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3. ELS ANDROGENS

3.1. Comentaris generals

Els androgens son les hormones esteroidals implicades principalment en 'establiment de la funcié
reproductora masculina. Participen induint tan la diferenciacié i la maduracié dels organs reproductius,
com en el desenvolupament de les caracteristiques sexuals secundaries masculines. Les hormones
androgeniques, a més, regulen directament un vast nombre d’esdeveniments fisiologics, incloent-hi la
modificacié de 'expressio genica i el control del creixement i diferenciaci6 cel-lular; exerceixen, doncs, una

varietat d’efectes dins dels teixits mamifers.
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determinades circumstancies, esteroides amb una

feble activitat androgenica pero fisiologicament significant.

3.2. Bioquimica, fisiologia i respostes biologiques dels androgens

3.2.1 Biosintesi

El colesterol —molécula precursora de les hormones esteroidals— és el compost principal de

partida en I'esteroidogenesi, derivant de la dieta o a partir de la sintesi endogena via acetat (sintetitzat de
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novo a partir d’ acetil coenzim A). En el primer cas, s’incorpora als teixits des del torrent sanguini, a partir
de les lipoproteines LDL circulants, via endocitosi mediada per receptor. A la rata, la seva biosintesi en
les cel-lules testiculars de Leydig és la font majoritaria del substrat per la posterior sintesi de testosterona;
en els humans en canvi, ambdues alternatives d’obtencié de colesterol esdevenen quantitativament
importants [24].

La conversi6 del colesterol fins a testosterona es produeix amb la intervencié de varis processos
enzimatics. Essencialment consisteix en la ruptura de la cadena alifatica lateral del colesterol per donar
lloc a un esteroide C19, i a 'oxidaci6 dels anells D i A respectivament, donant lloc finalment a un 3-oxo-
17-hidroxiesteroide.

La cadena lateral del colesterol s’elimina en una primera etapa que transcorre dins la mitocondria
de les cellules de Leydig (i també al cortex de les glandules adrenals), passant de 27 a 19 carbonis.
Aquesta reacci6 inicial esta catalitzada per 'enzim Desmolasa donant lloc a la pregnenolona. La conversié
subseqtient de la pregnenolona fins a la testosterona requereix d’una série de quatre reaccions, que
transcorren en dos rutes paral-leles: una coneguda com a ruta A%, procedint via la 17-hidroxipregnenolona,
i altra anomenada ruta A%, verificant-
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Fic 13. Ruta biosintética dels androgens a partir del colesterol (simplificat).

Com sha esmentat previament,
(Adaptat i modificat de Williams Textbook of Endocrinology, 9" ed., pp. 824, [24])

malgrat que la testosterona n’és el
major producte, la dihidrotestosterona, androstendiona i d’altres, sén altrament secretats pel testicle. Els
principals llocs de formacié i accié de la dihidrotestosterona sén a nivell de teixits periferics; pel que fa a

I'androstendiona, pot servir de precursor per la formacié extraglandular d’estrogens.
3.2.2 Transport plasmatic, metabolisme periféric i excrecié

Alhora d’analitzar els efectes dels androgens a nivell cel-lular, cal tenir en compte que la

biodisponibilitat de ’hormona a nivell sistemic dependra de factors com el seu transport i distribuci6 per
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I'organisme, I'aclariment metabolic i finalment de la secrecié. Aquests esdeveniments determinaran en
ultima instanca les concentracions efectives d’hormona a Iestat estacionari, disponibles a cada moment

per exercir les seves accions en els teixits.

TRANSPORT. Els androgens, com d’altres hormones esteroidals, son transportades des dels llocs de
biosintesi fins als seus organs diana a través del torrent sanguini. Donada la seva poca solubilitat aquosa
intrinseca, no viatgen lliurement sind que aquest transport és vehiculitzat mitjangant I'intervencié de
proteines transportadores, que s’encarreguen de mantenir-les unides amb elevada afinitat. Pel cas de la
testosterona, aquesta circula pel compartiment sanguini majoritariament unida a proteines plasmatiques
com l'albimina i la globulina d’uni¢ a testosterona (SHBG/ABP, sex hormone binding-globulin/androgen-
binding protein); s’ha suggerit que aquesta ultima podria actuar de proteina-reservori d’hormona unida

que podria estar tamponant efectivament les oscil-lacions en ’hormona lliure.

METABOLISME PERIFERIC DELS ANDROGENS. Tot i que la testosterona pot actuar ella mateixa de forma
hormonalment activa, també pot patir transformacions en els teixits extraglandulars que n’amplifiquin o
en modifiquin els efectes. En aquest sentit, la testosterona circulant serveix de precursor per la formacié
de dos tipus de metabolits actius que per la seva banda poden mediar moltes accions androgenes. Per una
banda, pot patir una reducci6 irreversible cap a esteroides 5a-reduits, principalment dihidrotestosterona;
aquesta, pel seu torn, pot ser metabolitzada cap a 17-cetoesteroides i derivats polars excretats per Porina.
Alternativament, els androgens circulants amb una configuracié A*-3-ceto poden ser aromatitzats en els
teixits periferics. A continuaci6 es descriu breument els dos sistemes enzimatics que intervenen en els dos

processos anomenats.

