidos bresentes en la gléandula
prostidtica. Es de destacar, #or ejemflo, los estudios histo
16gicos de Swyer en 1942, emﬁleando la reaccidn de Schultz,
y que demostraron que, en tejido prostdtico humano con hiper
plasia, existe mdas colesterol que el presente en tejido nor
mal. Por otra parte Scott (1945) en estas prbostatas encuentra que

el colesterol esterificado es el 10% del colesterol total.

Mas tarde la investigacidn se centrd en el estudio de
la biosintesis de 1lipidos prostdticos y de su control hormo
nal, Nyden y Williams-Ashman, en 1953, incubaron cortes de
tejido prostatico de rata, tanto normal como castrada, con
acetato y fosfato marcados radiactivamente. En todos los
casos se obtuvieron lipidos marcados, si bien la castracidn
disminuye la lipogénesis y la respiracidén celular. La admi-
nistracién de testosterona a estas ratas parece restablecer
estos parametros. Comparando la cantidad de fdsforo incorpo
rado a material lipidico con la corresbondiente de acetato,
Nyden y col. comprobaron que los andrdgenos afectan de mane
ra acusada la cantidad de acetato radiactivo que se introdu
ce en 1lipidos. Sin embargo, los andrdgenos ejercen una in-
fluencia minima sobre los compuestos fosforilados, de los
cuales los mas afectados son los fosfolipidos. Hay que resal
tar, en la valoracidn de los resultados anteriormente expues
tos, que estos autores trabajaron con actividades especifi-

cas sumamente bajas.

En la misma linea que lo exﬁuesto anteriormente,
Farnsworth y Brown (1961) obtienen, en incubaciones "in vi
tro", con prdstata, una estimulacién de la sintesis, tanto
de acidos grasos como de proteinas, en respuesta a concen-
traciones de testosterona del orden de 10-7M. Seglin esto,

la sintesis de acidos grasos de cadena larga en prdstata



estid bajo control hormonal. Es de destacar no obstante,
que la repeticidn de estos experimentos por Hollander
(1963) se llevd a cabo con serias dificultades. Esta inves
tigacidén encontrd, sin embargo, que existe una actividad
de acetil-CoA carboxilasa en homogeneizados de prdstata, y
que su actividad estid estimulada por el citrato en concen-
tracidn 10—4M.

Doeg, en 1968, planted unos ensayos en los que, me-
diante la incorporacidn de (1—14C) acetato "in vivo", ob-
servd que los lipidos previamente sintetizados se encuen-
tran localizados en gran cantidad en las mitocondrias. Es
tas mitocondrias, obtenidas de §r6statas de ratas en 1la
pubertad, presentan los liﬁidos radiactivos unidos prefe-

rentemente a la membrana.

Miyao, en 1965, estudiando el colesterol y los fosfo
1ipidos presentes en las secreciones prostdticas de perro
y rata, observd que el colesterol administrado por via pa-
rental se encontraba en la secrecidn prostatica. Ahora
bien, cuando afios mds tarde (Moon y Bunge, 1970) se tratd
de encontrar una correlacidn entre el colesterol presente
en plasma humano y el colesterol del semen, no se llegd a

ningidn resultado satisfactorio.

A pesar de la importante presencia de lipidos en mem
branas prostaticas (Doeg, 1968), son pocos los estudios
que se han realizado sobre los distintos tipos de fosfoli-
pidos presentes en prdstata. Rajalakshmi y col. en 1973
separaron fosfolipidos de 1los liﬁidos totales, y cuantifi-
caron sus diferentes clases. Estos autores hallaron que la
fosfatidil colina, seguida de la fosfatidiletanolamina,
son los dos fosfolibidos m3s abundantes en prdstata dorso

lateral de cobaya.

También merecen especial atencidn por su importancia



clinica los estudios, tanto de la hiperplasia benigna como
del adenoma y del carcinoma prostidticos. 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 cuantificé el

contenido de colesterol por cromatografia de gases.

-

Por Gltimo, déstacaremos que el colesterol y sus
derivados, son con mucho los mids estudiado de entre todos
los 1lipidos de la prdstata. A esto ha contribuido la impor-
tante labor sobre la colesterogénesis prostdtica realizada
por el grupo de Singhal en el instituto de Microbiologia de
la Universidad Estatal de New Jersey (USA), y que ha sido

recopilado en una revisién por Schaffner (1981).
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1.8. OBJETIVOS

Como se ha descrito en la introduccién, la prdstata
constituye una regidn anatdmica con una funcidn no bien es
tablecida como gldndula sexual accesoria o secundaria, y
que ha sido estudiada ampliamente en los dltimos afios 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 accidn fisioldgica de 1los éndr6genos, en sus
tejidos diana. Se han encontrado un gran nimero de analo-
gias entre los procesos de hiperplasia prostdtica y la res
puesta de la glidndula a la administracidn de testosterona

a ratas previamente castradas.

Se admite hoy en dia que un 807 de los hombres de
mids de 60 afios presentan, en mayor o menor grado, el adeno
ma o hiperplasia prostadtica (vital statistics), siendo pre
ciso la estirpacidén de la gladndula en uno de cada siete ca
sos. Por otro lado, es bien conocido que el cidncer de prds
tata es la segunda causa mi3s comiin de muerte por cancer en
el hombre. Dada la estrecha correlacidn 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 andlisis de los lipidos celula
res, en particular los de la membrana, de forma semejante
a la realizada con proteinas y &dcidos nucleicos para esta

blecer comparaciones.

Teniendo en cuenta los pocos trabajos existentes de
dicados al estudio de los lipidos de la prdstata a lo lar-
go de su desarrollo y a que, de éstos, una gran parte se
dedican al colesterol y sus derivados, y pocos al estudio

de los triacilglicéridos, dcidos grasos y fosfolipidos;



en el presente trabajo se persiguen los siguientes objetivos

12) Estudio cualitativo y cuantitativo pormenorizado
de los acidos grasos presentes en fosfolipidos,
triacilglicéridos, dcidos grasos libres y lipi-
dos totales, asi como estudio cuantitativo de
fosfolipidos y triacilglic@ridos de prdstata ven

tral de rata.

22) Estudio de la biosintesis de acidos grasos, tria
cilglicéridos y fosfolipidos en sistemas'"in vi-
Lno" e "4An vi{vo" a lo largo del desarrollo animal,

con especial atencidn a la pubertad.

32) Estudio de la accidn de andrdgenos sobre la bio-

sintesis lipidica.



IT. MATERIALES Y METODOS



2.1, MATERIAL BIOLOGICO

Todos los experimentos se realizaron con ratas Wis-
tar macho, de diferentes edades, segiin el requerimiento de
cada ensayo. Las ratas fueron criadas y mantenidas en un es-
tabulario a temperatura y humedad controladas, con 12 horas
de luz y 12 de obscuridad alternativamente. La dieta de man-
tenimiento es UAR de Panlab y su composicidén se detalla en
la tabla I. E1 agua se suministra ad £{b{tum. Las ratas Wis
tar empleadas en este trabajo tienen la relacidn edad-peso
que se muestra en la figura 12. Se van a resaltar algunos pe
riodos del desarrollo de las ratas con la siguiente relacidn

edad-peso:

inmadurez sexual ....... por debajo de 120 g8,
prepubertad (entre la 32 y la 6= semana)

pubertad .....cii00000nn 160-220 g (de 40-60 dias)
adultas jovenes ........ 220-320 g (de 60-80 dias)

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

En los experimentos se utilizd la prdstata ventral de rata,
exclusivamente. Estos 16bulos son los mas accesibles de 1la
glidndula y los mds abundantes en masa, y su localizacidn en

el sistema urogenital de la rata macho se observa en la figura 13.

Para la extraccidn de la prdstata las ratas se anes-
tesiaron con eter y se sacrificaron por exanguinacidn (ope-
racidén llevada a cabo entre las 12 y las 14 horas). Inmedia
tamente después de realizada la extraccidn de los dos 1l8bu-
los, se limpian de todo resto de tejido adiposo adherido, y
se pesan con rapidez en capsulas de pladstico. Durante todo
este tiempo se mantiene la prdstata sobre bafio de hielo a

4°C. La glidndula se utiliza siempre inmediatamente después



Vitaminas

Vitamina A
Vitamina D3

Vitamina B1

Vitamina B2 cesesns

Vitamina B3 teosens

Vitamina B6
Vitamina B12
Vitamina E .
Vitamina K3

Vitamina PP

Acido folico .....

Biotina ...

Colina

TABLA I

Composicidn de la dieta completa de

mantenimiento para ratas UAR AO4, PANLAB

Composicidn

1580 "

Cereales, azlicar ....cceseeeesees 8,317

Proteinas vegetales (turtd) ..... 6,97%

Proteinas animales ...ccoeeveeees 6%

Complemento vitaminico-mineral... 4%

Caracterfsticas

Proteina bruta ...eeceveccccsness 177

Lipidos ceveceenann Ceeteenccacana 3%

Gllicidos ....veeen. ceeecens ceeees 58,7%

Celulosa ....... creerenas chesnnne 4,3%

Minerales ......c.cv.. tesectesnenaas 5%

Minerales

...... 8.500 U.I./Kg P.....o.. 5.900 mg/Kg

...... 2.020 " Ca eeco... 6.000 "

...... 7 mg/Kg K..eeoeoo 6.000 "
6,5 " Na ....... 2,400 "
16,5 " Mg ceevens 2.130 "

cesenns 2,15" Mn ....... 80 "

...... 0,02" Fe cceeese 240 "

.o 33 " Cu .o 29 "

...... 2,50" Zn cienen 85 "

...... 75 " CO civeens 1,55"
0,50" I........ Aportado en forma asimila

i 0,04" ble por algas marinas.
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Figuta 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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de ser extraida, salvo en los casos en que se procede a su
congelacidn para ser liofilizada o utilizada como préstata

fria en las extracciones de lipidos.

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

Se realizaron dos tibos de experimentos "in vivo" pa
ra estudiar 1la incorporacian de acetato (14140) a las dis-
tintas clases de lipidos de prdstata ventral: a) ratas adul
tas, sometidas a tratamiento para retrotraer y regenerar sus
prostatas; b) ratas que se encuentran en distintas etapas

del desarrollo.

Se describe a continuacidn el método para obtener prds
tatas, de ratas adultas, que regeneran sus tejidos. Y des-
pués se procederd a describir el método de suministrar el
marcador isotdpico, tanto a estas prdstatas como a las norma

les.

2.2.1. Contnol de Ros niveles de andrbgenos y del
crecimiento prosthtico

Para conseguir prbstatas en pleno periodo de regene
racidén, como el que se da en la prepubertad y en la pubertad,
y dada la dificultad de estandarizar estas etapas An vivo,
debido a la corta duracidn de las mismas, se procede a su ob

tencidén de forma provocada.

Mediante la castracidn del animal adulto, se consiguen
prostatas semejantes a las de ratas en la etapa inmadura.
Después, se suministra un andrfgeno y se logran prdstatas en
un estado de regeneracidn intenso y homogéneo, como el que

se da en la pubertad.



La castracidn de ratas adultas se ha realizado como se
describe en el siguiente apartado. A los 7 dias de practica-
da la operacidn, el peso de la prdstata es aproximadamente
un tercio de su peso anterior a la castracidén y equivalente
al que muestran las ratas en la etapa inmadura (ver 3.1).
Los niveles de testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT)
en plasma descienden tanto que no son detectables por RIA

(Corpéchot y col., 1977).

Para conseguir que la prbéstata de rata adulta, des-
pués de la castracidn, regenere sus tejidos y aumente de
peso, es suficiente restablecer los niveles de DHT en plas
ma. Esto se consigue inyectando subcutineamente al animal
testosterona, lo que demuestra que la DHT se puede formar
por un metabolismo extratesticular de la testosterona (Cor
péchot, 1981), debido a lo extendido que se encuentra la

enzima 50-reductasa en otros tejidos de rata.

Las concentraciones de testosterona, & de DHT, utili
zadas para conseguir que las prdstatas regeneren su peso y
células, se han elegido de acuerdo con la bibliografia exis
tente (ver 3.1) y con los trabajos de Blondeau y col. (1982),
estos autores estudian la variacién en el tiempo de la tes-
tosterona en plasma y de la dehidrotestosterona en préstata
de ratas de 300 g, castradas 24 horas antes, y a las que se
suministra por via subcutdnea 75 ug de testosterona. Obtie-
nen como resultado una vida media de testosterona en plasma
y de dehidrotestosterona en prdstata de 3 y 12 horas res-
pectivamente (figura 14). En dicha figura se observa, ade-
mas, que los niveles de testosterona en plasma alcanzan va
lores prdximos a los normales (ver figura 10) a la hora de
suministrada la testosterona. Por todo lo visto anteriormen
te, y para que los niveles de andrdgeno 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 sésamo, por via subcutinea

y diariamente, a animales de 300 g de peso, durante los cua-
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DHT en prdstata en pmol/g. Cada medida se lleva a cabo por tri

plicado en dos muestras individuales. Segin Blodeau y col., 1982.



tro dias que ha durado la regeneracidén de la prdstata.

2.2.2. Castracdibn quirndrgica

Se ha llevado a cabo, mediante orquidectomia bila
teral, segin se indica a continuacidn. El animal, una vez
anestesiado, se coloca en posicidn decibito supino. En caso
de retraccidén de los testiculos en la cavidad abdominal, se
ejerce una ligera presidén sobre la pelvis para hacerlos ba-
jar a la regidndel escroto. Se realiza una incisidén longitu
dinal sobre la piel de cada testiculo, se sujeta &€ste con
una pinza cuidadosamente y, entonces, se cortan las capas
conjuntivas que lo envuelven, hasta que el testiculo quede
totalmente libre. El1 cordén espermidtico, que comprende los
vasos sanguineos y el conducto deferente, se liga doblemen
te, y se corta entre ambas, quedando de este modo extirpado
el testiculo. Con el otro se procede de modo andlogo, sutu-
rando la tlnica conjuntiva, posteriormente, con puntos suel
tos, y de igual modo se procede con la piel. Posteriormente
se aplica un desinfectante en los puntos de sutura., lLas ra-

tas se mantienen en las condiciones indicadas en 2.1.

2.2.3, Aponte de acetato (1-14C) a La prbéstata

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 prdstatas en esta
do de regeneracidén, se procede a la inyeccidn en prdstata

de acetato (1—14C).

El acetato sddico (1-14C), de actividad especifica 56
mCi/mmol, fue disuelto en tampdn fosfato 50 mM, pH 7'4, hasta

concentracién 0'5 mCi/ml. La inyeccidn de acetato (1—14C) se



realiza directamente en prdstata, del modo siguiente: una
vez anestesiadas con eter y, en posicidn dec@bito supino
en la mesa de diseccidén, se hace una incisidn longitudinal
de unos 2 cm en el abdomen de la rata, justo a la altura
de la préstata. Los l8bulos de la préstata ventral son en-
tresacados, teniendo mucho cuidado de no dafiarlos, con ayu
da de unas pinzas. En este momento se procede a inyectar
(con microjeringa Hamilton de 10 ul de capacidad) el aceta
to (1—14C). Dependiendo del tamafio de los l6bulos se reali
za una, o dos inyecciones (una en cada 1l8bulo) de 5 uCi de
acetato. En las ratas pequefias en estado inmaduro solo se
distingue un 18bulo a simple vista. Ridpidamente se cose el
peritoneo y posteriormente la piel de la rata con puntos
sueltos, y se deja que el animal se recupere durante 1 hora,
transcurrida la cual se sacrifica, y se extrae la prdstata

como se indica en 2.1.

Cada una de estas préstatas se homogeniza como en
2.3.1.1. E1 homogenizado se transfiere a un tubo B-29, de
60 ml, con tapdn esmerilado, para ﬁroceder a la estraccidn
de los lipidos que se separaran, o no, en las distintas cla
ses (2.4) para medir su radiactividad, seglin se indicara

mas adelante (2.6).

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

2.3.1. Preparados enzimdticos

El tejido prostidtico se prepard de dos formas dis
tintas, sistemas libres de células, y tejido troceado, se-

gin se indica en cada experiencia.



