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RESUMEN

Se estudié la influencia del desarrollo post-natal y de la gonada masculi-
na sobre la actividad esterésica inespecifica de musculo cardiaco y esquelético
de la rata. Mediante enzimograma en acrilamida se lograron separar siete
fracciones de actividad esterasica en la masa ventricular y cinco fracciones en
el musculo esquelético. Dos de las fracciones de mtsculo cardiaco y una de
las de musculo esquelético experimentaron un incremento de su actividad en
un periodo del desarrollo coincidente con la pubertad del animal. La orquiec-
tomia bilateral total en la rata pre-puber (30 dias de edad) provocé una dis-
minucién de la actividad esterasica de estas fracciones analizadas. La admi-
nistraciéon de testosterona desde el momento de la castracién recuperd esta
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actividad.

Se concluye que las modificaciones de la actividad de ciertas fracciones
de esterasas de musculo cardiaco y esquelético durante la pubertad de la rata
son dependientes de la secrecién hormonal del testiculo.

INTRODUCCION

La influencia del desarrollo y de los
factores hormonales sobre la actividad
enzimatica ha motivado desde hace algiin
tiempo numerosos trabajos experimenta-
les. Una de las dificultades principales
para este estudio ha sido la falta de infor-
macién detallada acerca de la composi-
cién enzimatica de los tejidos. Los méto-
dos quimicos e histoquimicos utilizados
en un comienzo no han permitido la se-
paracion de fracciones de una enzima,
las que difieren en su estructura ain
cuando presentan igual actividad enzimé-
tica.

En los ultimos afos, el desarrollo de
los procedimientos electroforéticos ha
conseguido obtener un método simple que
permite el analisis en detalle de las frac-
ciones de una enzima (enzimograma); es-
te método ha permitido establecer mode-
los enzimaticos tisulares que han servido
de base para el estudio de la influencia

de la especie, del desarrollo y del sexo
sobre una enzima (1, 2, 3,4, 5y 6).

Se ha demostrado en suero y en teji-
dos como rifidn, epididimo y tejido ner-
vioso la influencia del desarrollo (3, 4)
y de las hormonas sexuales (6,7, 8y 9)
sobre enzimas que presentan actividad
esterasica.

En nuestro laboratorio, en que se es-
tudia la importancia de la actividad es-
terasica en el funcionamiento del miocar-
dio, consideramos fundamental analizar
en una primera etapa la influencia del
desarrollo post-natal y de las gbnadas en
un modelo enzimitico de esterasas de
musculo cardiaco y comparativamente de
musculo esquelético. En esta comunica-
cién nos hemos limitado a estudiar en la
rata la influencia de la gonada masculina.

MATERIAL Y METODOS
Ratas machos del stock de vivero de nues-

tro laboratorio se agruparon de la siguiente
manera:
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A. Cinco grupos de 6 animales cada uno
en que se analizé la influencia del desarrollo
post-natal; a estas ratas se dio muerte a los
30, 40, 50, 60 y 70 dias de edad.

B. Dos grupos de 6 animales cada uno
en que se estudié la influencia de la goénada
masculina; los animales de ambos grupos se
castraron a los 30 dias de edad. A los anima-
les de uno de estos grupos se les suministré
por via subcutidnea propionato de testostero-
na en aceite de oliva en dosis de 40 ug/100g
p.c. a partir del momento de la castracién y
cada dos dias. A las ratas del otro grupo (tes-
tigo) se les inyecté solamente aceite de oli-
va. A todos los animales se dio muerte a los
70 dias de edad.

Paralelamente con el grupo al que se le
administré testosterona desde el momento de
la castracidn, se estudié un grupo de 6 anima-
les en que la administracién de la hormona
se comenzé a los 40 dias de edad.

Las ratas se anestesiaron con nembutal sé-
dico (5 mg por 100 g) y luego se perfundie-
ron 200 ml de solucion Ringer-Locke, pH 7,4
a 37°C por via aorta abdominal. Se disecd
musculo de la pared abdominal y imasa ven-
tricular que se conservaron a -20°C; poste-
riormente estos tejidos se liofilizaron. Pre-
via tamizacién se homogeneizé el material
resultante en 15 volumenes de tampén fos-
fato de fuerza iénica 0,1, pH 7,8 y luego se
centrifugé a 20.000 g por 30 minutos a 20°C.
Se separd el sobrenadante, el cual se utilizo
para los andlisis electroforéticos posteriores.
Se estimé la concentracién de seroproteinas
presentes en los exiractos por medio de anti-
seroproteinas y se demostré que era inferior
a 0,5 mg%, concentracién que se demostrd
no interfiere en la reaccién enzimatica. Se
practico electroforesis en acrilamida segtn la
modificacién técnica descrita por Matson
(10). La acrilamida y la metilenbisacrilami-
da se polimerizaron con beta-dimetil-amino-
propionitrilo en tampén Tris-glicina, pH 9,2.
Sobre la columna de acrilamida se colocaron
150 pl de sacarosa al 40%; sobre ésta se agre-
g6 una alicuota de 20 a 25 pl de la muestra.
La separacion electroforética se efectudé apli-
cando una corriente eléectrica de 0,8 mA por
tubo durante 2 horas a temperatura ambien-
te. Concluida la electroforesis se separaron
de los tubos los geles de acrilamida y se su-
mergieron en una solucién que contenia, sus-
trato inespecifico para estearasas (alfa naftil-
acetato), un acoplador para el naftol libera-
do por la reaccién enzimatica (Fast Blue RR
Salt) y tampén Tris-HC1 0,05 M, pH 7,4.