La Testosterona 5c.-Reductasa

Tot i que inicialment s’havia deixat la dihidrotestosterona en un segon terme com a hormona
masculina paradigmatica en benefici de la testosterona, aviat es va veure que la DHT és en realitat un
potent androgen amb importants rols fisiologics, distingibles dels de la testosterona.

Lactivitat enzimatica responsable de la generacié de DHT a partir de T és la 5a-reductasa (EC
1.3.99.5), que interpreta un paper important dins la fisiologia, farmacologia i biologia del desenvolupament
masculi. Cenzim fou inicialment caracteritzat a la déecada dels anys 50 a partir de talls de fetge [25], veient-
se posteriorment que era capag de reduir una varietat de substrats esteroidals amb una estructura 3-oxo-
A*>en 'anell A. Tan en humans com en rosegadors, existeixen dos isoenzims de la 5a-reductasa, la tipus
11 la tipus 11, codificats per dos gens independents. La 5a-reductasa tipus 1 actua en un rang de pH ampli
(6-8,5), mentre que el pH optim d’accié in vitro de la tipus 11 és més acid (~5), ambdues localitzades en el
reticle endoplasmic.

El principal lloc no testicular de produccié de la DHT és la prostata (entre d’altres teixits on es
pot generar minoritariament com la pell). Uenzim responsable de la conversié de la T a DHT és una
N’-cetoesteroid-5a-oxidoreductasa que requereix com a cofactor al NADPH. Es coneix a partir d’estudis
moleculars que tan en humans com en rosegadors existeixen 2 gens independents per I'enzim; ambdds
gens codifiquen per sengles isoenzims, el tipus 11 el tipus 1 amb una homologia compartida del 50%, i
amb algunes diferencies en les capacitats catalitiques. S’ha postulat que I'isoenzim 11 seria el més rellevant
metabolicament en la generacié d’androgens “actius’, mentre que el de tipus 1 no estaria tan directament
implicat en 'amplificacié en els teixits diana dels efectes de la T via DHT.

En la majoria d’organs reproductius masculins amb presencia d’activitat 5c-reductasa la T

és transformada a DHT, el que es pot considerar com una activacié metabolica in situ d’importancia
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vital per fenomens com el desenvolupament de la prostata i els genitals externs, el patré masculi de
creixement de pel o la calvicie masculina. Paral-lelament, la T per ella mateixa sembla ser la responsable
del desenvolupament dels organs derivats del conducte Wolffia, a excepcié de les vesicules seminals que és
depenent de DHT, les accions anaboliques a muscul i ronyd, o de estimul del comportament psicosexual

masculi.

LAromatasa

Laromatitzacié de la testosterona a estradiol es produeix per mitja de Uenzim citocrom P450
19, també conegut com a Testosterona aromatasa (CYP19, EC 1.14.14.1). Paromatasa és la responsable
a Phipocamp cerebral de la determinacié sociomental sexual. Els teixits dotats d’aquest enzim tindran
la possibilitat d’estendre o transduir els efectes de la T via estradiol i a través dels seus corresponents
receptors, els ER.

En algunes circumstancies, tots aquests metabolits esteroidals exerceixen accions locals en els

teixits on s6n produits, mentre que en d’altres poden reincorporar-se a la circualcié actuant a distancia.

ACLARIMENT METABOLIC T EXCRECIO. La concentracié plasmatica dels Iesteroides androgens estara
determinada tan pel balang entre llur biosintesi i la seva bioinactivacié com per la seva velocitat d’excreci6
de organisme. Per facilitar Pexcrecié d’aquests potents agents hormonals, els mecanismes metabolics no
es limiten només a inactivar ’hormona sind que sovint es requereixen oxidacions addicionals sobre el
nucli esteroidal, afegits a la conjugacié amb grups polars com el glucuronat o el sulfat, per augmentar-ne
la solubilitat.

Les reaccions d’inactivaci6 transcorren principalment en el fetge, que conté una gran quantitat
d’enzims metabolitzadorsiconjugadorsrellevants,com varies hidroxilases,les UDP-Glucuronosiltransferases
(UGTS) o les Sulfotransferases (STs). D’entre els primers, citar les 3a-Hidroxiesteroid deshidrogenases (3a-
HSD) i d’altres membres de la superfamilia de les Aldo-ceto reductases (AKR), enzims implicats en el
metabolisme de les hormones esteroidals que serveixen, entre d’altres funcions, en la proteccié contra un
excés circulant d’hormones esteroidals [26].

El catabolisme de la testosterona genera com a derivats principalment a 17-cetoesteroides tals
com l'androsterona o 'etiocolanolona, i els androstanendiols (entre d’altres conjugats). Els metabolits
d’excrecié produits a partir de la testosterona han perdut en gran mesura lactivitat androgenica i

majoritariament sén excretats (>90%) per via renal a 'orina.

3.2.3. Fisiologia dels androgens

Les funcions fisiologiques dels androgens en els mascles s’extenen temporalment al llarg de tota la
seva vida, des de la diferenciaci6 sexual heterogametica in utero de I'embrid, passant pel desenvolupament
sexual secundari (on sén els principals responsables del dimorfisme sexual extragenital), fins al’establiment
definitiu i manteniment de la funcié sexual i la fertilitat adultes.