2.3.1.1. Sistema Libne de cblulas

Se entiende por sistema libre de cé&lulas todos
aquellos sistemas en los que la integridad celular, eviden
ciada por la presencia de una membrana plasmidtica intacta,
ha sido destruida. Estos sistemas libres de c&lulas corres
ponden en nuestro caso a los homogenizados en medio tampo-
nado. A este fin, una vez extraida la prdstata y troceada
finamente con tijeras, (siempre en bafio de hielo) se proce
de a su homogenizacidn, con Potter-Elvehjem de vidrio y ém
bolo de tafldn en dos soluciones reguladoras: tris 50 mM,
pH 7'4, & solucidén de Hank pH 6'6, siempre en proporcidn
3:1 (v/p).

El émbolo de tefldn se fija a un motor que se hace gi
rar a bajas revoluciones, hasta conseguir una buena homoge-
nizacidn. Después de filtrar el homogenizado por triple ca
pa de gasa, el filtrado se centrifuga a 1400Xg durante 10
minutos, a 4°C (centrifuga Kontron Hermle ZK 400) para eli
minar nicleos, membranas, c&lulas intactas y otros restos
celulares. El sobrenadante, cuidadosamente decantado para
evitar el paso de la capa de grasa, constituye el denomina
do preparado enzimdtico sobrenadante. E1 homogenizado obte
nido antes de la centrifugacidn se conoce como preparado en
zimdtico "total". Ambos preparados son utilizados en esta

Tesis.

2.3.1.2. Tefido troceado

El "tejido troceado" es una variedad en cuanto
a la forma de hacer preparaciones de tejidos aislados. Se
utiliza en aquellos casos en que, como ocurre con la prds-
tata, el tejido sea lo suficientemente grande como para di
ficultar su incubacifn directa. Para ello, una vez extrai-

da la prdéstata, se pesan lotes entre 20-120 mg segiin el ca



so, y se dividen en trozos de tamafio adecuado, procurando

no realizar demasiados cortes, para evitar la disgregacidn
excesiva del tejido. El tejido asi preparado, se introduce
en tubos de incubacidn, a los que previamente se ha adicio

nado el medio en el que se va a realizar la incubacidn.

2.3.2. Medios de Lincubaciébn

Los medios de incubacién concretos, tiempo, cofac
tores, precursores radiactivos, etc., varian seglin los expe
rimentos, y se detallan en cada caso. En este apartado sélo

se dan los medios bidsicos y su preparacién.

Se han utilizado, bidsicamente, dos medios de incuba-
cidn, sobre los que se realizan las modificaciones indicadas

en cada experimento. Estos medios son los siguientes:

- Medio de incubacidén tris-fosfato:

Contiene tris y fosfato potdsico en una concentra-
cidén de 30 y 20 mM respectivamente, y un pH de 7'4. El1 me-
dio "tris-fosfato enriquecido", contiene ademlds: ATP 6'0
mM, CoA 0'5 mM, NADPH 1'0 mM y MgCl2
productos se disuelven previamente en tampon fosfato 50 mM,

pH 7'4.

2'0 mM. Todos estos

-~ So0lucidén salina de Hank:

En disolucidn acuosa contiene las siguientes sustan
cias: NaCl 137 mM; KC1 5'3 mM; MgCl, 1 mM; MgSO4 0'83 mM;
Na,HPO, 0'43 mM; KH,PO, 0'43 mM; glucosa 6'0 mM. E1 pH de
esta solucidn es 6'6, pero puede elevarse a pH de 7'4, con
una solucidn isotdnica de bicarbonato s6dico al 1'4%, obte

niéndose asi la solucidn balanceada de Hank.

. . iy = 14
Como precursor radiactivo se utilizé acetato (1-" 'C),

preparado segin 2.2.3, adicionandolo al medio de incubacidn



con micropipetas. La cantidad adicionada es 1 uCi/ml, sal

vo en los casos en que se indiquen otras concentraciones.

El sistema generador de ATP, que se ha utilizado, es
ta basado en el método de Schumm y col. (1973). Consiste en produ
cir ATP gradualmente durante todo el tiempo de incubaciédn.
Para ello, se adicionan 35 U/ml de piruvato quinasa al me-
dio. La concentracidn de ATP del medio es 2 mM, y la de
fosfoenolpirivico 2'5 mM. Este {iltimo compuesto se adicio-

na cada 10 minutos (1'0 mM) al medio de incubacidn.

El inhibidor de proteasas PMSF (fluoruro de fenilme
til-sulfonilo) se prepard en el medio de incubacidn elegi
do del modo siguiente: a una disolucidn 10 mM de PMSF en
acetona se le adiciona 1/10 de la solucidn tampdén, a la
temperatura de ebullicidén, con lo que la acetona se evapo
ra y el PMSF queda suspendido en el medio. La concentra-
cidn adecuada (1 mM) se obtiene adicionando la disolucidn

tampdén elegida en frio.

La dihidrotestosterona y la testosterona solubiliza
das en Tween se preparan disolviendo, 90-800 ug de cada una
de ellas en acetona y posterior adicidn a la disolucidn de

5 ul de Tween. Esta mezcla se evapora hasta sequedad,
y el residuo se redisuelve en solucidn salina de Hank
(0'5 ml). Se obtiene asi una suspensidén homogénea que se
adiciona a 1'5 ml de medio de incubacidn. Es conveniente

una agitacidén intensa de la misma antes de su utilizacién.

2.3.3. Incubacibn y contrhol del crecimiento bacteriano

Las incubaciones se realizan en tubos B-29, con
tapdn esmerilado, de 60 ml de capacidad, y que han sido
deslipidizados previamente con cloroformo-metanol 2:1

(v/v). A cada tubo, mantenido en bafio de hielo, se adicio



na la cantidad de medio de incubacidn, preparado enzimdtico
y el precursor radiactivo indicados en cada experimento. En
este momento, se procede a gasear los tubos con una mezcla
del 957 02 y 5% CO2 (en aquellas incubaciones en que se en
riquece el medio con 02). Finalizado el gaseado se tapan
los tubos y se procede inmediatamente a su incubacidén. To-
das las incubaciones se realizan a 37°C (en bafio de agua
Herdn, con agitacidn mecd@nica constante). E1 volumen y el
tiempo de incubacidén varian segiin se indica en cada expe-
riencia. Al finalizar las incubaciones se detiene la reac
cidén introduciendo los tubos en bafio de hielo, y adicidén ria
pida de 2'l volimenes de metanol y 1 volumen de cloroformo.
Queda asi desnaturalizada la proteina y dispuesta la mues-

tra para el aislamiento de lipidos como se indica en

2.4.1, sin repetir esta primera fase de la extraccidn.

En los ensayos destinados a controlar el crecimiento
bacteriano, las incubaciones se detienen al sumergir los tu
bos en bafio de hielo, sin afiadir ningiin otro producto. Del
medio se extraen 0,5 ml, para observar el crecimiento bacte
riano. Estos 0,5 ml se siembran en una placa que contiene
un medio de cultivo esteril. Se incuban durante 24 horas a
37°C y se cuentan las colonias bacterianas. La extensidn de
las placas 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, después de esterilizar a

120°C durante 20 minutos.

Para disminuir el riesgo de contaminacidén, los medios
de incubacidn se preparan siempre en el momento de ser uti-

lizados.

En todos los ensayos las incubaciones se realizan por
duplicado, repitiéndose cada ensayo al menos 3 veces para
minimizar en lo posible el error en la eleccidn de la edad

de la rata y las diferencias entre individios distintos.



2.3.4. Detenrminacibn de proteinas

La valoracidn de proteinas se realiza en el homo
genizado total. Es esencialmente importante calcular la
concentracidn de proteinas y mantenerla constante en las
incubaciones cuando los preparados enzimdticos que se uti
lizan son sistemas libres de c&lulas. La valoracidn se rea
1iz6 por el método de Lowry y col. (1951) y se utilizan

los siguientes reactivos:

. Reactivo Folin-Ciocalteau diluido: 1 vol. de reacti

vo Folin-Ciocalteau + 2 vol. de agua destilada.

. Reactivo A: Na2C03 al 27 en NaOH 0.1 M.

. Reactivo B: CuSO 5 H

al 17.

4 - 20 al 0.5% en tartrato sddico

Procedimiento:

En el momento de realizar la valoracidén, se prepara
una mezcla de reactivos A y B en la proporcidén 50 vol. de
A + 1 vol. de B; se pone en cada tubo de ensayo 5 ml de es
ta mezcla y se anade a cada uno de ellos 1 ml de la disolu
cidén problema, cuyo contenido en proteinas esté comprendi-
do entre 150 y 900 pg/ml o entre 10 y 100 pg/ml. Es nece-
sario, por tanto, efectuar las disoluciones adecuadas del
preparado enzimidtico, de modo que la concentracién de pro-
teinas se encuentre entre los limites citados. La mezcla,
después de agitar, se deja a temperatura ambiente durante
10 minutos. A continuacidn se afiade a cada tubo 0.5 ml de
reactivo Folin diluido, se agita y se deja reposar 30 mi
nutos en oscuridad a temperatura ambiente. En los tubos
aparece una coloracidén azul, cuya absorvencia se mide a
500 nm para concentraciones de proteina entre 150 y 900

ug/ml, y a 750 nm para concentraciones comprendidas entre



10 y 100 uyg/ml frente a un blanco, preparado segiin se ha
descrito anteriormente, sustituyendo la disolucidn proble

ma por 1 ml de agua destilada.

La concentracidon de proteinas en el problema se dedu
ce a partir de una curva patrdn construida con los datos
de absorvancia, obtenidos con diferentes disoluciones de
albGmina de concentracidn conocida y dentro de los limites
mencionados. Esta curva patrdn se construye para cada valo
racidén de proteinas. En la preparacidn de estas disolucio-
nes patrdn se ha utilizado, en todos los casos, albiimina

cristalizada de suero bovino.

La valoracidn de proteinas se realiza después de la
incubacidn para evitar la pérdida de actividad de la pro-

teina.

2.4, ANALISIS CUALITATIVO DE LIPIDOS

2.4.1. Adlslamiento de Lipidos totales

A partir de homogenizados, o de troceado de tejido
prostdtico, se solubiliza el material lipidico con disolven
tes orgdnicos como cloroformo y metanol. El contenido en 11
pidos de estos disolventes, asiI como de todos los disolven-
tes utilizados en este trabajo, han sido controlados por
cromatografia en capa fina y gas 1liquido, procediéndose a

su destilacién en caso necesario.

El aislamiento de 1ipidos totales se lleva a cabo se
gin el método descrito por Bligh y Dyer (1959), modificado
por Municio y col. (1974a). Al homogenizado, o en su caso
al troceado de prdstata, en las distintas soluciones utili
zadas, se le adiciona metanol (2'l1 volimenes) y clorofor-

mo (1 volimen). La suspensién del material s&lido en una



sola fase 1iquida, se agita durante 2 minutos. Transcurri
do este tiempo, se adiciona cloroformo (1 volumen) y agua
destilada (1 volumen). Después de agitar enérgicamente en
Mixer durante 1 minuto, se separaron dos fases liquidas
por centrifugacidn a 1000xg durante 5 minutos, recogiéndo
se posteriormente la fase clorofdérmica. La fase acuosa se
volvid a extraer 2 veces con cloroformo (2 volimenes). En
cada extraccidn, la separacidén de fases se lleva a cabo
por centrifugacidén. Al extracto total obtenido se le adi-
ciona sulfato sddico anhidro, se agita, y se deja tapado
durante unas horas en recipientes de vidrio con tapdn es-
merilado. Posteriormente se procede a filtrar el extracto
lipidico, mediante la utilizacidén de papel de filtro
Whatman n2 1. E1 filtrado, en tubos de vidrio con boca es
merilada, se evapord hasta sequedad en un evaporador rota
torio, a 15-20 mm de Hg, a temperatura inferior a 37°C ob
teniéndose un residuo de extracto de lipidos. Este proce-

dimiento se esquematiza en la figura 15.

Por el extracto de lipidos se hace pasar una corrien
te de nitrdgeno, para eliminar los posibles restos de di-
solventes. En las determinaciones cuantitativas es necesa

rio gasear los lipidos hasta pesada constante.

Cuando la extraccidn de lipidos se realiza en tejido
prostatico procedente de incubaciones "in vitro", con me-
nos de 80 mg de préstata hiimeda, se afilade prdstata no ra-
diactiva (prdstata fria) hasta completar esta cantidad,
con el fin de obtener una mejor visualizacidn de los 1lipi
dos en el revelado de las placas de cromatografia y, al
mismo tiempo, reducir las pérdidas de lipidos radiactivos
durante las operaciones de extraccidn. La adicidn de prds
tata fria se realiza entre la primera y la segunda agita-

cidn.

En las experiencias en que se mide la incorporacidn
radiactiva con estos extractos se realizan dos medidas di

ferentes: incorporacidén radiactiva total, y porcentajes



‘Muestra (1 volumen)
Sistema monofdsico 2.1 vol. MeOH, 1 vol. C13CH
Agitacién 2 min. (vibrador)
Sistema bif8sico l 1 vol. Cl3CH, 1 vol. agua

Agitacibn 1 min.

Cen?rifugacién (5 min a 1000 g)

l

Fase superior

2 vol. C13CH

Agitacjl.én 1 min. Centrifugacifn

L

Fase superior

2 vol. C13CH

J Agitacibn,| centrifugaci6n

Fase inferior Fase inferior Fase inferior Fase superior
cloroférmica clorof6rmica cloroférmica (se desecha)

Nt

Extracto lipfdico

Na
Filtraci6n

2SO 4 anhidro

EXTRACTO LIPIDICO

Figuna 15. Esquema seguido en la extraccidn de

lipidos.



de las diferentes clases de l1lipidos sintetizados. Para ello,
se afiade al tubo que contiene el residuo lipidico 1 ml de
cloroformo, y se extraen 100 pHl que se transfieren a viales
de contador de centelleo liquido, determindndose la radiac-
tividad como se indica en 2.6. El1 resto se utiliza para la
separacidn de las clases de lipidos por cromatografia en ca
pa fina (2.4.2). Todas estas operaciones se realizan sobre
bafio de hielo, para minimizar la evaporacidén del cloroformo
y hacer ma3s reproducibles las medidas. En los demds ensayos,
los lipidos, previamente pesados, se almacenan en atmdsfera

de nitrégeno, a -20°C, hasta el momento de su utilizacién.

2.4.2, Sepanracibn de Lipidos: cromatogragila en capa fina

Para la separacidn de las diferentes clases de 1i-
pidos se utiliza la cromatografia monodimensional en capa

fina.

Las placas de cromatografia son de vidrio (20x20 cm),
y se lavan previamente con un sistema cloroformo-metanol
2:1 (v/v), dejdndolas secar al aire. La extensidn del sopor
te adsorbente (silicagel G) se efectud mediante extendedor
Shandon, con un espesor variable comprendido entre 300-1000
pum, segin la cantidad de lipidos a cromatografiar. La sus-
pensidn de silicagel G se prepard, en cada caso, inmediata
mente antes de la extensidn de las placas, en la proporcidn:
6 gramos de silicagel G, y 12 ml de agua destilada, por pla
ca tipo de 300 um. En el caso de placas destinadas a la se-
paracidn del colesterol, y debido a que éste no se visuali-
za en las mismas condiciones de revelado que el resto de los
l1ipidos, es preciso introducir unos miligramos de rodamina-B
en el agua destilada. Las placas, una vez exXtendidas, se de
jan secar a temperatura ambiente y, posteriormente, se intro

ducen en una estufa a 110°C durante 2 horas.



Sobre estas placas se aplican los lipidos, en canti-
dad variable segiin el espesor de la placa, a 2 cm de la ba
se., La aplicacidn se hace en bandas de 2 a 3 cmpor mg de

lipido.

Los sistemas empleados para el desarrollo de las cro
matografias estdn formados por hexano/éter/dcido acéti-
co (70:30:1 en volumen), para los glicerolipidos, y por
benceno/&ter etilico (8:2 en volumen), para el colesterol.
El tiempo de desarrollo cromatogrdfico en el caso de los
glicerolipidos, es el suficiente para que el frente liqui-
do llegue al borde superior de la placa, mads 10-15 minutos
(dependiendo del espesor de la placa) necesarios para que
los monoacilglicéridos se separen de los fosfolipidos. En
el caso del colesterol no es necesario esperar estos 10-15

mintuos.