Para la determinacién cuantitativa de la
actividad enzimatica se cortaron solamen-
te aquellas zonas en que interesaba esti-
mar la actividad esteradsica; las bandas se-
leccionadas se disgregaron con un homoge-
neizador; la suspensién obtenida se centrifu-
g6 y en el sobrenadante se determiné la acti-
vidad esterdsica de acuerdo con la técnica
descrita por Nachlas y Seligman (11). Ade-
mas se cuantificaron las proteinas por el mé-
todo de Lowry et al. (12) en las zonas en
que se practicé la cuantificacién de la activi-
dad enzimatica.
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Fig. 1: Enzimograma de actividad esterdsica de muscu-

lo cardiaco (arriba) y musculo esquelético (abajo) de

rata. Los numeros bajo cada columna indican la edad
del animal en dias.

RESULTADOS

En el enzimograma en gel de acrilami-
da se lograron separar en la masa ven-
tricular siete fracciones con actividad es-
terasica, que emigran hacia el anodo y
que arbitrariamente hemos designado con
las letras a, b, ¢, d, e, f, y ¢g. En la Fig. 1
puede observarse que la actividad este-
rasica de las fracciones d y e fue escasa
en los animales muertos a los 30 y 40
dias de edad y claramente mayor a par-
tir de los 50 dias de edad. No se observo
modificacion de la actividad de las otras
fracciones con la edad.

En la parte inferior de la Fig. 1 se
muestra la actividad esterasica de las frac-
ciones de miusculo esquelético que hemos
denominado a, b, ¢, d y e. La actividad
de la fraccion e fue mayor después de los
50 dias de edad. La actividad de las frac-
ciones ¢ y d crecié progresivamente con
la edad. Las otras fracciones no experi-
mentaron mayores variaciones en rela-
cion con la edad.
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Fig. 2: Modificaciones de la actividad esterasica del

masculo cardiaco en relacién con la edad.

La actividad esterasica se midi6é exclu-
sivamente en aquellas fracciones que pre-
sentaron cambios en la actividad enzima-
tica durante el desarrollo post-natal. Téc-
nicamente no es posible separar fraccio-
nes de migracién muy proximas, por lo
cual se procedié a eluir en conjunto las
fracciones d, e y f de la masa ventricular.
Por igual motivo se procedié a eluir en
conjunto las fracciones ¢, d y e del muascu-
lo esquelético.

En las Figs. 2 y 3 se observan los cam-
bios cuantitativos de la actividad estera-
sica del corazéon y de musculo esqueléti-
co en el curso del desarrollo, respectiva-
mente. Llama la atenciéon la magnitud
del incremento de la actividad enzimati-
ca de la masa ventricular que se observod
con posterioridad a los 40 dias de edad
(Fig. 2). En la Fig. 3 se observa un no-
table aumento de la actividad esterasica
del musculo esquelético después de los
50 dias de edad.
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Fig. 3: Modificaciones de la actividad esterésica del
musculo esquelético en relacién con la edad.
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La concentracién de proteinas en las
muestras de musculo cardiaco, no se mo-
dific6 apreciablemente a través de la
edad (0,66 mg de proteinas por ml a los
30 dias de edad y 0,86 mg/ml a los 70
dias de edad). En cambio, en el musculo
esquelético se observd una modificaciéon
de la concentracién de las proteinas en
relacién con la edad (0,96 mg de protei-
nas por ml a los 30 dias y 2,06 mg/ml a
los 70 dias de edad). Como los cambios
de actividad enzimatica podrian ser la
consecuencia de variaciones de la concen-
tracién de las proteinas tisulares, se pre-
firié expresar la actividad enzimatica en
funcién del contenido de proteinas de la
zona de elucién (“actividad especifica™).
En las Figs. 2 y 3 se observa que los cam-
bios de la actividad especifica siguen una
evolucion con la edad similar a los cam-
bios descritos anteriormente.

En la Fig. 4 se aprecian las modifica-
ciones cuantitativas de la actividad este-
rasica del miocardio y de musculo esque-
lético de animales castrados a los 30 dias
después del nacimiento y muertos a los
40 dias después. Con la orquidectomia to-
tal bilateral se observa una disminucién
significativa de la actividad esterasica de
corazoén y musculo esquelético. En la mis-
ma figura se exponen los efectos de la
administraciéon de testosterona desde el
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Fig. 4: Influencia de la castracién y la administracién
de androgenos sobre la actividad esterdsica lnespecifica
de musculo cardiaco y esquelético. En la parte supe-
rior se presenta el diagrama de las bandas de enzimo-
grama d, e y f de musculo cardiaco y ¢, d y e de
muisculo esquelético, de acuerdo con la Fig. 1. An =
animal normal de 70 dias de edad. Cast = animal de
70 dias de edad, castrado a los 30 dias. A = adminis-
tracién de andrégenos (propionato de testosterona).
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momento de la castracidén hasta la muer-
te (70 dias de edad). Se aprecia que la
actividad enzimatica de las {fracciones
cuya actividad habia disminuido con la
castracion, la recuperaron practicamente
en su totalidad con el tratamiento con
testosterona.