Llurs accions no només estan repartides al llarg del temps, sin6 que també actuen en una varietat
de teixits diana reproductors i no reproductors, com el teixit ossi, 'adip6s, el nerviés, el muscul esqueletic,
la prostata, el fetge i el rony6 [27]. Tanmateix, és bastant sorprenent que aquestes accions extremadament
diverses dels androgens estiguin mediades en principi només per una tinica especie molecular de receptor
amb un singular mecanisme d’acci6 acceptat, i.e. a través de l'activaci6 transcripcional dels elements de

resposta a androgens en els diferents gens diana [28].
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A la taula IT es mostren alguns dels nivells plasmatics normals de testosterona i del seu metabolit

DHT en humans i rosegadors d’ambdds sexes.

Taura II. Nivells plasmatics d’androgens, en humans i rosegadors

TESTO (nM) DHT (nM) Referéncia
home 8,7 - 35 0,3-1,2 Hammond, G.L. et al., [29]
Humans -
dona <3,5 0,17 -1 Williams textbook of endocr., [30]
3 6,7 £ 0,1 Urakami, Y. et al., [31]
Rata
9 1,1 i 0)1 « « «
. 3 9,3+ 1,5 Jones, R.D. et al., [32]
Ratoli
Tfm/Y(3) 1,8 +0,3 « « «

3.2.4. Respostes biologiques

Els androgens estan implicats en el desenvolupament, diferenciacié i manteniment de les funcions
reproductives masculines, com en la generaci6 de les caracteristiques sexualment dimorfiques en teixits no
genitals. accié nuclear dels androgens esta mediada a través del receptor d’androgens (AR), membre de
la superfamilia de receptors nuclears que actuen de factors de transcripci6 induibles per la unié del lligant
hormonal.

Aquests receptors nuclears d’hormones esteroidals —i tiroidals— actuen incrementant o
disminuint 'expressié dels seus gens diana (els gens sensibles a 'hormona, en definitiva); un cop units
al lligant, adquireixen un nou estat conformacional que els habilita per poder interaccionar amb llurs
elements de resposta especifics, en el DNA. El receptor lligat també és capa¢ d’interaccionar amb altres
factors de transcripcio i activadors transcripcionals. Els coactivadors associats poden reclutar complexes
amb activitats remodeladores de la cromatina tals com les histona-acetiltransferases o altres proteines,
de manera que un dels mecanismes proposats per la coactivacié mediada pels receptors nuclears és la
modificacié dirigida de Pestructura de la cromatina.

El fet que en virtualment cada teixit pugui donar-se algun tipus de resposta a la testosterona, ha
portat que des de molt aviat s’intentés classificar els efectes d’aquesta hormona. Historicament, les respostes
associades a la masculinitzacié del tracte reproductiu s’han definit com a “respostes androgeniques”, mentre
que aquelles altres caracteritzades per I'estimulacié del creixement de teixits no reproductius —com el
muscul, ronyé o els ossos entre d’altres—, s’han referit com a “respostes anaboliques” [33]. Gran part de
I'interes en poder distingir entre aquestes dos accions venia de la necessitat clinica de desenvolupar nous
esteroides amb activitats anaboliques enlloc d’androgeniques. No obstant, aviat es va observar que la
preferéncia per un tipus d’accié o una altra venia donada més pel tipus de teixit que per I’esteroide concret
en si [34]. Tenint presents doncs aquestes consideracions anteriors, podem dividir (o millor classificar)
resumidament les respostes biologiques dels androgens (sumaritzat a la taula 111, pag. segiient) en:

i) Efectes androgenics o promotors del creixement en el tracte reproductor masculi
ii) Desenvolupament dels caracters sexuals secundaris (en el mascle)
iii) Accions en el sistema nervids central

iv) Efectes anabolics o estimuladors en el pes corporal (muscul esqueletic, etc.) i en el
balang nitrogenat.

La virilitzacié en els mamifers esta mediada per dos hormones esteroidals: la testosterona i la
dihidrotestosterona; ambdues s'uneixen a un receptor esteroidal tipic, el receptor d’androgens, activant

gens que continguin elements de resposta pels androgens (AREs) en llurs seqtiencies.
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Taura III. Respostes biologiques als androgens’

Tipus de Resposta Efector*

Accions androgenes en el tracte reproductor masculi

Diferenciaci6 i creixement sexual primari:

DHT, T
Epididim, prostata, vesicules seminals, vas deferens, glandules bulbouretrals

Espermatogenesi

Estimulaci6é androgena dels caracters sexuals secundaris

Virilitzacié externa

Creixement del penis i 'escrot

Eixamplament de la laringe i engruiximent de les cordes vocals

Accions al Sistema Nervios Central

Diferenciaci6 de regions cerebrals seleccionades Metabolisme

Hipotalem, area predptica, cortex cerebral deTakE

Desenvolupament de la libido i masculinitzacié neuropsicologica T

Accions anaboliques

Creixement esqueletic

Creixement muscular (esquelétic)

Distribucié subcutania del greix

Creixement d’organs accessoris

Prostata, vesicula seminal T, DHT

Dimorfisme sexual renal

Hipertrofia renal, secreci d’eritropoetina, estimulacié de la secrecié de certs T
metabolits i xenobiotics

Dimorfisme sexual hepatic

Metabolisme d’esteroides i xenobiotics

T
Secreci6 proteica

"Efector androgenic proposat; T, testosterona; DHT, dihidrotestosterona; E, estradiol. *Adaptat i modificat de Hormones
2nd ed. (1997), cap. 12, pp. 347, [17].