Las placas una vez desarrolladas, se dejan secar a
temperatura ambiente, con el fin de evaporar los restos de

disolventes.

Las bandas separadas de lipidos se visualizan intro-
duciendo las placas cromatograficas en una cubeta saturada
de vapores de yodo, se deja durante unos minutos y asi el
yodo se retiene selectivamente sobre las regiones donde
han quedado situadas las diferentes clases de 1lipidos, ori
gindndose manchas amarillas perfectamente visibles sobre
el fondo blando de la placa. La identificacidén de las ban-
das se realiza por comparacidn de su recorrido con el de
patrones, por espectroscopia infrarroja, y por andlisis fun
cional, y sdlo en los primeros ensayos es necesario reali-

zar todas estas identificaciones.

Después de enmarcar con un punzdn cada banda, se su-
blima el yodo dejando la placa al aire, o bien calentando
ligeramente en la estufa. Eliminado completamente el yodo,

se raspan cuidadosamente las bandas y se procede a la medi



Figura 16.
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Esquema de una separacidn de lipidos de prdstata
por cromatografia en capa fina. Eluyente: Hexano/
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EC = Esteres de colesterol; TG = Triacilgliceroles
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da de su radiactividad, o al andlisis cuantitativo, segin
se indica en los apartados respectivos. En la figura 16 se

puede ver el esquema de una separacidn cromatogriafica tipo.

Con respecto a las placas en las que se determina el
colesterol, la banda del colesterol se visualiza exponien-
do la placa a la luz ultravioleta, y se identifica por com-
paracidn de su recorrido con el de un patrdn, asi como por
espectroscopia infrarroja, de masas, y por cromatografia
de gases (Alcaide y col., 1980). La banda se enmarca con
un punzdn, y se raspa, depositidndola en un Erlenmeyer para
proceder a la extraccidn del colesterol. Dicha extraccidn
se realiza lavando la silicagel con diclorometano y filtran
do el disolvente (con whatman n2 1) a tubos B-29 de boca
esmerilada que se llevan a un rotavapor para concentrar el
colesterol. La operacidn 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 &ter y se trans
fiere a viales de contador de centelleo. Esta fase etérea
se calienta suavemente en estufa para eliminar el disolven
te y se procede a su contaje radiactivo, como se indica en

2.5 (Recio y col., 1982).

2.4.3. Andlisis de dcidos grasos procedentes del extracto
Lipidico total, trniacilglicénidos, fosfolipidos y
dcidos grasos Libnes.

Los dcidos grasos que entran a formar parte de los
lipidos totales, asi como de las distintas clases de 1lipi-
dos, son analizados por cromatografia en fase gaseosa. La
fase estacionaria utilizada, succinato de dietilenglicol,
separa los distintos acidos grasos en funcidn de su longi
tud y de la polaridad que confieren los dobles enlaces,

por lo que los adcidos grasos deben estar en forma de éste-



:

res metilicos (2.4.3.1). Una vez separados por cromatogra-
fia gas-liquido (2.4.3.2) se identifican los distintos &dci
dos grasos con ésteres metilicos patrones y se procede a
la medida de las &dreas de los picos para la determinacidn

de los porcentajes.

2.4.3.1. Obtencibn y extraccibn de Estenes metilicos

Mediante la metanolisis se obtienen los ésteres
metilicos de los dcidos grasos que entran a formar parte
de las distintas clases de lipidos previamente separadas,

asi como de los lipidos totales.

Reactivos

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

3

Procedimiento

La metanolisis se realiza de acuerdo con el método de
Metcalfe y Schmitz (1961), modificado por Municio y col.,
(1974b). Se utilizan tubos de vidrio de paredes gruesas,
adecuados para la metanolisis. En estos tubos (contenien
do los lipidos totales o bien bandas de silica gel G con
las distintas clases de lipidos) se adiciona, por mg de 11
pido y en este orden, 0'09 ml de benceno, 0'l ml de metanol
y 0'l 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 minutos. Transcurrido este tiempo, los tubos se
dejan enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se

abren.

La extraccidon de los ésteres metilicos de la mezcla

de reaccidn se realiza segiin el esquema de la figura 17



Esteres metilicos (1 volumen)

2 vol. hexano + 1 vol., H,O

2
agitacidén 1 min.

!

fase inferior

2 vol. hexano

agitacidén 1 min.

fases superiores fase inferior
(se desecha)

b
Secar sobre NaZSO4

filtrar

concentrar a sequedad

!

Residuo seco de €steres metilicos

Figura 17, Esquema seguido en la estraccifn de &steres

metilicos.



como se detalla a continuacidn. Sobre la mezcla (1 volumen)
se adicionan 2 volimenes de hexano y 1 volumen de agua des-
tilada, se agita durante 1 minuto con un vibrador, y se de-
ja reposar hasta la formacidén de dos fases. La fase superior
de hexano se extrae y la fase inferior se vuelve a extraer
con 2 volimenes de hexano. A todo el hexano reunido se le
somete a un proceso de secado y concentrado similar al des
crito en el apartado 2.4.1. Los &steres metilicos asi obte
nidos se guardan en atmésfera de nitrdgeno a -20°C para ser
directamente inyectados en el cromat6grafo.de gases, disuel

tos en un pequefio volumen de hexano.

2.4.3.2. Cromatografia en fase gaseosa: andlisis de
bstenes metilicos

El andlisis de los ésteres metilicos disueltos
en un pequefio volumen de hexano, se realiza en un cromatd
grafo de gases Pye Unican Philips con resgistro grafico
Philips PM 8251, equipado con un detector de ionizacidn de
llama de hidrégeno, y con columnas de vidrio de 2 metros
de longitud y 2'0 mm de didmetro interno, rellenas de suc-
cinato de dietilenglicol al 20% sobre cromosorb W-HP
(80-100 mallas). En el cromatbSgrafo se opera con un gradien
te discontinuo de temperatura de 150 a 178°C (8 minutos a
150°C, tras los cuales aumenta la temperatura en 4°C por mi
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. E1 flujo de gas portador es
de 30 ml/min.

Los cromatogramas se realizaron a las atenuaciones que
se indican en cada caso. 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 concentracio-



nes calculadas para los distintos dcidos grasos se estable
cen por comparacidn con patrones de ésteres metilicos de

los diferentes acidos grasos.

2.5. ANALISIS CUANTITATIVO DE LIPIDOS

Con el fin de éonocer la variacidén en el contenido
de fosfolipidos, triacilglicéridos, y dcidos grasos libres
de préstata ventral en dos etapas del desarrollo de la ra-
ta, inmadura y adulta, se valoran estos lipidos cuantitati
vamente por dos métodos. En uno se utiliza la cromatogra-
fia gas liquido mediante el empleo de un patrdén interno, y
en el otro se utilizan métodos colorimétricos para la de-
terminacifn cuantitativa de triacilglicéridos y fosfolipi

dos.

Para estas determinaciones cuantitativas se realiza
ron cromatografias preparativas y en capa fina y de modo
anilogo al descrito en el apartado 2.4.2. Las distintas
bandas de lipidos ya separados se raspan de las placas, y
se depositan en tubos de metanolisis para las determinacio
nes cuantitativas por cromatografia de gas liquido. En las
determinaciones colorimétricas, las bandas raspadas de
triacilglicéridos se depositan en tubos de boca esmerilada
B-29, para proceder a su extraccidn, y las bandas corres-

pondientes a los fosfolipidos se pasaron a matraces Kjeldhal.

2.5.1. Método por cromatogragfa en fase gaseosa con
patrbn Lntenno

Este método es aplicable a la determinacién cuanti
tativa de las distintas clases de lipidos; dcidos grasos 1i
bres, triacilglicéridos y fosfolipidos, asi como para cono-

cer el contenido en &dcidos grasos de extracto lipidico to-



tal. Se basa en la formacidén de ésteres metilicos de 1los
dcidos grasos, y cuantificacidén de €stos mediante la adi

cidén de un dcido graso, como patrdén interno, a la muestra.

La metodologia utilizada es una modificacidn del mg
todo de Christie y col. (1970). Se utiliza como patrén in-
terno el dcido undecanoico (11:0) ya que no se encuentra
presente entre los dcidos grasos existentes en los lipidos
de prdstata ventral de rata. El patrdn se adiciona como
dcido graso libre, antes de proceder a metanolisis, en las
cantidades siguientes (referidas al total de los lipidos

de partida):

- 4-5% para la determinacidén con lipidos totales
- 0'2-0'3% para los fosfolipidos y triacilglicéridos

- 0'02 y 0'1% para los adcidos grasos libres

Dichas cantidades fueron establecidas en ensayos pre
vios, de tal forma que el drea correspondiente al pico pa-
trdn sea lo suficientemente grande como para minimizar el

error de calculo.

Para obtener la cantidad (en peso) de los lipidos en
la muestra se multiplica la cantidad (en peso) de sus dci-~
dos grasos por un factor, que se calcula dividiendo el pe-~
so molecular de la molécula que se considera como si fuese
una especie molecular del &cido graso patrdn, por el peso
molecular del éster metilico del &dcido graso patrdén multi-
plicado por el n2 de dcidos grasos contenidos en la molécu
la. Asi, para cada una de las clases de 1lipidos el corres-

pondiente factor (F) es:

Triacilglicéridos

PM (glicerol + 3(11:0) - 3H20)

3 x PM ester metilico (11:0) = 0.993291




Fosfolipidos

PM( glicerofosforilcolina + 2(11:0) - 2 H
2 x PM ester metilico (11:0)

0)

2 _1.4845883

F =

Acidos grasos libres

- PM-11:0
1 x PM ester metilico (11:0)

F = 0.926975

La validez de &ste método ha sido establecida por com
paracidn con determinaciones colorimétricas de triacilglic@
ridos (Skidmore y Entenman 1962) y de fosfolipidos segin la
técnica de Rouser y col. (1966). Estos métodos se exponen

mas adelante.

2.5.2. Método colornimétrico para f§osfolipidos y
trhiacilglicénidos

Los resultados obtenidos en las determinaciones
cuantitativas de fosfolipidos y triacilglic&ridos segin el
método de Christie y col. (1970), se confirman con los pro

cedimientos colorimétricos que se describen a continuacidn.

FOSFOLIPIDOS: E1 fundamento de este método consiste en la

liberacidén de fésforo inorginico mediante tratamiento con
dcido perclérico, seguida de la formacidn de fosfomolibdato

que, al reducirse, forma un complejo de color azul.

Reactivos: Acido percldrico al 70% (p/v); molibdato amdni

co al 2'5% (p/v); dcido ascdrbico al 10% (p/v), ¥y KHZ(POA)‘

Procedimiento: Una vez eliminado el yodo de las placas cro-

matograficas, se transfieren los fosfolipidos, junto con el
soporte cromatogridfico, a matraces Kjeldhal, que se calien-

tan suavemente para eliminar cualquier resto de disolventes.



El conjunto de los matraces se somete a las operaciones que
se describen a continuacidn, basadas en el método de Rouser

y col. (1966), modificado por Mejias y col. (1977).

Una vez enfriados, se adiciona a cada matraz 0'9 ml
de acido percldrico al 70%, y se colocan en un bafio de are
na a 250-260 °C (25 minutos) con el fin de mineralizar el
fésforo organico. Transcurrido este tiempo se retiran los
matraces y se dejan enfriar a tem@eratura ambiente. A cada
matraz se adicionan 7 ml de agua destilada, 1 ml de molib-
dato aménico y 1 ml de &cido ascdrbico. Los matraces se ca
lientan posteriormente en bafio de agua hirviendo (7 minu-
tos) al cabo de los cuales se detiene la reaccidn por inmer
sidn en bafio de hielo. Seguidamente se centrifugan las mues
tras para eliminar el dcido silicico, a 900xg durante 5 mi-
nutos y, por Ultimo, se miden las absorbancias a una longi-
tud de onda de 820 nm, en espectrofotdmetro Bausch-Lomb,
(Spectronic 20), equipado con filtro rojo frente a un blan-
co realizado con silicagel de una zona de la placa de croma
tografia exenta de lipidos, sometido a las mismas condicio-

nes que las muestras problema.

Los microgramos de f6sforo se obtuvieron, interpolan
do las densidades dpticas en una curva patrdn construida con
cantidades conocidas de KHZ(PO4). En este caso, se elimi-
nan el paso previo de mineralizacién del fdsforo. La concen
tracidn de fosfolipidos presentes en la muestra se ha dedu-
cido asumiendo como peso molecular medio el del dipalmitoil

fosfatidil colina (1,2, dipalmitoil-sn-glicero-3-fosforilcolina).

TRIACILGLICERIDOS:

Una vez efectuada la cromatografia en capa fina, el
dcido silicico correspondiente a la banda de triacilglicéri
dos se transfiere a un tubo B-29 de boca esmerilada, con el

fin de extraer esta clase de lipidos. El1 proceso de extrac-



cidén transcurre de acuerdo con los siguientes pasos:

1) A los triacilglicéridos adsorbidos sobre el &dcido
silicico se les afiade 10 ml de cloroformo, y se agitan du-
rante 2 minutos en un Mixer, centrifugando a continuacidn
a 1800xg, y extrayendo la fase clorofdérmica. El proceso se
repite tres veces para asegurar la extraccidn total de los

lipidos.

2) Se retinen las tres fases clorofdrmicas y se evapo
ran a sequedad en un evaporador rotatorio, gaseando los

triacilglicéridos extraidos con nitrégeno.

El residuo seco de triacilglicéridos se valora de
acuerdo con el mé&todo de Skidmore y Entenman (1962), modifi
cado por Mejias y col. (1977), basado en la transformacidn
de los é€steres en acidos hidroxidmicos, que a su vez forman
con el ién férrico (Fe3+) un complejo coloreado. Para ello
se diluye el residuo en &ter, se le afiade el reactivo de
hidroxilamina (disolucién de NaOH en etanol reactivo m&s hi
drocloruro de hidroxilamina en etanol, centrifugado todo 5
min a 500xg), y se hace la reaccidén a 60°C en atmdsfera de
nitrégeno. Luego se afiade el reactivo de Fe3+ (perclorato
férrico), y a los 30 minutos se mide la coloracidn obteni-
da. La cantidad de este complejo se determina colorimétri-
camente mediante la lectura de las densidades dpticas a 530
nm, en un colorimetro. Las cantidades de triacilglicéridos
se obtienen contrastando las densidades dpticas frente a
una curva patrdn construida con una solucidn clorofdérmica
de triacilglicérido de concentracidn perfectamente conoci

da (en nuestro caso tripalmitato 4 mM).



2.6. MEDIDAS DE RADIACTIVIDAD: CONTADOR DE CENTELLEO
LIQUIDO

La radiactividad que se incorpora a los lipidos to
tales, asi como a las distintas clases de los mismos, se de
termina por centelleo liquido. El1 1iquido de centelleo uti
lizado estd formado por una mezcla de 10 gramos de PPO (2,5
difeniloxanol), 0'450Ag de POPOP (l,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
macidén de la energia de las particulas radiactivas en ener-
gia luminica. Sin embargo, posee un alto poder de disolucidn,
lo que hace que sea muy eficaz cuando se trata de medir la
radiactividad de 1lipidos que han de extraerse del dcido si
licico empleado en su separacidn cromatografica, sobre to-

do para fosfolipidos.

En cada vial del contador se pone el liquido del cen-
telleo, sobre el que se deposita la correspondiente banda 1i
pidica separada de la placa cromatogridfica. Los viales se
agitan suavemente para conseguir que los lipidos pasen com-
pletamente a la disolucidn. La silicagel G no interfiere en
la determinacidn de la radiactividad, segiin se observa en en

sayos con blancos.

Este mismo liquido se emplea en la determinacidn de
lipidos totales, aunque estos no hayan de extraerse de la si
licagel G, si bien en este caso se deposita primero en el
vial la alicuota lipidica en fase cloroférmica, evaporando
el disolvente en estufa y afiadiéndo posteriormente el liqui

do de centelleo.



En todos los casos, el volumen de liquido de cente-

lleo aniadido es de 4 ml.