En el grupo en el cual la administra-
cién de testosterona se inicié a los 40
dias de edad, se observaron efectos se-
mejantes de la hormona, aunque de una
magnitud inferior a la encontrada en los
animales tratados desde el dia de la cas-
tracion.

DISCUSION

Varios autores han sehalado la influen-
cia de hormonas sexuales sobre la activi-
dad esterasica en diversos tejidos; asi, por
ejemplo, Sawyer y Everett (13) median-
te microtitulacion quimica demostraron
que la actividad de colinoesterasas inespe-
cificas del suero de rata es mayor en la
hembra que en el macho y que la sintesis
de estas enzimas aumenta con la adminis-
tracion de estrogenos. Allen y Hunter
(14) demostraron mediante enzimogra-
ma en almiddén que la actividad de algu-
nas fracciones de esterasas del epididimo
de ratén aumenta con la castracién, mien-
tras que la de otras fracciones disminu-
ye; la administraciéon de testosterona per-
mite la recuperacion de la actividad de
estas ultimas. Augustinsson y Henricson
(9), también mediante enzimograma en
almidén, observaron que la actividad de
arilesterasa del suero de perro macho au-
menta con la castracion, efecto que es re-
vertido al administrar testosterona al
animal castrado. Recientemente Allen y
Moore (6) trabajando con la técnica de
enzimograma en acrilamida (electrofore-
sis en disco) han seihalado modificaciones
de algunas bandas de actividad esterasica
del suero del ratén por la accion de tes-
tosterona y de la castracion.

Nuestros resultados demuestran que
ciertas enzimas de actividad esterasica del
musculo cardiaco y esquelético de la rata
macho, incrementan su actividad en un
periodo del desarrollo que segun otros
autores corresponderia a la pubertad (15).

Por otra parte, es evidente que la tes-
tosterona también tiene influencia sobre
determinadas esterasas de corazon y de
musculo esquelético, como se aprecia por
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la disminucion de actividad de ciertas
fracciones de esterasas en el animal adul-
to que ha sido castrado a los 30 dias de
edad (antes de la pubertad). Relacionan-
do este hecho con la influencia de! desa-
rrollo, se podria concluir que los incre-
mentos de actividad esterasica que ocu-
rren en el periodo de la pubertad serian
debidos principalmente a la secrecion de
testosterona en el testiculo, como lo de-
demuestra la recuperacién de la actividad
enzimatica cuando se administra testos-
terona al animal castrado. Cabe la critica
que la administracion de testosterona en
nuesiros experimentos no simula la pu-
bertad del animal, por cuanto se comenzo
el tratamiento con la hormona después
de la castracidn, es decir, a una edad aun
temprana. Esta forma de proceder se
adopto con el objeto de acentuar los efec-
tos de la testosterona, ya que en el grupo
experimental en que se administro tes-
tosterona tardiamente (40 dias de edad)
solo se consiguidé una recuperacién par-
cial de la actividad esterasica disminuida
con la castracidn.

La forma en que los androégenos modi-
fican la actividad enzimatica estd mas
alla del objetivo de este trabajo. Sin em-
bargo, hay que senalar que esta accién
es diferente para diversos tipos de este-
rasas. Asi, por ejemplo, a diferencia de la
accion activadora de la testosterona sobre
algunas esterasas encontradas por Allen y
Hunter (14) en epididimo de ratén vy la
acciontambién activadora de esta hormona
en nuestros resultados, se ha comprobado
una accién inhibitoria de la testosterona
sobre algunas esterasas de suero de pe-
rro (9).

Ademais de la importancia de profundi-
zar en el estudio de la relacién hormona-
enzima, nuesiros resultados plantean la
necesidad de identificar en forma especi-
fica estas enzimas de actividad esterasica
que son modificadas por hormonas sexua-
les y estudiar su significado en relacion
con la funcién del drgano.

SUMMARY

The nonspecific esterase activity of
myocardium and skeletal muscle of the
male rat at different ages was studied.
Zymogram in acrylamide was used accor-
ding to Matson (10). Seven fractions
from the myocardium and five fractions
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from the skeletal muscle were separated
(Fig. 1). Only two fractions of myocar-
dium esterase activity and one of the ske-
letal muscle showed increment after pu-
berty (Figs. 2 and 3). The enzyme activity
of the puberty-modified fractions was
reduced after castration. The esterase
puberty-modified fractions recovered their
activity when the castrated animals were
treated with testosterone (Fig. 4).

The changes in activity in myocardium
and skeletal muscle esterases of the male
rat have been discussed in relation to the
dependence of the sexual development.
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