3.3 L'eix hipotalamic-hipofisari-gonadal

Els nivells circulants i la secrecié d’androgens esta regulada a nivell del que es coneix com I'eix
hipotalamic-pituitari-gonadal, que s’encarrega de mantenir i adaptar la funcié testicular a les diferents
circumstancies en la vida de I'individu com per exemple durant ’adveniment de la pubertat, en la qual
es produiran una série de canvis anatomics, endocrins i fisiologics que donaran lloc a un ésser masculi
apte per la reproduccié sexual. Les principals hormones que intervenen en aquesta xarxa endocrina de
regulaci6 es classifiquen segons la glandula que les produeixi:

e les hormones hipotalamiques: GnRH
e les hormones pituitaries: les gonadotropines (LH i FSH)

o les secretades pels testicles: inhibina, androgens

HORMONES HIPOTALAMIQUES. Lhipotalem esta lligat i interconectat anatomicament amb la pituitaria,
tan a nivell de conductes neurals com per un sistema vascular portal; d’aquesta manera s’assegura una via
efica¢ d’alliberament de factors estimuladors de sintesi hormonal cap a 'adenohipofisi, i aixi es proveeix
al cervell de la ruta principal per la qual controla i governa la funcié pituitaria. El factor alliberador de
gonadotrofines (GnRH) és un decapeptid secretat de forma pulsativa per les neurones peptidergiques del

hipotalem, que estimula la secreci6 i alliberament de LH i FSH per 'adenohipofisi.

HORMONES PITUITARIES. Els dos principals factors pituitaris que regulen el funcionament de les gonades
masculines sén hormona luteinitzant (LH) —també anomenada ICSH—, i 'hormona estimulant dels
fol-licles i de les cel-lules seminals (FSH). Es tracta de glicoproteines heterodimeriques composades per dos
cadenes polipeptidiques, designades com a subunitat o i subunitat 3, ambdues compartint una identica

subunitat o.. S6n secretades pels gonadotrofs de la pituitaria anterior en resposta a I'estimulacié via GnRH,



Introduccid

al nivell plasmatic d’hormones esteroidals, i possiblement per altres factors no caracteritzats encara.

e La LH regula principalment la produccié i secrecié en el mascle adult de testosterona, per part
de les cel-lules testiculars de Leydig. Uhormona luteinitzant interacciona amb receptors d’alta
afinitat a nivell de membrana, provoca un augment en la formacié de cAMP que desencadena
una cascada de senyalitzacié dins la cel-lula de Leydig, i que es tradueix en una inducci6 dels
enzims implicats amb la biosintesi de la testosterona a partir del colesterol.

e En el mascle, I’epiteli dels tabuls seminifers testiculars és el lloc primari d’accié de la FSH, que
en conjuncié amb la testosterona actua a nivell de les ceél-lules de Sertoli intervenint en I'inici de
I'espermatogenesi i, entre d’altres, en 'estimulaci6 de la sintesi de la proteina d’unié a androgens
ABP/SHBG.

HORMONES TESTICULARS. A part de la produccié del principals androgens com la testosterona i la
dehidrotestosterona —i altres hormones esteroidals en menor quantitat com estradiol, etc., el testicle
(concretament les cel-lules de Sertoli) produeix un peptid inhibidor de Iactivitat gonadotropa de la
pituitaria, especialment de la FSH, anomenat Inhibina. Aquesta hormona pertany estructuralment a la
familia del TGFp, consistint en dos subunitats glicoproteiques (dues cadenes alfa i beta unides per ponts

disulfur) amb un pes molecular total de 32 kDa.

Funcionament integrat de leix.

Esquematicament es mostra leix a la figura 14.

La produccio i secrecié de LH esta governada per la regi6
mediobasal de I’hipotalem; neurones que s’originen en el
sistema nerviés central descarreguen neurotransmissors
localment en el hipotalem resultant en la secreci6 episodica
de GnRH dins el sistema portal hipofiseal. La preseéncia
de GnRH activa receptors de membrana de determinades
cel-lules adenohipofiseals, el que resulta amb lalliberament
de LH per part d’aquestes. Uhormona luteinitzant viatja
sistematicament fins a les cellules testiculars de Leydig,

on induira la seva maduracié i concomitant produccié de

testosterona. La inhibina i els esteroides gonadals realitzen

) ] ) ) un control en la secrecié de LH i FSH per mecanismes de
Fic 14. Diagrama esquematic de I'eix masculi hipota-

lamic-hipofiso-testicular. Es mostren els diferents sistemes retroalimentacio.

principals que intervenen en l'eix. (per una descripcio detal- La sintesi i secreci6 pulsativa de GnRH des de ’hipotalem
fada, veure el tex) indueix la secreci6 de LH i FSH en els gonadotrofs de
la pituitaria. Un cop secretats, la LH i la FSH estimulen la sintesi dels esteroides gonadals, estrogen i
androgen. Aquests esteroides realitzen un feedback negatiu en la produccié de gonadotropines, via els seus

receptors respectius al hipotalem i a la pituitaria.