Las medidas de radiactividad se efectlian en un con-
tador de centelleo 1liquido LKB 1216 Rackbeta, Wallac L.S.C.,
que lleva acoplado un impresor 43 KSR. Las condiciones del
aparato se fijan para obtener una relacidn E2/B (E=eficacia,
B = fondo) maxima. El1 tiempo de contaje es siempre suficien

te para minizar en lo posible el error estadistico de medida.

2.7. Tratamiento estadistico

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

naciones.

Las diferencias légicas observadas al experimentar
con generaciones y camadas diferentes de animales, aunque
se mantenga constantes las condiciones ambientales, se con
trolan mediante el cdlculo de error estidndard de la media

(ESM).

Los datos analiticos recogidos en las gridficas repre
sentan una media de 3 o 4 determinaciones, considerando sig
nificativas las diferencias cuando al calcular la t de

Student de las medias entre medidas, se obtiene P < 0,05.

Las curvas logisticas son curvas de la familia de
las sigmoideas, y su ecuacidn es y = K/(1+ce_ax)’ donde
K, ¢ y a son magnitudes reales. Para la valoracidn de és
tos parametros a fin de obtener el ajuste de la figura 18
(en 3.1) se ha procedido como se describe a continuacién.

A la constante K (valor miaximo estimado, en mg de prdsta
ta ventral) se le ha asignado K = 750. Tanto por motiva-
ciones bioldgicas como por indicaciones indirecta obtenidas

a partir del tratamiento numérico de los datos.



- 100 -

Por otra parte la transformacidén Y = log (Eiz)
convierte a la ecuacidn logistica en una recta Y = Ax + B,
siendo A = -a y B = 1g ¢. Por lo tanto, conocido el valor
de K, se puede ajustar a la nube de puntos (xi’Yi) su
recta de regresidn lineal, lo que permite estimar los valo
res de A y B, 1luego también los de a, c. Asi para la
recta Y = Ax + B se. pueden calcular los coeficientes de

correlacidén lineal, de regresidn y la covarianza.

La incorporacidn de acetato (1-140)-3 lipidos totales
en experimentos in vivo, con ratas en diferentes estadios
del desarrollo, sugiere la existencia de dos tipos de com
portamiento opuestos, en funcidén del peso de la rata. Si-
guiendo esta indicacidn, se han distinguido dos intervalos
de peso , y en cada uno de ellos se procedid a un ajuste
polindémico, y = ax2 + bx + ¢, por minimos cuadrados de
los datos respectivos. Los intervalos de peso distinguidos
fueron 80 < x «£ 170 y 1704 x <« 450. Los coeficientes

a, b, ¢ obtenidos en cada caso se dan en la (fig. 30).

El tratamiento numérico requerido para todos los cal
culos anteriores se realizd en una microcomputadora Hispano-

Olivetti L1 M-20 equipada con impresora Olivetti PR 1450.

2.8. REACTIVOS

Los dcidos grasos patrones y el chromosorb
W-HP 80/100 mallas se obtuvieron de Alltech Associates
(Illinois, USA); el ATP, NADPH, CoA, fosfoenolpirdrico,
PPO, POPOP, albiimina y aceite de s&samo de Sigma (Saint
Louis Mo USA); la piruvatoquinasa de Boheringer (Mannhein,
Alemania); el succinato de dietilenglicol, Tween 20, 80,
testosterona, 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

14

Erba (Mildn, Italia); el acetato (1 -C) de Radiochemical

centre (Amersham, Inglaterra) y los gases: H2’ aire, NZ y
0, fueron de la sociedad espafiola de Oxigeno S.A. Los res

2
tantes reactivos fueron del m3ximo grado de pureza.



ITI. PESULTADOS Y DISCUSIOH
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3.1. RELACION PESO PROSTATICO - PESO RATA

En la fig. 18 se muestra una curva de ajuste que rela
ciona el peso de la préstata 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 ajus
te es una curva logistica, de la familia de las sigmoideas,

cuya expresidn general es y -ax); en nuestro ca-

k/(l+ce
so, y a partir de los datos experimentales, se han determi-
nado que los valores de k = 750, a = 0'012, ¢ = 30'635
son Optimos, en el sentido de que, para k = 750, si se lla
ma A= -a, B = logc e Y = 1lg (E?l)’ el ajuste, por mi
nimos cuadrados, de los coeficientes A, B de la recta de
regresidn Y = Ax + B (ver pie de 1la figura 18), propor-
ciona unos valores que coinciden con -a y 1lg c, Trespec
tivamente. El coeficiente de correlacidn lineal de las va-
riables x e Y resulta ser igual a -0'939662 que, al es
tar muy prdximo a -1, indica una muy fuerte correlacidn 1i
neal entre aquellas variables y, a posteriori, la misma es
trecha correlacidn entre las variables x e y originales,
aunque ahora con un matiz de no linealidad especificado por

la transformacidn Y = 1g (Eél).

Pasemos ahora a la discusidn de la curva propiamen
te dicha. En primer lugar, hay varias razones que justifi-
can la eleccidn de una sigmoidea como curva apropiada para
un ajuste 'de la nube peso prdstata/peso de rata; una de
ellas es, como ya hemos apuntado, que la curva peso rata/
edad de rata sugiere (ver em 2.1, fig. 12) un comportamiento
de este tipo, por su propia forma. Por otra parte, también
se han realizado ajustes a la nube de puntos por curvas de
otro tipo (potenciales, polindmicas de varios grados), obte
niéndose coeficientes de correlacidn m3s bajos. Finalmente,
una curva logistica puede tener un valor de aproximacidn
global al fendmeno del crecimiento de la prdstata en funcidn

del peso de la rata, contrariamente a lo que sucederia con
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(xlO-zmg)
8 -
7 * T
6 R 4 ke 750
+ 3

Y ¢ :- 012

5 | oo c2= 30.435
i 1 ¢= 29
+ : covarianza=-417.253
4 coef,correl=-,942349
coef.regrs, fly) /p(x)=-1,19156E-02

3 coef.reqrs.p(x)/fly)=-74,5292
2
1

Figura 18.- Curva logistica que relaciona el crecimiento cor
poral de la rata (g) con el de la prdstata ventral
(mg). La ecuacidén de la curva logistica es
y = K/1+ce‘ax’ siendo x = peso de la rata e
y = peso de la prdstata. Se indican los coefi-
cientes K, a, c, y coeficiente de correlacidn.
Para calcular este iltimo, se transforma la curva
logistica en una recta Y = Ax+B, 1llamando A=-a,

B=1ogc e Y = lg(gil).
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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 prdstata se advier-

te que:

- en ratas inmaduras, el crecimiento de la prdsta-
ta es esencialmente lineal, aunque ya se advier-
te, al final de dicha etapa del desarrollo, wuna

tendencia a una mayor velocidad de crecimiento.

-~ centrado en las etapas intermedias del desarrollo
(pubertad, adultas jdvenes) se alcanza la mads al-
ta tasa de crecimiento de la prdstata, tasa que,
posteriormente y aproximadamente para ratas de pe
so mayor o igual a 400 g, va decreciendo rapida-
mente hasta la estabilizacidn del peso de la préds

tata en =700 mg.

Estos datos experimentales (peso prdstata-peso rata)
presentan una correlacidn muy acusada con la evolucidn de
la cantidad de hormonas androgénicas a lo largo del desarro
l1lo de la rata. Efectivamente, la organogénesis del tejido
prostatico en el periodo embrionario se inicia por accidn
de los andrdgenos (Lasnitzki y Mizuno, 1977). Durante la
pubertad, que es donde encontramos un crecimiento mayor de
la préstata (fig. 18) Corpéchot y col 1981, encuentran un
incremento acusado de andrdgenos tanto en plasma como en
prdstata. Este incremento de andrdgenos con la pubertad ori
gina tambi&n en la gldndula prostdtica una organizacidn ti-
sular y un incremento en la funcidn secretora (Moger, 1977).
En la vida adulta las cantidades de testosterona y DHT pre-
sentes en plasma y prdstata de rata descienden respecto a
la pubertad (en 1.6 figs. 10, 11) pero son suficientes para
mantener constantes el peso de la prdstata (fig. 18) y su
funcidn secretora. En este sentido Higgins y col., 1981 han

comunicado que para la adquisicidn de la actividad funcional
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de los tejidos sexuales accesorios en rata adulta son fun-
damentales tres estadios del desarrollo (neonatal, prepuber

tal y pubertad).

En la figura 19 se da la nube de puntos obtenida, para
una poblacidn de ratas castradas 7 dias antes, tomando pun-
tos (peso de rata y peso de prdstata). Como en el caso ante
rior, se buscaron divérsos tipos de curvas de ajuste (poli-
nomios, logisticas, potenciales) para dicha nube, pero las
curvas que se obtuvieron poseian, en todos los casos, coefi
cientes de correlacidn mds bajos, hasta de un 507% 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 sdlo la nube, como evidencia de la "mala

correlacidn" de los puntos.

Esta falta de correlacidn puede explicarse por la
drastica disminucidn de testosterona en plasma provocada
por la castracidn. Al ser la testorena responsable del cre
cimiento prostatico con el desarrollo es 16gico que al fal
tar se origine una degradacidn tisular lo que estada de acuer
do con la bibliografia (Heyns y col., 1977; Hosoya y col.,
1978; Singhal y Schaffner, 1980). No obstante, de la figu
ra 19 se desprende comparandola con la fig. 18, que un pe
riodo de castracidén de 7 dias origina un descenso en el ta
mafio de la prdstata 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 autpo

res (Schaffner, 1981; Huttunen y col., 1981),

Todo esto conduce, a su vez, al estudio de la pérdi
da de peso en prdstata, con respecto al peso de la rata. Y,
en este sentido, se llega a demostrar que la pérdida de pe
so de la prdstata, y el peso de la rata estdn fuertemente
correlacionados linealmente con un coeficiente positivo de
correlacidén lineal que vale aproximadamente 0,99, y con co

varianza también positiva.
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F {gura 19. Nube de puntos obtenida al representar el peso
de las ratas (g) frente al peso de sus prdsta-

tas (mg), 7 dias despues de la castracidn.
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3.2. CONTENIDO EN LIPIDOS DE LA PROSTATA VENTRAL DE RATA

3.2.1. Contendido en Lipidos totales de prbéstata ventral
de rata.

Un primer paso, previo al estudio del metabolismo
lipidico en prdstata ventral de rata, ha consistido en ave-
riguar el contenido de 1lipidos en prdstata, asi como la com
posicidn relativa de los distintos acidos grasos presentes

en los lipidos totales.

En la tabla II se muestran los resultados obtenidos
en una experiencia tipo, con un conjunto de 66 prdstatas
ventrales de rata adulta. Este 18bulo de la prdéstata tiene,
relativamente, un bajo contenido en lipidos (11% del peso
seco y 2,2% del peso hiimedo), si se le compara con el higa
do de la rata, cuyo contenido en lipidos es el doble 4,47
en ratas adultas (Sinclair, 1974) También, la prdstata
dorsolateral del Hamster tiene un contenido superior en 131
pidos totales, 3,47% del peso hiimedo (Rajalakshmi y col.,
1973).

Tabla II

Relacidn en peso entre la prdstata de rata adul

ta y los lipidos totales extraidos de la misma.

Nimero de Peso Peso Extracto % lipidos totales
prdstatas Liofilizado himedo 1lipidico (respecto peso himedo)

66 6,2 g 31,4 g 682 mg 2,2
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3.2.2. Contenido de dcidos grasos en Los Ripidos totales

Los ésteres de los dcidos grasos procedentes del
extracto lipidico anterior se han separado por cromatogra-
fia gas-liquido (2.4.3), obteniéndose el cromatograma tipo
que se muestra en la figura 2C. En €1 aparecen indicados 1los
distintos picos, identificados con &steres metilicos de dci
dos grasos patrones, asi como las atenuaciones a las que se

ha realizado el cromatograma.

Para llevar a cabo el anidlisis cuantitativo se han
utilizado, como patrones internos (Christie y col., 1970),
los ésteres metilicos de tres dcidos grasos (n-undecanoico,
n-pentadecanoico y n-heptadecanoico), que no entran a for-
mar parte de los lipidos totales de la prdstata ventral de
rata. Se ha elegido el n-undecanoico, dado que de entre
los tres, es el que aparece con mayor resolucidn. El n-pen
tadecanoico y el n-heptadecanoico aparecen solapados con
dcidos grasos enddgenos (Fig. 21). Asi, en todas las deter
minaciones cuantitativas realizadas en el presente trabajo
mediante cromatografia gas-liquido, se ha empleado el dci-
do n-undecanoico como patrén interno. El cromatograma tipo
que se muestra en la fig. 21 corresponde a los &steres meti
licos de los acidos grasos del extracto lipidico total adi

cionado de acido n-undecanoico.

Los porcentajes de los distintos adcidos grasos pre
sentes en el extracto lipidico 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 5cidOSatuqi
do que se encuentra en mayor cantidad es el dcido palmiti
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 dcido linoleico.
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16:0

18:1

0Zx

2% 18:2 18:0

Figuna 20.- Cromatograma tipo de los ésteres metilicos de los
dcidos grasos que forman parte de los lipidos to-
tales de prdstata de rata adulta. Separacidn rea-
lizada por cromatografia gas liquido, con una co-
lumna de vidrio de 2 m de longitud y 2 mm de dii-
metro rellena de succi nato de dietilenglicol al
20%, sobre cromosorb W-HP, operando en un gradien
te discontinuo de temperatura de 150 a 178°C. Se
indican las atenuaciones y todos los picos identi

ficados.
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1.0

17:0 15:0

20:4

Figurna 21.- Cromatograma tipo de los ésteres metilicos de
los acidos grasos que forman parte de los 13-
pidos totales de la prdostata de rata adulta a
los que se ha adicionado el dcido undecanoico
(11:0) como patrdn interno. Se indican los 1lu
gares en los que aparecerian los dcidos 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 dcidos grasos presentes en los
lipidos totales de prdstata ventral de rata
adulta. Porcentajes menores a 0,3 se conside-

ran como trazas (Tr).

Acidos grasos Acidos grasos Acidos grasos
saturados (%) monoinsaturados (%) 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 lipidico total de la prdstata ventral de rata adulta,
se utilizd el dcido n-undecanoico como patrdn interno, a una
concentracidn de 4-57 respecto del total de lipidos. A este
conjunto, lipidos totales mids patrdén interno, se le realizd
la metanolisis, como en (2.4.3.1), procediéndose a continua
cidén a la separacidn (2.4.3.2) y cuantificacidn de sus &éste
res metilicos, segin se describe en (2.5.1). Se obtuvieron
valores de 67'7 + 5'6 mg de dcidos grasos en 100 mg de 1lipi

dos totales, siendo este valor netamente superior al obteni
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do por Nyden y Williams-Ashman (1953) mediante precipita
ciones con acido de un homogeneizado de prdstata ventral
de rata y posterior extraccidn del precipitado con disol-
ventes organicos. Tal diferencia es,posiblemente, debida
a las miltiples oberaciones realizadas por aquellos auto-
res para el aislamiento y purificacidén de los dcidos gra-

SOS.

Con esta informacidn se construye la tabla IV, en
la que se dan los UMoles de los distintos acidos grasos

en 100 mg de lipidos.

Tabla 1V

UM de los distintos acidos grasos, en 100 mg de
lipidos totales de rata adulta. Valores por de-

bajo de 0,5 uyM se consideran como trazas (Tr)

Acidos grasos Acidos grasos Acidos grasos

saturados Monoinsaturados poliinsaturados

pMoles/IOO mg de lipidos 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 nimero de
UMoles de dcidos grasos saturados que de monoinsaturados,
alrededor de 90 pMoles aunque éstos ultimos predominan lige-
ramente. Por otro lado, los dcidos grasos poliinsaturados

constituyen s8lo el 60% de los monoinsaturados.

3.2.3. Contendido en fosfolipidos, trniacilglicérnidos y
dcidos grasos Libres en Los Lipidos de La prbstata.

Con el fin de conocer las clases de lipidos mias
importantes en el extracto lipidico total de la préstata,
se procedid a separar los lipidos polares de los neutros,
asi como a las distintas clases de entre estos {ltimos,
seglin se indica en (2.4.2). El1 andlisis cuantitativo de
los triacilglicéridos, fosfolipidos y dcidos grasos libres
se realizd por el método de Christie y col. (1970) (2.5.1).
Asi mismo, con el fin de comprobar los resultados obtenidos
por el método anterior, basado en la separacidn de &steres
metilicos de los adcidos grasos en cromatografia gas liqui-
do, se procedidé a la utilizacidén de métodos colorimétricos
para los triacilglicéridos y fosfolipidos, como se descri-
be en (2.5.2). Ambos métodos proporcionan datos andlogos,
lo que da gran fiabilidad a los mismos. Los acidos grasos
libres no se han determinado por titulacidn acido-base
(Ko y Royer, 1967), debido a que estas medidas vienen afec
tadas de un error mayor que aquellas dadas por el método

cromatografico.

En la tabla V se dan las concentraciones de las tres
clases de lipidos, expresadas en mg por gramo de prdstata
hiimeda, para tres lotes de ratas que se encuentran en tres
estadios del desarrollo. Recordemos que la relacidn edad-
peso aparece en 2.1 fig. 12 mientras que la relacidn entre
el peso de la rata y el peso de la prdstata es como se indi

ca en la figura 18.
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Tabla V

Peso de prbstata y concentraciones de triacilgli
céridos (TG), fosfolipidos (FL) y acidos grasos libres (AGL) en

tres estadios del desarrollo de la rata

concentracién  (mg/g prdstata hiimeda)

Peso Rata Peso Prostata libidos" FL TG AGL
totales :
(8) (mg)
100 + 9 54 + 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 42,6 4,240,8 1,1+0,3
350 + 19 493 + 70 20 + 0,6 12,1 +1,7 2,140,4 0,7+0,3

Puede observarse en la tabla V una variacidn del con
tenido en lipidos de la préstata ventral con el desarrollo
de la glandula, de tal forma que, al aumentar el tamafio de
la glandula, disminuye la proporcidn de lipidos totales. Lo
mismo ha sido observado por Sinclair (1974) en los lipidos »
totales de higado de rata, cuyo contenido desciende entre
los 35 dias y la etapa adulta. De esta tabla se deduce tam
bién que la concentracidn de fosfolipidos, triacilglicéri-
dos y dcidos grasos libres, no permanece constante con la
evolucidn de la glidndula, teniéndose los valores mads altos
de triacilglicéridos en ratas de 100 g, en comparacidn con
las ratas adultas, en las que se alcanzan valores mads bajos.
Algo semejante observa Sinclair (1974) para los triacilgli
céridos del higado de rata entre los 35 dias y la etapa adul
ta, momento, éste ltimo, en el que se alcanzan los valores
minimos desde el primer dia de nacimiento. A los fosfolipi-
dos les sucede lo contrario: aumenta su contenido con 1la

edad.
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El contenido en colesterol de la prdstata ventral
es un 10% del extracto lipidico total (Alcaide y col.,
1980), para el mismo periodo de tiempo que el estudiado

en la tabla V.

3.2.4, Distnibucibn de dcidos grasos en triacilglicénidos,
gosgolipidos y deidos grasos Libres

Una vez conocida la distinta composicidn lipidi
ca de la prdstata ventral de rata a lo largo del desarro-
llo, se procedid al estudio comparado de la distribucidn
de los distintos acidos grasos en fosfolipidos, triacilgli
céridos y acidos grasos libres. Se escogieron para estos
ensayos dos etapas del desarrollo animal, correspondientes

a ratas en edad inmadura y a ratas adultas.

En las figuras 22 y 23 se muestran los cromatogra-
mas tipo correspondientes a triacilglicéridos extraidos de
prostatas de ratas inmaduras y de ratas adultas, respecti-
vamente. No se observan cambios notables, al crecer la ra-
ta, entre los acidos grasos componentes de los triacilgli-
céridos pues, si bien al comparar las figuras 22 y 23 pare
ce aumentar el pico correspondiente al &cido graso 18:2,
al pasar de rata inmadura a rata adulta, esto se debe a un
cambio en la atenuacidn entre los picos 18:1 y 18:2 corres

pondientes al cromatograma de la fig. 23,

En las figuras 24 y 25 aparecen representados dos
cromatogramas tipo correspondientes a fosfolipidos extrai
dos de prdstatas ventrales de rata en los dos estadios del
desarrollo mencionados en el caso anterior. Tampoco apare-
cen cambios notables entre los dcidos grasos componentes
de fosfolipidos al crecer la rata. Sin embargo, al comparar
los cromatogramas correspondientes a triacilglicéridos (figs.
22 y 23) con los correspondientes a fosfolipidos (figs., 24 y

25), se observa que, en estos ultimos, es mayor el pico co-
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Figura 22.-

Cromatograma de los €steres metilicos de

los dcidos grasos que forman parte de los
triacilglicéridos de prostata de rata in
madura m3s el dcido undecanoico (11:0).

Condiciones como en fig. 20.
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Figura 23.- Cromatograma de los &steres metilicos de los
dcidos grasos que forman parte de los tria-
cilglicéridos de préstata de rata adulta mis
el dcido undecanoico (11:0). Condiciones co-

mo en fig. 20.
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Figura 24.- Cromatograma de los &€steres metilicos de los
dcidos grasos que forman parte de.los fosfo-
lipidos de prdstata de rata inmadura mas el
dcido undecanoico (11:0). Condiciones como

en fig. 20.
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Figuna 25.-

Cromatograma de los ésteres metilicos de 1los

dcidos grasos que forman parte de los fosfo-
lipidos de prdstata de rata adulta mi3s el
acido undecanoico (11:0). Condiciones como

en fig. 20.
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rrespondiente al dcido graso de 20 dtomos de carbono y 4
dobles enlaces. La importancia de este hecho se discutirid

al estudiar los datos presentados en las figuras 28 y 29,

Las figuras 26 y 27 corresponden a los cromatogra-
mas tipo de &cidos grasos libres, en las mismas condicio-
nes que en los casos anteriores. Al estar presentes los
dcidos grasos libres en prdstata (tabla V) a concentracio
nes mucho menores que los triacilglicéridos y fosfolipidos,
las cantidades disponibles son mids escasas. Esto hace que
las atenuaciones a las que se trabaja sean menores, y que,
por lo tanto, sea mds dificil controlar la linea de base.
Sin embargo, los cromatogramas son perfectamente calcula-
bles, y las areas totalmente significativas. Al igual que
en los casos anteriores, no se observan variaciones en la
composicidn de acidos grasos libres de prdstata ventral de

rata al pasar de ratas inmaduras a ratas adultas jdvenes.

Las figuras 28 y 29 recopilan los porcentajes en
que se encuentran los distintos dcidos grasos en triacil
glicéridos, fosfolipidos y acidos grasos libres. La fig.
28 corresponde a lipidos extraidos de prdstata 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 composicidén de los dcidos grasos con
el desarrollo animal, tanto en triacilglic&ridos como en

fosfolipidos y dcidos grasos libres.

En triacilglicéridos, el dcido graso saturado mis
abundante en el acido palmitico (16:0), disminuyendo mucho
el porcentaje de los dcidos grasos con el mismo nimero de
dtomos de carbono pero con algiin grado de insaturacidn.
Otro acido graso que se presenta en cantidades importantes
es el oleico (18:1), bajando mucho el porcentaje de los co-
rrespondientes dcidos grasos con el mismo niimero de Atomos

de carbono pero con ninguno o con dos dobles enlaces.
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Cromatograma de los ésteres metilicos de los
dcidos grasos que forman parte de los dcidos
grasos libres de prdstata de rata inmadura

mAs el Acido undecanoico (11:0). Condiciones

como en fig. 20.
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Figura 27.- ‘Cromatograma de los €steres metilicos de los
dcidos grasos que forman parte de los acidos
grasos libres de prdéstata de rata adulta, mis
el dacido undecanoico (11:0). Condiciones como

en fig. 20.
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Figunas 28 y 29.- Distribucidn de los &cidos grasos de la

prostata de rata inmadura fig. 28 y adulta
fig. 29 en triacilglicé&ridos (barras ne
gras) fosfolipidos (barras rayadas) y

dcidos grasos libres (barras punteadas).
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En los fosfolipidos se mantiene la tdnica anterior,
salvo en que se invierte el orden en cuanto a la abundancia,
ya que el porcentaje superior corresponde al acido oleico,

siguiéndole el dcido palmitico.

El acido graso poliinsaturado 20:4 aparece fundamen
talmente en los fosfolipidos de prdstatas de ratas, tanto
inmaduras como adultas. Esta acumulacidn de acidos grasos
poliinsaturados en fosfolipidos se produce normalmente en
animales alimentados con dietas en las que las {nicas gra
sas poliinsaturadas presentes son el linoleico (18:2) y el
linolenico (18:3) (Hilditch y Williams, 1964). Es bien co-
nocido que estos dos dcidos grasos no pueden ser sinteti-
zados por mamiferos, pero que, cuando se incluyen en la
dieta, pueden convertirse en el animal en dcidos grasos de
cadena m3s larga y mads insaturadas. Estos dcidos grasos in
saturados asi formados pasan a formar parte de los diver-
sos lipidos. (Privett y col., 1969; Brockerhoff y col.
1969).

La acumulacidn del acido graso 20:4 en fosfolipidos
puede estar relacionada con la sintesis de prostaglandinas,
que comienza con la liberacidn de un dcido graso poliinsa-
turado de 20 idtomos de carbono, procedente de fosfolipidos
(fosfatidilcolina o fosfatidilinositol), liberado por ac-
cidn de la fosfolipasa A. En prdstata se sinteiza la

prostaglandina PGF (Cavanaugh y col. 1980)., y su for

20
macidn tiene lugar a partir del dcido araquiddnico (20:4).

Para comparar los dcidos grasos que se encuentran 1i
bres en prdstata; es decir, sin esterificar a ningiin alco-
hol, con los dcidos grasos presentes en triacilglicéridos y

fosfolipidos, se ha confeccionado la tabla VI.

En esta tabla se muestran los porcentajes de dcidos
grasos, saturados e insaturados, en triacilglicé@ridos, fos

folipidos y dcidos grasos libres de préstata ventral de ra
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ta, en dos estadios del desarrollo. La relacidn entre acidos
grasos saturados e insaturados en fosfolipidos y triacilgli
céridos se mantiene en los midrgenes que se obtuvieron para
lipidos totales (tabla III), mientras que esta relacidn se
invierte para dcidos grasos libres, ya que, en este caso,

la proporcidn de dcidos grasos saturados es mucho mayor que
la de insaturados. Esto sugiere, en la misma linea que 1lo
descrito por otros autores (Municio y col., 1975), una modi
ficacidn en el grado de insaturacidn de los acidos grasos

incorporados a clasexz de lipidos.
Tabla VI
Porcentajes de dcidos grasos, saturados e insaturados,

en triacilglicéridos (TG), fosfolipidos (FL) y acidos

grasos libres (AGL), de la prdostata 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 (1—140) A LIPIDOS DE PROSTATA
EN EXPERIMENTOS "IN VIVO" '

3.3.1. Incorporacibn a Lipidos totales

Con el fin de conocer el origen de los lipidos en

la prostata, se procedid a estudiar la incorporacidn de ace
14 . - .

tato (l1-"'C) a los lipidos totales, en experimentos llevados

a cabo "{n s{tu", es decir, mediante la inyeccidn directa en



- 126 -

prostata de acetato radiactivo como se describe en (2.2.3).
Los datos, expresados en la figura 30, muestran la incorpo
racidén de acetato a lipidos totales en cpm/mg de prdstata
himeda a lo largo de un periodo del desarrollo que compren

de desde la prepubertad hasta la edad adulta.

Se observa en la figura 30 un crecimiento lineal en
la incorporacidén de acetato radiactivo a lipidos totales
en funcidn del peso de la rata, hasta un mdximo de incorpo
racidn situado, aproximadamente, a unas 7 semanas de vida
del animal, momento en el que se produce la irrupcidn de
la madurez sexual. Recuérdese que, en este estadio del de-
sarrollo, la prdostata de rata y la rata misma en general

estdn sufriendo un fuerte incremento en peso (figuras 12
18).

Por otra parte, la figura 30 sugiere la existencia
de un punto, situado hacia la 72 semana de vida, a partir
del cual, y dependiendo en cada caso concreto, parece apre
ciarse una caida r3pida en la incorporacidn, resaltada en
la figura por el hecho de haberse realizado un ajuste, por
subintervalos, de tipo minimos 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, eleccidén sugerida, a su vez, no sdlo por
la nube de puntos, sino por la bibliografia ya existente
(Lee y col., 1975; Corpéchot y col., 1981). Finalmente, a
partir de las siete semanas, la caida en la incorporacidn
de acetato radiactivo a lipidos totales se ralentiza aun
cuando persista durante cierto tiempo, para estabilizarse

finalmente en el periodo adulto.
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1cf(l)cf(1)= 2,59383E-82
5.1578+1
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Figura 30.- Variacidn en la incorporacidnm £n vivo, de acetato
(1—14C) a lipidos totales de la prdstata (cpm/mg

de prdstata hiimeda) en funcidn del desarrollo de
la rata (g). Se han ajustado dos curvas polindmi

los intervalos de x (peso de rata)

por minimos cuadrados en
80-170 g y
c = 3cf(l).

+ bx + ¢
y

2
y = ax
a = l1lcf(l); b = 2cf(1l)

170-450 g .
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3.3.2. Incorporacibn a clases de Lipidos.

La distribucidn de este acetato (1-140) incorpora
do a material lipidico, en distintas clases de lipidos, se
muestra en la figura 31, en la que se observa una incorpora
cidn preferente a triacilglicéridos en la préstata ventral
de ratas inmaduras, mientras que, en ratas adultas, predo-
mina la incorporaciénva fosfolipidos. Hay que resaltar la
existencia de una zona de cruce en las curvas de incorpora
cidén de acetato a triacilglicéridos y fosfolipidos. Este
cruce coincide precisamente con la &poca de la pubertad,

en las condiciones de cria de nuestras ratas.

Tanto los diacilglicéridos como los &cidos grasos 1i
bres, muestran incorporacidn de acetato constante en todo
el periodo del desarrollo estudiado, Recio y col. (1982)
han demostrado que la incorporacidn de acetato a coleste-
rol, en el periodo de crecimiento que se estudia en la fi
gura 31, presenta también valores constantes. La incorpora

14

cidn de acetato (l1-" 'C) en colesterol es el 10% de la obser

vada para el extracto lipidico total.

La pobre incorporacidn del precursor radioactivo en
- 3 3 - - -
dcidos grasos libres, con respecto a la incorporacidn encon
trada en fosfolipidos y triacilglicéridos, refleja una rapi
da utilizacidén de los &dcidos grasos, segiin se van formando
por biosintesis, para formar nuevos lipidos, permaneciendo,

de este modo, sus niveles de incorporacidn constantes (fig.
31).

Para relacionar los datos de incorporacidn de aceta
to (1-14C) en triacilglicéridos y fosfolipidos, a lo largo
del desarrollo de la prdéstata ventral de rata, con el con-
tenido en masa de estos lipidos, se ha confeccionado, a par
tir de los datos expresados en la tabla V una relacidn (ta-
bla VII) en la que se recogen los porcentajes relativos de

éstos lipidos.
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Figurna 31.- Incorporacidén Ln v{vo de Acetato (1-140) en
triacilglicéridos (0O) fosfolipidos (0) dia
cilglicéridos (@) y dcidos grasos libres (w)
durante el desarrollo de la rata. La radiacti
vidad se da como un porcentaje del total de

lipidos marcados.
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Tabla VII

Porcentaje en peso de FL, TG, AGL durante el

desarrollo de la préstata ventral de rata.

Peso de rata Peso de Prdstata FL TG AGL
(g) (mg) %
100 + 9 54 + 8 61,3 + 1,8 37,148,1 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 variacidn en
la clase de lipidos sintetizados prioritariamente durante
el desarrollo de la rata. Asi, tanto la incorporacidn de
acetato (1—14C) a fosfolipidos, como el contenido 'de éstos,
aumenta con el desarrollo, mientras que a los triacilglicé-
ridos les sucede lo contrario, disminuyen con &l; en cuanto
a los acidos grasos, se observa un midximo tanto en el conte
nido como en la incorporacidén radiactiva, en una etapa inter

media del desarrollo.