3.4 El Receptor d’androgens

Les accions dels esteroides androgenics en els seus teixits diana venen donades a través de la
unié amb el receptor d’androgens (AR), una proteina intracel-lular que pertany a la gran superfamilia
de receptors nuclears que com s’ha vist actuen de factors de transcripci6 induibles pel lligant hormonal.

El AR pot modular 'expressié genica directament per la interaccié amb elements especifics presents

N4ON
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en les regions reguladores dels gens diana [35]; en alguns casos s’ha observat que també poden actuar
indirectament per mitja de activacié de varies vies de senyalitzacié de factors de creixement [36].

El clonatge del cDNA de I’AR de diferents especies [37-38] ha permes avangar en la caracteritzacié
cel-lular i molecular de molts aspectes diversos de la fisiologia i fisiopatologia dels androgens. Tot i aixo,
encara persisteixen algunes qiestions interessants referents a les funcions basiques dels androgens i del

paper del AR en la regulacié genica.

3.4.1. Estructura i funcié del receptor d’androgens

Com s’ha esmentat, ’AR pertany a la superfamilia de receptors d’hormones esteroidals/tiroidals
(també coneguda com a superfamilia de receptors nuclears) i per tan presenta les caracteristiques
estructurals comunes als seus membres. Com ja s’ha vist també, aquestes proteines regulen la transcripcié

génica mitjancant la interaccié amb seqiiéncies especifiques de DNA d’una manera especifica pel lligant.

Caracteristiques estructurals

El receptor d’androgens és una de les proteines més grans dins la superfamilia de receptors
nuclears. La seva seqiiéncia aminoacidica deduida conté 902-919 residus, amb una grandaria molecular
predita d’aproximadament 100 kDa pels receptors huma i de rata. Curiosament, el seu gen es troba
localitzat en el cromosoma X.

De forma similar a d’altres receptors nuclears, ’AR presenta una disposicié estrucural modular,
que consisteix en uns dominis d’'unié a hormona, d’'unié a DNA, de transactivacid, de dimeritzaci6 i
localitzacié nuclear, etc. [8]. Pel receptor d’androgens s’han caracteritzat dos funcions transactivadores
(AFs) en llur seqtiencia: AF1 en el seu domini N-terminal i AF2 en el seu domini d’unié a lligant (LBD);
activitat AF1 —particularment— té una potent activitat constitutiva, ja que de la deleci6 del domini LBD
en resulta una molecula amb una capacitat d’activar gens reporter similar a la de la proteina full-lenght en
presencia de lligant, mentre que ’AF2 apareix com a més feble [39]. Els precisos residus i mecanismes que

contribueixen a I’'activitat AF-1 de AR no han estat aclarits del tot encara de manera concloent.

Proteines coregualdores del AR

Lactivitat transcripcional del AR es pot veure afectada per diferents coreguladors que poden
interaccionar amb determinats dominis de la proteina, influint en varies propietats funcionals del receptor
com la selectivitat de lligant i la capacitat d’'unié a DNA. Aquests coreguladors participen en el remodelatge
de la cromatina directament a través de la modificacié d’histones, o indirectament tan pel reclutament de
complexos modificadors de la cromatina, com de la maquinaria basal de transcripcié [40]. Cal esmentar
la naturalesa promiscua d’aquests factors, que sovint poden interaccionar amb varis receptors de forma
simultania. Alguns dels coreguladors millor caracteritzats sén membres de la familia p160, ARA;;, ARAss,
Smad-3, etc. Per alguns d’ells, s’ha suggerit que funcionarien també de nexe pel cross-talk entre vies de

transduccié de senyals com la del TGF-f i 'acci6 dels androgens/AR [41].

3.4.2. Mecanismes d’accid i localitzacié del AR

El AR es troba localitzat en el citoplasma de la cel-lula diana en forma inactiva, associat a un
complex que inclou la hsp90 (heat shock protein 90) i la hsp70, que el mantenen en un estat “inactiu-
receptiu’; quan és ocupat pel seu lligant (usualment testosterona o dihidrotestosterona) s’allibera de
les hsps translocant-se cap al nucli de la cel-lula, on homodimeritza amb altres molecules de receptor

activades per I’hormona, funcionant com una proteina reguladora transcripcional activada per lligant.

(\J4I(\.}
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Un cop unit a ’element hormonal de resposta (HRE), el dimer de receptor recluta coactivadors per formar
un complex actiu de pre-iniciaci, que interacciona amb la maquinaria de transcripcié basal per disparar
I'expressié dels gens diana [42] (veure figura 8, pag. 29).