Este progresivo desplazamiento en la incorporacidn

de acetato (1—14

C) desde triacilglicéridos hasta fosfolipi
dos, podria explicarse en base a unas mayores necesidades
energéticas (en forma de triacilglicéridos) durante la pu-
bertad para posteriormente sintetizarse preferentemente los
lipidos estructurales de membrana, tales como los fosfolipi

dos.
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3.4 . INFLUENCIA DE LOS ANDROGENOS EN LA INCORPORACION DE

ACETATO A TRIALGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS EN PROSTA-
TA VENTRAL: ESTUDIOS "IN VIVO".

Los cambios producidos durante 1la pubertad de las
ratas, en cuanto a incorporacidn de acetato marcado a tria
cilglicéridos y fosfolipidos, y que se reflejan en los con
tenidos en masa de estos lipidos en préstata ventral de ra
ta, pueden deberse a causas distintas y ser objetivo de va
rias interpretaciones. Por una parte, se ha descrito que
los niveles de testosterona en plasma y prdstata alcanzan
un maAximo hacia la pubertad de la rata (Smith y col., 1977;
Moger, 1977; Corpéchot y col., 1981). E1 incremento de las
hormonas sexuales durante la pubertad provoca el crecimien
to de la glandula prostatica, conjuntamente con la reorga-
nizacién tisular y un aumento de su funcidn secretora
(Siiteri y Wilson, 1970; Moger, 1977). El1 peso prostdtico,
su ordenacidén tisular y la funcidn exocrina, persisten du-
rante la vida adulta, debido a la influencia de los andrd-
genos (Siiteri y Wilson, 1970). En este sentido, hay tres
periodos en el desarrollo de la rata (neonatal, prepubertal
y pubertal) que son cruciales en cuanto a la adquisicidn de
1a actividad funcional de los tejidos sexuales accesorios

en rata macho adulta (Higgins y col., 1981).

Por otro lado la castracidn causa un descenso brusco
de los niveles de testosterona en suero, lo que origina una
disminucidn del peso y funcidn prostdtica. La administracidn
de testosterona a ratas castradas provoca un incremento de
estos pardmetros (Heyns y col., 1977; Singhal y Schaffner,
1980; Huttunen y col., 1982). Parece, pues, evidente que 1la
funcidn y condicién de la prdstata depende de la produccidn
de andrdgenos por los testiculos. Puesto que la testostero-
na estimula la sintesis de lipidos (Doeg, 1968) y, en parti
cular, de colesterol (Singhal y col., 1978, 1979, 1980), se

puede considerar que los cambios que ocurren durante la pu-
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bertad, descritos en los experimentos anteriores, son una
respuesta a la produccidn de andrdgenos en este estadio
del desarrollo. El1 estudio de esta hipdtesis es complica-
do, pues las hormonas esteroidicas presentan el problema,
como todos los compuestos lipidicos, de tener que transpor
tarse en un medio acuoso como es el plasma. Para que las
hormonas esteroidicas. exdgenas lleguen a las células de la
prdéstata, se unan a sus receptores citoplasmiticos, y pue
dan ejercer su accidn en el niicleo, es preciso presentar-

las convenientemente solubilizadas.

Se ha decidido utilizar comparativamente dos siste
mas, uno "An vivo" y otro "4n vi{tro". En el sistema "Ln
vivo" se inyectan, subcutineamente, los andrdgenos para
que se movilicen de manera fisioldgica espontdnea, y en el

sistema "{n v{tro" se comparan varios medios de dispersidn.

Para los ensayos "An v{vo" con andrdgenos exdgenos,
es preciso controlar los niveles enddgenos de hormonas se-—
xuales. Con prdstatas pertenecientes a ratas en etapas in-
maduras, previas a la pubertad, podria trabajarse, ya que
en estos estadios la testosterona enddgena, tanto circulan
te en plasma como en prdstata, presenta bajos niveles (Corpé
chot y col., 1981). Sin embargo, en la prdctica es dificil tra-
bajar con estas prdstatas, dado su pequefio tamafio, las fluc
tuaciones bioquimicas y fisioldgicas en el comienzo de 1la

prepubertad, y la corta duracidn de este periodo.

Otra posibilidad es influir sobre el sistema hormo-
nal que actiila en la gldndula prostitica de rata adulta pa-
ra suprimir el concurso de andrdgenos enddgenos. Una alter
nativa descrita en la bibliografia consiste en tratar al
animal con un antagonista (estrdgenos) por un tiempo, e in
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 ablacidén, como la hipofisectomia o la castra-
cidn, que tienen el inconveniente de ser métodos irreversi
bles, y debe de mantenerse continuamente una correcta tera

pia si se pretende que la perturbacidn no sea indefinida.

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

Con la castracidn se obtiene un sistema {n v{vo 1i
bre de la accidén de andrdgenos, ya que T y DHT no son
detectables por RIA en plasta de ratas adultas previamente
castradas (Corpechot y col. 1981) Estedescenso de los niveles
de T en plasma conlleva a descensos en peso de la prés-
tata, como se muestra en la fig. 19 (3.1) para ratas adul-
tas, siete dias después de la castracidén. Los pesos de es-
tas prdstatas 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 prdstata (ver fig.l4 en 2.2.2). Esta promueve la re

generacidén rdpida del tejido prostdtico (Huttunen y col., 1981),

en cierta forma semejante a la que se obtiene en la puber-
tad del animal. Obteniéndose asi un crecimiento controlado

del tejido prostitico.

Las dosis de testosterona y dihidrotestosterona ele
gida (ver 2.2.2) para promover la regeneracidn de estas
prostatas (de ratas castradas 7 dias antes) han sido 0,07
y 0,7 mg/dia de ambas hormonaé . Hay autores que también
han utilizado dosis semejantes de testosterona: 0'05-2 mg

cada 2 dias (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 dias la altura de las cé-
lulas epiteliales de la prdstata de ratas castradas 30 dias
antes y a los 30 dias del tratamiento es predominante el cre
cimiento del parénquima acinar, no pudiéndose demostrar nin-
guna respuesta considerable en el tejido interacinar (Huttunen
y col. 1982). Otros autores han utilizado dosis mads altas:

5 mg/dia (Deklerk y Coffey, 1978), e incluso mas altas: 10
mg/dia (Brandes, 1974). Todos los datos estidn referidos a

100 g de peso corporal de rata.

. . . , 14
La inyeccidn "in 44itu" de acetato (l- C) en la prés
tata nos va a permitir medir la incorporacidn del mismo a

las distintas clases de lipidos como se muestra en la tabla

IX.
Tabla IX
Influencia de los andrdgenos en la incorporacidn de
14
acetato (l1- 'C) a FL, TG, AGL. Siete dias después
de la castracidén de ratas adultas se les suministra
por via subcutidnea y durante 4 dias consecutivos,
0,2 ml de aceite de sésamo. Control: vehiculo solo;
DHT: vehiculo mids dihidrostosterona; T: vehiculo mas
testosterona. (1) 0,07 y(2) 0,7 mg de andrdgeno/100g
de peso corporal/dia.
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 administracidn de testosterona como la de
dihidrotestosterona origina un aumento en la incorporacién
de acetato a fosfolipidos con respecto al control, al que
s6lo se le ha inyectado el vehiculo (tabla IX). Este aumen
to va acompafiado de un descenso concomitante en la incorpo
racién a triacilglicéridos. Estas variaciones son mas
acusadas segiin aumentan las dosis de hormonas. Por otra par
te, estos resultados son concordantes con los obtenidos en
la incorporacidn de acetato radiactivo a las distintas cla
ses de lipidos en experimentos llevados a cabo "in vivo" con

ratas normales (3.3.2).

El que la testosterona presente una capacidad mayor
de actuacidn, puede explicarse en funcidn de los receptores
prostaticos de andrégemos. En efecto, los receptores prosta
ticos de andrdgenos decrecen progresivamente entre los 4-7
dias después de la castracidn, y con inyecciones diarias de
testosterona a ratas castradas se consigue recuperar, e in-
cluso superar, los niveles de receptores andrdgénicos pros-
tdticos (Blondeau y col., 1982} No se ha descrito todavia si estos
receptores se comportan en todo como los primitivos. Otra
posibilidad es que, al ser la testosterona el andrdgeno cir
culante mds abundante, la movilizacién y transporte de la
misma por medio de la globulina transportadora de la hormona
sexual (HSBG) sea m3s rapida y eficaz que la correspondien

te a la dihidrotestosterona.

3.5. INCORPORACION DE ACETATO (l—laC) 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 pre
ciso contrastar los experimentos "in vivo" e "in vitro". Los
sistemas "in vivo", aunque mds correctos a nivel fisioldgico,

son complejos y dificilmente controlables. Asi, por ejemplo,
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se controlan mal tanto las concentraciones de hormonas de ori
- - -

gen exdgeno que llegan a la glandula, como sus velocidades de

flujo a través de las distintas vias metabflicas. Todo ello

acompafiado de una gran dispersidén de las sustancias exdgenas

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 prostitica de perro (Camp
bell y col., 1966), pero no se ha utilizado en prdstata ven

tral de rata debido a las dificultades de éaniculaci6n.

Otro sistema "in vitro" consiste en el empleo de cor
tes o troceado de tejido. Este método tiene la ventaja, res
pecto del sistema libre de células (que veremos a continua-
cibén) de mantener la integridad morfoldgica y la estructura
celular, si bien el tejido estad desposeido de su natural in
teraccidén con otros drganos, y ademds estd desnervado. La
principal desventaja sin embargo, va a ser la posible alte
racidn en el transporte de metabolitos desde el exterior has
ta el interior celular. Podria obtenerse ademids, una falta
de reproductividad en los resultados debida a dafios al azar
producidos en el troceado o a la utilizacidn de trozos pro
cedentes de zonas fisioldgica y citoldgicamente distintas

del tejido en cuestidn.

Los sistemas libres de c&lulas engloban todos los mé&
todos "in vitro" en los que la integridad celular ha sido
destruida por ruptura de la membrana plasmdtica. Como prin
cipales ventajas de estos sistemas deben citarse la buena
reproductividad, la facilidad de las preparaciones y la
ausencia de barreras de permeabilidad que podrian impedir
la accidn de los compuestos afiadidos. Entre las desventajas
de estos sitemas estdn la desviacidn del sistema original,

entendido este {ltimo como el tejido en el seno del ser vivo
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en cuestidn, la ruptura de la organizacidn celular, y la di
lucidén de los sistemas enzimdticos en un medio extrafio. A
veces es necesario enriquecer estos medios con substancias

metabdlicamente activas.

3.5.1. Sdistema Libre de células

Se han empleado dos medios de incubacidén amplia-

mente descritos en la bibliografia.

Uno de ellos es el medio de incubacidn Tris-fosfato
enriquecido con algunos cofactores, que ha sido utilizado
con profusidn en distintos materiales bioldgicos (Castro y
col., 1974; Municio y col., 1975; Mejias y col., 1977), y
se describe detalladamente en (2.3.2). En estas condicio~
nes, la incorporacidn de acetato (1-140) a 1lipidos apenas
superd el valor de los tubos de control (incubaciones a
tiempo cero). Esta falta de actividad en el sistema no pue
de explicarse en funcidn de una ra3pida hidrdlisis de 1los
compuestos de alta energia quimica, como el ATP. Efectiva
mente, cuando se utilizaron bajas concentraciones de ATP
pero con un sistema generador del mismo de forma gradual,
creado atiadiendo 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 método se realizd una opti
- o - .
mizacidon de los cofactores, precursores, tiempos de incuba-

cidén, proteinas, como a continuacidn se especifica.
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Tiempo de incubacidn ......cccceveveeceoceeees 0-120 min.

Concentracidn de proteintas (sobrenadante

3500 rpm) ....cc... 5-18 mg/ml
homogenizado total. 1-25 mg/ml
140

" "

acetato (1- ) teeeieeeeseos. luCi-5uci/ml

" " NADPH ....ivvnevnnnennenneenees 0,52 mM

Adicionando Estreptomicina ....vveveeeeseses 1 mg/ml

" Acetato s6diCO ..veeeecoceoceees 0-2 mM

" B mercaptoetanol ........c000.. 2'5mM

" Citrato s6dico ...veveveeeeneees. 3 mM

" Bicarbonato s8dico ...veeeeeee.. 10 mM

Homogenizacifén en un potter con &mbolo accionado a mano.

Se ha observado una clara inhibicidn del acetato sddi
co, que se ha desechado en las sucesivas incubaciones. En
resumen, las condiciones Optimas de incubacidn se obtuvieron
en el medio Tris-fosfato enriquecido con cofactores, con las
siguientes variaciones: 5 pCi de acetato (1-140), 20 mg de
proteinas de homogenizado total, en 1 ml de incubacidn a
37°C, y durante 60 minutos, obteniéndose en estas condicio
nes hasta 200 cpm/mg de proteinas procedente de prdstatas
de ratas adultas. Como se desprende de estas condiciones, el
sistema requiere grandes cantidades de prdstata para un redu
cido nimero de experimentos, por lo que se procede a ensayar

otros medios.

El medio de homogenizacidén-incubacidén de Hank, des-
crito en (2.3.2), contiene como nutriente celular glucosa.
Los resultados obtenidos son andlogos a los correspondientes

encontrados con el medio Tris-fosfato ensayado anteriormente.
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Una posible explicacidén de la baja incorporacidn en-
contrada en estos sistemas libres de cé&lulas es que, al rom-
perse los lisosomas, las enzimas proteoliticas de los mismos
procedieran a la digestidn de los sistemas proteiéos que ca-

talizan la biosintesis lipidica.

Con objeto de controlar las proteasas se han afiadido
al medio de incubacién de Hank inhibidores especificos de
las mismas. Algunos de estos inhibidores ya han sido proba-
dos con &xito para prevenir la degradacidén de los receptores
de andrdgenos en préstata ventral de rata (Prins y Lee, 1982
a ) , o reduciendo la actividad proteolitica en otros orga-

nos (Diezel y col., 1973).
Los inhibidores empleados han sido los siguientes:

a) PMFS
b) (NH4)2504 (1 M)

c) PMFS (1mM) y EDTA (0'l mM)

Los mejores resultados se han obtenido con PMFS y
EDTA en las concentraciones indicadas en c). De esta manera
se logra aumentar en un 507% la incorporacidn de acetato ra-
dioactivo con respecto a los controles incubados de igual

manera, pero sin inhibidores de proteasas.

Teniendo en cuenta que un gran niimero de los sistemas
enzimadticos responsables de la sintesis de lipidos se encuen
tran asociados a membranas (Bell <y col., 1981), la ruptura
de éstas, provocada por la homogenizacidn, podria dafiar sus
estructuras tridimensionales y, por lo tanto, su capacidad
catalitica. Por otra parte, la pérdida de la organizacidn ti
sular seria suficiente para disminuir considerablemente 1la
biosintesis lipidica ya que, segin Cunha y col. (1981), las
inter-relaciones entre el estroma y las células acinares pros

titicas tiene gran importancia para explicar la funcionalidad
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de 1la glandula.

Ambos inconvenientes, ruptura celular y pérdida de

organizacidn tisular, se evitan utilizando tejido troceado.

3.5.2. Sistemas con tefido troceado

Los cortes de tejido en general, y de prdstata ven
tral de rata en particular, en ensayos "in vitro", han sido
muy utilizadosen la bibliografia (Nyden y Williams-Ashman
1953; Farnsworth y Brown, 1961; Hollander, 1963; Singhal y
col. 1978 y 1979; Singhal y Schaffner, 1980). Concretamente,
en prdstata ventral de rata, este método presenta gran repro
ductibilidad, ya que Romppanen y col. (1980) han comprobado
un ordenamiento al azar de sus componentes celulares. Es

pues indiferente la parte de tejido prostdtico que se trocea.

3.5.2.1. ELeccibn del medio de Aincubacibn

Bisicamente se utilizan dos medios de incuba-
cidn, y a cada uno de ellos se le va a realizar alguna modi

ficacién, como se indicard en cada caso.