Els complexes androgen-receptor formats, un cop a l'interior dels nuclis de les cel-lules diana

Taura IV. Especificitat de lligant del Receptor d’Androgens reconeixen regions reguladores dins o als voltants

Estoroide Tndex commpetitiu elatiut (%) de gens especifics, regulant —en conseqiiencia—
DHT 100 I'expressié genica. A la taula IV es mostren les
Testosterona = 44 potencies androgeniques relatives de diferents
Acetat de cyproterona 21 . .
Progesterona 10 hormones esteroidals (en relacié a llur afinitat pel
Estradiol 10 receptor AR).

Cortisol <0,0001

. Varis gens o xarxes géniques poden veure’s
L’index competitiu relatiu (RCI) és la mesura de I'habilitat de cada 8 geniq p

lligant per competir per [unié amb FHJ-DHT. EI RCI per la DHT es situa influides concomitantment, en una seqiiéncia
a 100% ; “Sintétic (esteroide anabolitzant); Adaptat de Hormones, 2"

mporal defini ventualment resul n
od., cap.12, pp. 357, [17] temporal definida que eventualment resulta e

Iexpressi6 d’un fenotip induit per androgens.
L'adquisicié d’aquest fenotip s’esdevé d’una forma teixit i cel-lula especifica, involucrant principalment
respostes de creixement hipertrofic i de creixement hiperplastic —en els organs accessoris sexuals—,

mentre que en els d0rgans no reproductius només desemboquen en una resposta hipertrofica.

rocaLirzacio. La localitzacié subcel-lular primaria de la forma unida i de la forma no unida a lligant dels
receptors d’hormones esteroidals difereix entre els varis membres de la familia. En concret, el receptor
d’estrogens es localitza en el nucli tan en llur forma unida com en la desunida [43], mentre que el AR i el
receptor de glucocoricoides sense lligant es troben primariament localitzats en el citoplasma (figura 15);
després de la unié de DHT, el AR és translocat al nucli on s’unira a llurs seqiiencies especifiques de DNA
[44]. Ueliminacié del medi dels agonistes androgens, pel contrari, allibera al receptor de la seva associacié
amb la cromatina i provoca 'exportaci6 de retorn cap al compartiment citoplasmatic, per reciclar-lo fins

que ’hormona sigui reintroduida.

0 min 15 min 30 min 60 min

Fic 15. Translocacié nuclear del AR depenent d’androgens. Céldules PC3 van ser transfectades
amb la construcci6 GFP-AR, corresponent al receptor d’androgens (AR) fusionat a la proteina fluores-
cent verda (GFP), llavors es varen anar adquirint imatges in vivo de les mateixes céllules a 0, 15, 30 i 60
min després del tractament amb 10® M DHT (Barra = 15um). (Adaptat i modificat de Tyagi, R. et al., [45])

Discriminacié en laccid

El domini d’'uni6 a DNA (DBD) de AR, exhibeix una elevada homologia en llur seqtiencia
aminoacidica amb altres receptors nuclears com el de glucocorticoides (GR), mineralcorticoides (MR)
o el de progesterona (PR); aquest fet tindra com a conseqiiencia que els quatre receptors esmentats
reconeguin elements de resposta hormonal (HRE, o també coneguts com a steroid response elements, SRE)

molt semblants sind identics, plantejant-se la paradoxa de com la cel-lula que expressa més d’un receptor

N4ZN
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discerneix entre senyals diferenciades que aparentment conflueixen en els mateixos llocs, i respon d’una
manera especifica a diferents hormones.

Dins la cellula, la resposta selectiva d’'un promotor genic determinat a un receptor nuclear
pot sorgir a través de com a minim cinc mecanismes estratificats, que constitueixen diferents ordres de
regulaci6 (veure figura 16), incloent-hi la disponibilitat de constituents, existencia de coreguladors, llocs

proximals a factors de transcripcid, unié cooperativa, i reconeixement del DNA diana,

i) El primer i més simplista nivell regulador de selectivitat hormonal és la disponibilitat o no a
la cel-lula del receptor determinat o de 'hormona. Malauradament, en molts tipus cel-lulars
coexisteixen dos 0 més tipus de receptors esteroidals amb accessibilitat als seus respectius lligants
(46].

ii) El segon mecanisme de discriminacié s’estableix amb la presencia —especifica de cel-lula— de
proteines coreguladores, que poden reconeixer un particular tipus de receptor i no un altre,
participant per la seva banda en dirigir la resposta apropiada. En aquest sentit es pot citar com a

exemple la proteina coreguladora ARA,, que en determinats contextos pot

% z)% actuar de coactivador especific del AR [47].

¢ iii) Un tercer mecanisme correspondria a la preséncia d’altres factors

Discriminaci6
en la resposta:

de transcripcié diferents amb llocs d’unié proxims al HRE —dins un
promotor relativament complex—, podent potenciar-se llavors la

capacitat de resposta d’un tipus de receptor sobre un altre. Aquest fet

* Disponibilitat de receptors i d’hormona

* Coreguladors céHula especifics ha estat demostrat pel receptor d’andogens, on varis promotors genics
* Uni6 de factors de transcripcio adjacents R . 5 ., .
B etiitat entre ols liocs AL regulats per ell han mostrat la presencia de llocs d’uni6 adjacents per

* Variacions de seqiiéncia del SRE

OCT-1 (octamer transcription factor 1), NF-1 (nuclear factor 1), o Spl
(specific protein 1), involucrats en I'establiment de la plena resposta

Resposta

i e AR-especifica en aquells contexts [48-49].

Fic 16. Esquema dels possibles 1v) Un quart mecanisme de selectivitat hormonal pot derivar-se de

nivells de discriminacio entre les larquitectura i distribucié particular dels diferents llocs d’'unié dins
respostes especifiques de receptor;

del promotor, per promoure respostes preferencials per un receptor
SRE, steroid response element p » per p p p p p

determinat, com aquelles configuracions particulars de HRE debils
individualment perd que poden actuar cooperativament per un tipus de receptor determinat.
Aquest cas es dona en el promotor del gen prostatic de la Probasina, el qual conté dos AREs
que col-laborarien en la induccié del gen mediada per AR [50]. De tota manera, en el cas del
promotor del MMTYV, que és activat tan pel GR com per el PR iI’AR, la multiplicitat d’elements

de resposta presents en ell fracassa en discriminar entre els varis tipus de receptor.

v) Finalment, el cinqueé nivell de discriminacié de la resposta apareix al observar amb deteniment els
promotors naturals, regulats especificament per un determinat exemplar de receptor esteroidal:
contenen HREs la seqiiencia dels quals varia respecte la seqtiencia idealitzada del HRE, apartant-
se de la seqiiencia canonica averatjada a partir de diversos experiments. Aquestes variacions
—sovint subtils— en determinades posicions nucleotidiques del HRE, com en els nucleotids
flanquejants del palindrom, poden proporcionar una unié preferencial per un tipus de receptor

(donada aquesta desviaci6 dnica de la seqiiéncia nucleotidica vers element de resposta) [51].
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Distribucid del AR
Taura V. Abundancies relatives del mRNA del AR en
El receptor d’androgens esta present en la majoria varis teixits respecte als de la prostata.
de teixits. Mitjangant tecniques de binding amb androgens Teixit Mascle | Femella
marcats radioactivament amb triti, i mitjancant deteccid Prostata 100 -
. . L. ) . L. ., Hipotalem 42 217
immunohistoquimica, s’ha pogut establir la distribucié de Glandules adrenals 141 186
les activitats d’'uni6 a androgens en diferents teixits. Epididim 115 -
. , ., . Glandules tiroidals 68 ND
La taula V resumeix [lexpressié del missatger F——
Pituitaria 56 9
del receptor d’androgens (relativa als nivells d’expressié Muscul (quadriceps) 35 ND
" . . .. Glandul ial 58 -
prostatics), determinada per RT-PCR en diferents teixits . ANCL preptcl = .
onyo
de rata. Com pot observar-se a la taula, el receptor Vesicula seminal 25 B
s’expressa en molts teixits —entre ells el rony6—, no només Testicle 20 -
. X . ., Fetge 18 9
en els directament implicats en la reproducci6, fet que pot Glandula submaxillar 17 ND
explicar les influéncies que duen a terme els androgens Vagina - 9
.. . , . Cor 8 7
en teixits no reproductius com la pell, ronyd, els fol-licles .
Ovari - 4
pilosos, muscul o cervell, entre d’altres. Uter - 4

Valors en percentatge; ND, no determinat; Adaptat i modificat
de Keller, E.T, et al., (1996) The androgen receptor: a mediator

of diverse responses. Frontiers in Bioscience 1, d59-71 March 1.
Unid selectiva del receptor d’androgens al DNA

Com ja s’ha esmentat anteriorment, el receptor d’androgens s’uneix a un element de resposta a
androgens (ARE) per induir els efectes androgenics. La seqiiencia consens d’aquest ARE va ser identificada
utilitzant el domini d’'unié a DNA del AR, en un assaig de selecci6 de lloc d’'unié al DNA [52], observant-
se que era practicament identica a la seqtiéncia consens de I'element de resposta a glucorticoides (GRE).
Més tard s’ha corroborat que tan el AR com el GR, juntament amb el MR i el PR, poden reconeixer in vitro
uns mateixos elements de resposta organitzats en una repeticié invertida —espaiada per tres nucleotids— de
seqiiencies semblants a 5’-TGTTCT-3’ [53], que shan anomenat també elements de classe I, als quals els
receptors corresponents s’'uneixen homodimericament en una configuracié “cara-a-cara” per6 amb baixa
selectivitat [54]; d’altra banda, in vivo tots aquests receptors mantenen un conjunt especific de gens diana,
mediant cadascun d’ells un grup de respostes especifiques a través d’aquests aparentment inespecifics
HREs.