Uno de los medios estd formado por un tampdn Tris-
fosfato. El otro es la solucidn de Hank, que contiene, ade-
mids de las sales minerales, la glucosa como nutriente celu-

lar (ambos descritos en 2.3.2).

Las condiciones de incubacidén fueron: 1 hora, 40 mg
de prdstata troceada y 2 uCi de acetato (1-14C) en 2 ml de

medio.

En los cuatro medios de incubacidn utilizados (ta
bla X), se observa una incorporacidn apreciable de acetato
marcado a lipidos totales, a diferencia de lo que ocurria
en el sistema libre de células. Se observa también que, pa

ra todos los medios de incubacidn, existe una variacidn en
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la incorporacidn de acetato a lipidos, dependiendo del esta
do del desarrollo en que se encuentra el animal (tabla X) .
La incorporacidn es m3xima en ratas jdvenes inmaduras, y des

ciende con la edad.

Tabla X

> -~ 1 -’ -

Incorporacidén de acetato (1- 4C) a lipidos totales, en
incubaciones "in vitro" de préstata, 40 mg de prdstata
ventral troceada, con 2 UuCi de acetato (1-14C), 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 incubacidn entre
si, se observa una incorporacidn de acetato (1—14C) a lipi-
dos, que es superior en los medios que utilizan la solucidn
de Hank (2 y 2*), con respecto a los que utilizan tampdn
Tris-fosfato (1 y 1*%)., En este {iltimo medio no se observa

variacidén en la incorporacidn de acetato a lipidos,ya se
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adicione o no al medio CoA, ATP, (quienes no atraviesan la
membrana) & Mg2+. El medio que utiliza la solucidén de Hank

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

Los porcentajes de incorporacidén de acetato (1—140)
a las distintas clases de lipidos, obtenidas en las incuba-
ciones "in vitro" con los medios de incubacidn de la tabla
X, se dan en la figura 32 para dos estadios del desarrollo
diferentes, en ratas inmaduras, asi como en las adultas

plenas.

En los medios en que se utilizd el tampdn Tris-fosfa
to (fig. 32, 1 y 1*), se observan basicamente los mismos per
files de incorporacidén, tanto en el medio enriquecido 1*, co
mo en el que no lo estd, 1. En ambos medios, los fosfolipi-
dos son los que sufren mayor incorporacidn, mientras que 1la
cantidad de radioactividad encontrada en los dcidos grasos
libres, lo mismo que en triacilglicéridos, no supera el 3Z%.

Todo esto es vidlido tanto para ratas inmaduras como adultas.

En las incubaciones con solucidn de Hank, al compa-
rarlas con aquéllas en las que se emplea tampdn Tris-fosfato,
se observa un incremento en la incorporacidén de acetato a
triacilglicéridos, y este efecto es todavia m3s acusado en

las incubaciones en las que se adiciona NADPH,.

Los porcentajes de fosfolipidos son, bidsicamente,
constantes en los cuatro medios de incubacidén utilizados,
por todo esto se elige la solucidén de Hank como medio de in

- -
cubacion.

La semejanza encontrada en los perfiles de incorpo-
racidn de acetato radiactivo a las distintas clases de 1ipi
dos en la fig. 32 tanto en ratas en periodo inmaduro como
en ratas en estado adulto hace pensar que a estos medios de
incubacidn concretas las falta el entorno hormonal, como el

. n . " . . -
que existe 1in vivo para que alcance la actividad &ptima
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Figura 32.- Incorporacidn An vitro de acetato (1-14C)
a fosfolipidos (barras negras), triacil-
glicéridos (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 anterior

mente podrian encontrarse los andrdgenos.

Previo al estudio con andrd8genos vamos a proceder a

la optimizacidn del medio de Hank.

3.5.2.2. Optimizacibn de Las condiciones de Lincubacién "in
vitno", con tefjido troceado

Una vez escogido el medio de Hank para las incu
baciones "in vitro" con tejido troceado, se trataron de en-
contrar las condiciones Optimas para la sintesis de triacil
glicéridos y fosfolipidos, que serdn objeto de nuestro estu

dio posterior, bajo la accidn de los andrdgenos.

Contnol del crecimiento bactendfano en el medio de

Ancubacibn

Las concentraciones diluidas de glucosa existentes
en el medio de incubacidn 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 prdstata hiimeda. A una serie de incu
baciones se afiade estreptomicina (1 mg/ml) y penicilina
(100 U/ml). La otra serie actila como control. Ninguna de es

tas dos series contiene precursor radioactivo.

Las colonias bacterianas se contaron a tiempos O y
270 min. como se describe en (2.3.3). En presencia de anti
bidticos se obtuvieron 25 colonias, como midximo, a los 270
minutos, no obteniéndose ninguna a tiempo 0. En cambio, los
tubos sin antibidticos dieron un total de 60 y 400 colonias

a 0y 270 minutos, respectivamente.
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Figura 33.- Influencia de los antibidticos en los porcen
tajes de incorporacidn de acetato (1—14C)
fosfolipidos (barras negras), Triacilglicéri
dos (barras rayadas) y dcidos grasos libres
(barras punteadas) con respecto al total de
los lipidos marcados. Incubaciones An v{itro
con 40 mg de prdstata de rata adulta en ml
de solucidén de Hank con 2u Ci de Acetato
(1-140) como precursor radiactivo. (C) con
trol; (+ Ant) control mds 1 mg/ml de estrep

tomicina y 100 U/ml de penicilina.
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[

En consecuencia, y puesto que los antibidticos pue
den afectar de alguna manera a las cé&lulas de eucariotas,
se realizaron nuevas incubaciones en presencia de precursor
radiactivo. Se trata de ver ahora las diferencias entre in
cubaciones con y sin antibidticos, asi como el efecto de és

tos en la sintesis de las distintas clases de lipidos.

Con prdostatas de ratas adultas (350 + 5 g), se obtu
vo una incorporacién a lipidos totales de 1841 + 150 cpm/mg,
en ausencia de antibidticos, 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 incorporacidn a las distintas
clases de 1lipidos, como se observa en la figura 33. Ya que
el nimero de colonias no parece ser excesivo, se ha suprimi
do el empleo de antibidticos, evitandose asi los posibles
efectos secundarios de &stos sobre el funcionamiento normal

de la prdstata.

In§luencia de La presencia de ca?? en el medio de

Lncubacibn

Algunos autores anaden CaCl, al medio de incubacién

2
de Hank, (descrito em 2.3.2), con el fin de crear un concen-
tracién de idn calcio, suficiente para el funcionamiento de
un nimero 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 idn

calcio en este sistema.

Las incubaciones en ausencia y presencia de idn
Ca2+ (1 mM) se realizan durante una hora con prdstatas
de ratas adultas (325 + 5 g). La incorporacidn a lipidos to
tales de acetato (1-14C) fue de 515 + 81 cpm/mg con Caz+,
y de 726 + 87 cpm/mg, sin calcio. Ello parece indicar que,

efectivamente, el calcio pudiera activar las lipasas o las
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Influencia del ion calcio en la incorporacién de
acetato (1—14C) a fosfolipidos, triacilglicéridos
y dcidos grasos libres (% del total de lipidos
marcados). (C) control; (+ C§+) control + CaCl2

(1 mM). Condiciones como en fig. 33.

Influencia del pH en la incorporacidon de acetato
(1—14C) a fosfolipidos, triacilglicéridos y &dci
dos grasos libres (% del total de lipidos marca-
dos). (pH = 6,6) solucién de Hank; (pH = 7,4) so
lucidn balanceada de Hank. Condiciones como en

fig. 33.
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proteasas en general, pues se obtiene menos incorporacidn
con calcio que sin &l. Sin embargo, 1la diferencia entre cla
ses de 1lipidos no es significativa, como se observa en la
fig. 34. Por lo tanto, se va a utilizar en adelante el me
dio de Hank sin calcio, ya que se obtiene una mayor incorpo
racidn a lipidos totales, simplificdndose ademds la prepara
cidén del medio debido - a la baja estabilidad de las solucio-
nes de CaCl,. Por otro lado se sabe que la enzima 5-a-re
ductasa nuclear, procedente de prdstatas humanas hiperplisi

. iy s . + ) .
cas es inhibida por el ion Ca2 a concentraciones 2 mM
(Hudson, 1981).

Influencia del pH

El medio de Hank (2.2.3) tiene un pH de 6'6, y puede
ser llevado a pH 7'4 con NaHCO3, obteniéndose as7i 1la solu
cién balanceada de Hank. Para observar el efecto de estos
dos pH en la incorporacidn de acetato (1-14C) a lipidos to
tales, y los porcentajes de distribucidn de la radiactividad
en las distintas clases de lipidos, se llevaron a cabo incu
baciones a pH 6'6 y 7'4 con prdstatas de ratas de 270 + 10 g
de peso, obteniéndose 1091 + 101 y 938 + 20 cpm incorpo
radas a lipidos totales por mg de prdéstata hiimeda, respecti

vamente.

Los diagramas de distribucién de radiactividad en
las distintas clases de lipidos se muestran en la figura 35,
para los dos pH, y son basicamente idénticos, aunque con un

incremento de los triacilglicéridos a pH 6'6.

El pH de la prdstata ventral de rata, se ha medido
en un homogenizado de prdstata de ratas de 250 + 20 g de pe
so en agua destilada con una relacidén peso/volumen de 1:3,

y el pH obtenido ha sido de 6'8.
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La preparacidén de Hank a pH 6'6 es ma3s sencilla y ri
pida, como conviene para impedir el crecimiento bacteriano;
por este motivo, asi como por el valor del pH en la prdsta-
ta ventral de rata, se ha decidido utilizar 1la solucidn de
Hank a pH 6'6. En las incubaciones realizadas a este pH se
ha controlado el pH final de la reaccidn al cabo de una ho

- - - . - -
ra, asl como en incubaciones de mayor duracidn, comprobando

se que no varia.

Influencia del tiempo de 4Lincubacién y de La oxigenacibn en
La sintesis de Lipidos en prbstata ventral de rata.

En las incubaciones "in vitro" con tejido troceado es
habitual que se enriquezca el medio con una mezcla de O2 al
957 y CO2 al 5% para asegurar la respiracidn celular y la
superviviencia del tejido. Este factor, junto con el tiempo
que dura la incubacién del tejido, han sido controlados si-
multinemanete en un experimento realizado con prdstata de
ratas de 335 + 35 g, en presencia de acetato (1-14C) y en
un intervalo de tiempo que va desde 0 hasta 270 minutos. Pa
ra cada tiempo de experimentacidn se realizan dos grupos de
incubaciones, uno con oxigenacidn, y otro sin ella, en un

medio de Hank.

Los resultados de la incorporacidn a lipidos totales
en funcidn del tiempo pueden verse en la figura 36. Obsérve
se que, a todos los tiempos estudiados, los medios gaseados

- - o - - .
con oxigeno presentan una mayor incorporacidn a lipidos to-
tales. En estas curvas con oxigeno y sin &l se observa un
gran aumento de la incorporacidn radiactiva a medida que
aumenta el tiempo de incubacidn, y los perfiles de ambas cur
- - - - - . -
vas son semejantes, llegandose a maximos de incorporacidn a

tiempos similares en ambas curvas.

Esta diferencia cuantitativa no tiene repercusidn cua

litativa, pues la incorporacidn de acetato (I—IAC) a las di
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Figura 36.- Influencia del tiempo de incubacidn en la incor
poracidén de Acetato (1-14C) a lipidos totales,
con (@) y sin oxigenacidn (0) adicional del me-
dio. Resultados expresados como cmp/mg de prds-

tata himeda. Condiciones como en fig. 33.
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Figura 37.- Influencia del tiempo de incubacidén en la incor
poracién de acetato (1—140) a fosfolipidos, tria
cilglicéridos y dcidos grasos libres (% del to-
tal de 1lipidos marcados). (C) control; (+02) con
trol mi3s oxigenacidn adicional del medio. Condi-

ciones como en fig. 33.



- 152 -

ferentes clases de lipidos (figura 37) son similares, ya sea
con oxigenacidn o sin ella, escogiéndose para este estudio,
de entre todos los tiempos de incubacidn, dos suficientemen-

te distintos, como son 60 y 270 min.

Estos resultados indican que, en ambos medios, el te
jido es activo, si bien la oxigenacidn adicional favorece
la respiracidén y el metabolismo celular. Dado que, en ambas
series de incubaciones, hay suficiente oxigeno, ya que se han
realizado con 40 mg de prdstata en 2 ml de medio, en tubos
B-29 de 60 ml de capacidad, con agitacidn continua, y que
no existen diferencias cualitativas, no se va a gasear el
medio, salvo en los casos en los que se necesite un mayor

rendimiento, como se especificaran oportunamente.

Influencia de La cantidad de prbéstata troceada en La Ainconrn-
poracibn de acetato (1-14C) a Lipidos totales.

Otro factor a controlar es la cantidad de préstata
hiimeda en el medio de incubacidn. Para ello se realizaron
unos experimentos con 2 uCi de acetato (1—14C) en 2 ml de
Hank con oxigenacidn, incubdndose durante una hora, y con
cantidades de prdstata troceada que van desde 0 hasta 120
mg, procedentes de ratas adultas de 334 + 20 g. La relacidn
entre las cpm incorporadas a los lipidos totales y la canti
dad de prdstata hiimeda se da en la figura 38, observandose
un tramo lineal, hasta aproximadamente 80 mg de prdstata ven
tral, en el cual la incorporacidn es proporcional a la can-
tidad de prdstata hiimeda. Por encima de este peso de prdsta
ta se satura el sistema y apenas se obtienen aumentos signi

ficativos en la incorporacidn a lipidos totales.

Otra relacidn que se ha calculado es la que existe
entre el peso seco y el peso hiimedo de la prdstata. El peso

seco se ha determinado por dos métodos, hasta pesada constan
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Figura 38.- Influencia de la cantidad de prSstata himeda
(mg) en la incorporacidén de acetato (1-140)
a lipidos totales (c.p.m.). Condiciones como

en la fig. 33.
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te a 80°C, y mediante liofilizacidén de prdstatas procedentes
de ratas de 280 + 10 g. E1 peso seco es de 18,2 + 0'8% del
peso hiimedo, obteniéndose resultados andlogos por los dos mé

todos, y por lo tanto se dan conjuntamente.

Nosotros hemos elegido 40 mg de prdstataen 2 ml, por
obtenerse con este peso suficiente incorporacidn de radiacti
vidad a lipidos totalés, por estar dentro de la zona lineal,
asi como porque la pesada de 40 mg resulta bastante exacta,

y porque nos permite realizar un nimero suficientemente alto

de ensayos por prdstata.

Incubacibn con prb6stata ventral de nata almacenada a 4°C
y a -20°C

Se tuvo en cuenta la posibilidad de utilizar prdsta-
tas congeladas para la biosintesis de lipidos "in vitro",

lo que seria muy cdmodo desde el punto de vista experimental.

Las incubaciones realizadas a este fin, tanto en el me
dio de Hank como en el tampdn Tris-fosfato con troceado de
prostata congelada, a -20°C unas, y otras que han permaneci
do 24 horas a 4°C, han dado valores de incorporacidn de ace
tato radiactivo a lipidos totales que no superan las 50
cpm/mg de prdéstata, por tanto, el material a utilizar sera
siempre el recién extraido del animal, sin haber estado so-

metido a congelacidn o almacenamiento a 4°C.

De todos estos apartados se deduce que las condicio-
nes Optimas de incubacidn son: 40 mg de trozos de prds-
tata en 2 ml de solucidén de Hank, incubandose durante 1 ho-

ra con 2 UCi de acetato (1-14C).
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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

14C)‘a lipidos totales en un troceado

poracidn de acetato (1l-
de tejido brostético, se procede al estudio de la accidn de
los andrdgenos en prdstata empleando este sistema "in vitro".
Con tal fin se va a adicionar a nuestro medio de incubacidn
testosterona o dihidrotestosterona. Dado que estas hormonas
esteroidicas no son solubles en un medio aéuoso, 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 se permite el equilibro
entre la testosterona unida a la particula solubilizadora y
la testosterona libre, que es en definitiva la que va a en-
trar en las células diana del tejido prostitico para alli
ejercer su accidén (Farnsworth, 1981). Se han estudiado varias
formas de solubilizar la testosterona: 1) disolventes orgini
cos, 2) detergentes, 3) otros productos, 4) proteinas. Asi

mismo debe probarse la cantidad Sptima de hormonas.

Los disolventes orgidnicos mas empleados en la biblio
grafia son la acetona y el etanol (Bruchovsky y col., 1981).
Se ha elegido la acetona, por ser el que admite mayores con-
centraciones de testosterona antes de llegar a la saturacidn,
y permite wutilizar un volumen menor de disolvente. Ademis,
el etanol inhibe la biosintesis de testosterona "in vitro"
Badr y col. 1979; Murono y col. 1980; Eriksson y col. 1983.
La adicidn de 50 ul de acetona a los 2 ml de medio que se in
cuban en las condiciones optimizadas en (3.5), que se descri

ben en 2.3.2, se dan en la figura 39,

Entre los detergentes no idnicos, se ha ensayado el
Tween 20 y el 80. Estudiados por Hata y col. (1982) en 1la
sintesis de 1ipidos en un sistema libre de c&lulas de leva

dura, y no alteran (Tween 80), o lo hacen muy ligeramente
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Figura 39.- Efecto de los diferentes medios de dispersidn
de hormonas esteroidicas. En la incorporacibn
de acetato radiactivo a fosfolipidos (barras
negras), triacilglicéridos (barras rayadas) vy
dcidos grasos libres (barras punteadas). Datos
expresados como porcentajes del total de 1lipi-
dos marcados. (C) control; (AC) <control mis
300 mM acetona; (Al) control m3s 5 mg/ml de
albdmina; (EDTA) control mads 0,05 mM EDTA;

(Tw 20) control mds 5 mg/ml de Tween 20; (TW 80)
control mids Tween 80 5 mg/ml. Incubaciones de

40 mg de prdéstata 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 también Tween 80 (Erickson y Nes,
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 niicleos con andrdgenos para me
dida de receptores, se aflade testosterona sin ningiln agente
dispersante (Bression y col., 1979). Al comparar estos medios
de incubacidén con los utilizados por nosotros se observa que
la Gnica diferencia sustancial es la bresencia de EDTA (etilen
diamino tetraacetato) en los primeros. En la figura 39 se
muestran los efectos del EDTA (0,05 mM), en nuestro medio de
incubacidn  enriquecido con MgSo, (5 mM), en la incorpora-

cidn del acetato radiactivo a los distintos lipidos.

Entre las proteinas que participan en el transporte
de andrdgenos, y concretamente de la testosterona en suero,
se encontraria la albimina. Aunque se ha descrito que la
adicidén de proteinas plasmiticas a un medio sin suero hace
decrecer la adsorcidn de esteroides en cultivo de tejidos,
al mismo tiempo que proteje la expresidn de los efectos mor
foldgicos y bioquimicos de las hormonas , no por ello se
ha dejado de ensayar la adicidn al medio de incubacidn de
5 mg/ml de albiimina. Los resultados obtenidos en la incorpo
racibén de acetato radiactivo a las distintas clases de 1lipi

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 préstata.

Entre estas proteinas es probable que juegue un papel

importante la proteina PBP, que se ha estudiado extensa-



- 158 -

mente en la introduccidn

: Este método, que ha sido utilizado y puesto a punto
por Singhal y col. para el estudio de la biosintesis de co
lesterol, "in vitro", en §r6stata ventral de rata, consiste
en incubar en medio de Hank, durante treinta minutos la
prostata. Después de esta incubacidén se adiciona directamen
te al medio testosterona como una dispersidn en el medio de
Hank, o bien depositidndose en el fondo del tubo de incuba-
cidn disuelta la acetona, que se hace evaporar a continua-

n
cidn, antes de afiadir el preparado enzimatico.

El conjunto tejido-hormona se incuba durante dos ho-
ras para que la hormona realice su accidén a nivel de la bio

sintesis de proteinas.

Pasado este tiempo se procede a la decantacidn del
medio. El1 tejido ya estd preparado para estudiar la influen
cia de la hormona sobre la incorporacidn de acetato (1—14C)
a lipidos. Esto se consigue mediante la adicidén de nuevo me
dio con el precursor radiactivo y la correspondiente concen

tracidén de hormona.

Los resultados obtenidos por nosotros con este méto-

do se muestran en la figura 40.

Como vemos, en estas condiciones, la testosterona no
ejerce ninguna accidn sobre los triacilglicéridos y fosfoli
pidos. Es, sin embargo, un buen método para estudiar biosin
tesis de colesterol, pues la incorporacidn de acetato al
mismo (fig. 27) aparece muy potenciada por este sistema. Tan
to se incrementa 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, ademds, en todo momento tratamos

”"es

de correlacionar y comparar los resultados "in vitro" e "in

vivo", rechazamos este método para nuestro propdsito.

Es de destacar en la fig. 39 1la inversidn de los ni
veles de fosfolipidos y triacilglicéridos 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 enzimdticos que nos ocupan.

La albimina, EDTA y Detergentes no modifican de manera
apreciable los resultados obtenidos con el control y ya que
los detergentes proporcionan soluciones homogéneas de este-
roides mientras que con otros medio se obtienen dispersiones,
nos ha hecho decidirnos por los detergentes como agentes so

lubilizantes.

Con el Tween 20 se obtiene una proporcidn de &dcidos
grasos libres ligeramente m3s 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 solubi

lizante de la testosterona en las incubaciones in vitro.

Una vez elegido el Tween 80 como agente dispersante,
se ha ensayado la accidn de la testosterona y dihidrotestos
terona sobre la incorporacidn del acetato radiactivo a los
distintos lipidos en tejido troceado y en presencia de medio
A&émﬁéﬁki“Se considera como suficiente el tiempo de dos ho-
ras para que las hormonas ejerzan su accidn (ver en 1.5) y
otras dos horas para la incorporacidn de acetato, siguien-

do la metodologia de Singhal y Schaffner (1980).

La figura 41 muestra, para experimentos "in vitro",
como afectan distintas concentraciones de testosterona y di
hidrotestosterona al porcentaje de radiactividad incorpora-

do en triacilglicéridos y fosfolipidos con respecto al total
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Figura 40. Incubaciones de cuatro horas decantando el
medio a las 2 horas y atiadiendo nuevo medio.
El acetato radiactivo se adiciona a las 2
horas. (C) Control; (+T) control m3s testos
terona (175 uM). Las barras de izquierda a
derecha son: fosfolipidos, triacilglicéri-
dos, dcidos grasos libres, diacilglicéridos

y colesterol.
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-
16 mM

Figura 41.- Influencia de la testosterona (——) y dihidro
testosterona (----) en la incorporacidn de ace
tato (1—14C) (% del total de lipidos marcados)
en fosfolipidos (®) y triacilglicéridos (0).
Incubaciones 4An vALtxro con Tween 80 (5 mg/ml)
para solubilizar las distintas concentraciones
de hormona. Los tubos se incuban con andrdgenos
durante dos horas,; al finalizar, se decanta el
medio y se afiaden 2 ml de solucidn de Hank con
la misma cantidad de hormona y el acetato ra-

diactivo incubandose otras dos horas.
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de lipidos marcados. Las concentraciones de andrdgenos han

sido elegidas de acuerdo con los resultados obtenidos "in
vitro" por Singhal y Schaffaer (1980) y por Farnsworth y Brown
(1961) en sus trabajos sobre la incorporacidn de acetato

radiactivo a lipidos totales.

Nuestros resultados sugieren que concentraciones cre
cientes de testosterona y dihidrotestosterona originan un
aumento significativo (p € 0'05) en la incorporacidn de
acetato (1-14C) en fosfolipidos y un descenso en triacilgli
céridos. Estos efectos son mads acusados para la testostero-

na que para la dihidrotestosterona.

Los resultados "in vitro" coinciden cualitativamente
con los correspondientes resultados hallados "in vivo" (ta-
bla 1IX), si bien cuantitativamente las variaciones son mas

acusadas para el caso "in vitro".

Comparados pues ambos resultados, "in vivo" e "in vi
tro", se puede concluir que la prdstata ventral de rata pue
de utilizar acetato para la sintesis de acidos grasos, que
son incorporados posteriormente en las diferentes clases de
lipidos. Esta incorporacidn depende de la testosterona y de
su metabolito activo en prdstata, la dihidrotestosterona.

En efecto, ambas hormonas provocan un aumento en la incorpo
racidn de acetato en fosfolipidos y un descenso en la incor
poracidén a triacilglic&ridos. Estas variaciones se han detegc

tado en ambos experimentos "in vivo" e "in vitro".

Este control hormonal de la incorporacidn de acetato
en clases de lipidos, no puede ser interpretado en funcidn
de una accidn de los andrdgenos sobre la acetil CoA-Sinteta
sa (E.C. 6.2.1.1.), puesto que la activacidn del acetato a
acetil CoA ocurre ripidamente en prdstata de rata y no esta
bajo control hormonal (William-Ashman and Banks, 1954;
Harkonen y col., 1982).
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Es mds probable que esta influencia hormonal se ejer
za, de alguna manera, sobre las rutas de sintesis de fosfo-
l1ipidos 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 relacidn directa entre
incrementoc de andrdgenos en plasma y préstata, y el creci-
miento prostatico (Gloyna and Wilson, 1969; Moger, 1977;
Higgins y col., 1981). También concuerda esta hipdtesis con
el hecho experimental discutido en la introduccién, ver 1.6,
de que en la pubertad coinciden un aumento de andrégenos cir
culantes y un acusado crecimiento prostidtico; recuérdese tam
bién que el descenso del peso prostatico ocasionado por la
castracidn se invierte al suministrar de manera exdgena ex
tas hormonas. En este crecimiento prostdtico serian siempre
necesarios los fosfolipidos como componentes fundamentales

de las membranas de las células prostiticas.

Toghrol y col., (1980) han sugerido que los acidos gra
sos son la mejor fuente de acetil CoA para la sintesis de ci
trato que se acumula y secreta en prdstata ventral de rata.
En este sentido Barrow y Huggins (1946) han sefialado la ausen
cia de un ciclo de los dcidos tricarboxilicos en prdstata ven
tral de rata, siendo la aconitasa (EC 4.2.1.3) la responsable
iltima de este hecho (Costello y Franklin, 1981). Por otra
parte, la acumulacidn de citrato en esta glandula estd bajo
control androgénico (Harkonen y col., 1982). Se puede, pues,
considerar, de acuerdo con nuestros resultados, una contribu
cidn androgénica a la movilizacidn de los triacilglicéridos,
para proporcionar los dcidos grasos necesarios en la biosin-

tesis del citrato.

En resumen, podemos concluir que existe una relacidn
entre incremento de los niveles de andrdgenos, como los que
tienen lugar durante la pubertad de ratas macho, y el aumen

to y descenso de la incorporacidn de acetato en fosfolipidos
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y triacilglic@ridos respectivamente, durante este periodo

del desarrollo.



IV: CONCLUSIONES
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La curva de ajuste que correlaciona el peso de la prdéstata
con el peso de la rata es una sigmoidea de ecuacidn

y = K/ —ax® Estos pesos estdn fuertemente correlaciona
1+ce
dos por ser el coeficiente de correlacidn muy prdximo a 1.

A los 7 dias de realizada la castracidn a ratas adultas,
los pesos de las prbstatas descienden hasta valores homogé
neos, perdiéndose la correlacidn entre el peso de la rata
y el peso de la prbéstata. Existe, sin embargo, una correla
cién entre la pérdida de peso de la préstata en los 7 dias

de castracidn y el peso de la rata.

El dcido undecanoico (11:0) no se encuentra presente entre
los dcidos grasos que forman parte de los lipidos totales

de la prdstata. Dado que, &ste dcido graso aparece bien re
suelto en cromatografia de gases se utiliza como patrdn in

terno en las determinaciones cuantitativas.

Los dcidos grasos presentes en lipidos totales en propor-
ciones superiores al 10% son 16:0; 18:1 y 18:2. Entre el
3y el 10% estan: 18:0, 16:1 y 20:4. E1 resto de los acidos

grasos se encuentran en proporciones inferiores al 3%.

El estudio comparado de la distribucidn de los acidos gra
sos en triacilglicéridos y fosfolipidos no muestra varia-
ciones apreciables, salvo para el 20:4 que se encuentra en

su mayor parte en fosfolipidos.

Los dcidos grasos saturados se encuentran en menor propor-
cidén que los insaturados tanto en los lipidos totales, co-
mo en los triacilglicéridos y fosfolipidos. En los acidos
grasos libres ocurre lo contrario. Esto sugiere una modi-
ficacidn en el grado de insaturacidn de los &cidos grasos

incorporados a clases de lipidos.

fe T
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Las conclusiones 4, 5 y 6 son validas tanto para prdstatas
de rata inmadura como para adultas, pues no se han observa

do cambios apreciables durante la evolucidn de la glandula.

Se ha realizado un andlisis cuantitativo de lipidos tota-
les, triacilglicéridos, fosfolipidos y dcidos grasos li-
bres presentes en prdstata ventral de rata. Las cantidades
de triacilglicéridos y los fosfolipidos no son constantes
con la evolucidn de la glidndula; los primeros presentan va
lores md3s altos en ratas inmaduras con respecto a las ra-
tas adultas; a los fosfolipidos les sucede lo contrario,
aumenta su contenido con la edad.

- . 1
La prostata de rata incorpora acetato (1l- 4

C) a lipidos en
experimentos {n v{vo mediante inyeccidn directa del aceta-
to en la glandula. La incorporacidn es madxima en la puber-

tad, para estabilizarseﬂ en el periodo adulto.

La distribucidén del acetato radiactivo, en experimentos 4Lnh
V{Vvo en las distintas clases de lipidos varia con el desa-
rrollo de la glandula. En prdstata ventral de rata inmadu-
ra la incorporacidén se realiza preferentemente a triacilgli
céridos, mientras que, en ratas adultas, predomina la incor
poracidn a fosfolipidos. Hay que resaltar la existencia de
una zona de cruce en las curvas de incorporacidn de aceta-
to a triacilglic&ridos y fosfolipidos. Este cruce ocurre

con la pubertad en-las tondiciones de criade nuestras-ra-—

La inyeccidén subcutidnea,durante 4 diaside testosterona o

/

de dihidrotestosterona a ratas castradas 7 dias antes, pro
. . - 14

voca un aumento de la incorporacidn del acetato (l1-""C) en

fosfolipidos y un descenso en la incorporacidn a triacil-

glicéridos, con respecto a los controles a los que se in-



et ®w

§

12.

13.

14.

15.

- 168 -

yecta solo aceite de sésamo.

En experimentos Ln vA{in0 con sistemas libres de c&lulas no
se obtiene incorporacidn apreciable de acetato radiactivo
a lipidos, independientemente del medio de reaccidn y de

los inhibidores de proteasas empleados.

En experimentos An v{tno con tejido troceado en medio tris-

fosfato o solucidn de Hank, se obtiene una incorporacidn

apreciable de acetato radiactivo a 1lipidos. Esta incorpora
. - - - - -

cidn es madxima para ambos medios con prdstatas troceadas

procedentes de ratas inmaduras, lo que coincide con los re

sultados obtenidos "4in vivo".

Se ha elegido la solucidn de Hank como medio mds apropiado
para las incubaciones 4n v{itno, en lugar del medio tris-
fosfato, por coincidir mds exactamente la distribucidén de
la radiactividad en clases de lipidos con la encontrada in

vivo.

La optimacidn del medio de incubacién, para el estudio de

la influencia de andrdgenos An vitro, es:

solucidn de Hank sin calcio ni antibidticos pH 6,6

- Se gasea (95% 0, y 5% COZ) o no el medio segiin convenga.

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

- Se elige Tween 80 como agente solubilizante de la tes-

tosterona y de la dihidrotestosterona.
- Tiempo total de incubacidn 4 horas.

- Temperatura de incubacidn 37°C.



16. La adicidn de testosterona 6 dihidrotestosterona, en experi

mentos An v{tno, estimula la incorporacidén de acetato a fos
folipidos, y disminuye la correspondiente a triacilglicéri-
dos. Estos resultados son anidlogos y de mayor proporcidn a

los obtenidos {n vivo.
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