Lestudi detallat dels promotors que responen als androgens ha estat realitzat per alguns gens,
la majoria dels quals s6n d’expressié prostatica (ja que la prostata és un organ depenent d’androgens)
o0 en teixits reproductius accessoris, pero també en d’altres (veure taula VI per un llistat il-lustratiu). En
varis casos, també han estat descrites interaccions subtils entre I’hormona-receptor i d’altres elements
transcripcionals de resposta, o comunicaci6 creuada amb vies diferents de senyalitzacié cel-lular [55]. A

continuacié es mostra una breu descripcié d’alguns dels gens presents en la taula VII:

PROBASINA (PB). Gen codificant per una proteina nuclear i secretada de la prostata dorsolateral de
rata. Esta regulada per androgens in vivo i en menor mesura, per glucocorticoides. Es tracta d’un gen
expressat especificament a les cel-lules epitelials prostatiques. Mitjancant diferents estudis s’ha demostrat
la presencia en el seu promotor de dues regions capaces d’unir especificament el AR. Funcionalment s’ha
vist que aquests dos AREs potencials —altrament de baixa afinitat individualment— actuarien de manera

cooperativa en la regulacié del gen [50].

C3. Una de les 3 subunitats (C1,C2 i C3) de la proteina prostatica d’'uni6 Prostateina, que constitueix

la principal proteina secretora de la prostata ventral de rata. Esta composada per 2 heterodimers (C1:C2
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i C2:C3). Les tres subunitats estan codificades per gens independents, amb I'expressié del mRNA de la
subunitat C3 regulada per androgens. Shan identificat regions potencialment reguladores en la regi6 5’
flanquejant del gen i en el seu primer intr6, demostrant-se que 'element ARE present en el primer intr6

(element C o C3(1)-ARE) és el de major poteéncia en la regulacié del gen per androgens [56].

Taura VI. Alguns gens on s’han identificats elements de resposta a androgens. PROSTATE-SPECIFIC  ANTIGEN  (PSA).
Espécie Gen Abrev. Expressio’ Lantigen especific prostatic és una
PROSTATEIN/PROSTATIC BINDING N 5 N1 11+
PTOTEIN (5 (1) SUBUNIT) c3 prostata ventral serin proteasa prostatica de la familia
RATA PROBASIN PB prostata dorsolateral | de les kal-licreines que esta sintetitzada
O ATTNLRET AT prostata ventral, : . Al
CYSTATIN-RELATED PROTEIN 2 crp2 gindula larimal | qUasi exclusivament per les cel-lules de
PROSTATE-SPECIFIC ANTIGEN PSA prostata Iepiteli luminal dela prostata humana.
HUMAN! GLANDULAR KALLIKREIN hK2 Ostat: e
UMANS prosta™ Sutilitza com a marcador tumoral en el
CYCLIN DEPENDENT KINASE INHIBITOR p21 p21 prostata ) .
SEX LIMITED PROTEIN Sip rony cancer de prostata. Lexpressié del PSA
B-GLUCURONIDASE GUS ronyd no només és especific de tipus cel-lular
KIDNEY ANDROGEN-REGULATED PROTEIN KAP ¢ 2 7 N
ome siné que també esta fortament regulat
MOUSE SVS PROTEIN 99 MSVSP99 vesicula seminal
I A\ b} . .
RATOLI ANDROGEN REGULATED MURINE — pels androgens; s’han identificat dos
EPIDIMAL PROTEIN OF 24 kDa arMEP24 epididim . .
— AREs funcionalment actius en el seu
GLUTATHION PEROXIDASE 5 GPX5 epididim
Pem HOMEOBOX GENE Pem testicle, epididim Pr0m0t0r prOXimala ARE-I 1 ARE-IL.
ORNITHINE DECARBOXILASE ODC ronyé .
t KAL-LICREINA ~ GLANDULAR  (hK2).

“Teixit on es déna principalment la regulaci6 per androgens; Abrev., Abreviacié.

Es una serin proteasa expressada
predominantment en la glandula prostatica humana, regulada pels androgens. Forma part de la familia
humana de kal-licreines, que també inclou (entre d’altres membres) la kallicreina pancreatica/renal/
urinaria (hK1),1ila PSA (hK3). El gen que codifica per la proteina hK2 es designa segons la nomenclatura

actual com a hKLK2, i s’ha identificat un ARE putatiu en el seu promotor.

KIDNEY ANDROGEN-REGULATED PROTEIN, KAP. Gen muri d’abundant i exclusiva expressié renal. Es troba
sotmes a una complexa regulacié multihormonal, principalment pels androgens i per hormones tiroidals,
constituint el transcrit majoritari regulat per androgens a rony6 de ratoli mascle [57]. En llur regi6
promotora, s’ha identificat una putativa seqiiencia de resposta a androgens parcialment solapada amb
la caixa TATA; assaigs de transfeccié transitoria han demostrat que era capa¢ d’atorgar resposta a DHT a

construccions reporteres, I’ activitat dels quals minvava al mutar Pelement [58].

p21 (INHIBIDOR DE KINASES DEPENENTS DE CICLINES p21). Proteina identificada inicialment com a un
inhibidor de CDKs (ciclin-depenent kinases), i posteriorment relacionat amb altres processos biologics
com el control del cicle cel-lular, reparacié del DNA i activitats antiapoptotiques [59]. Els androgens
sobreregulen el gen en les cel-lules prostatiques humanes. Recentment s’ha vist que 'expressié de la p21
vindria activada pels androgens a traves d’un ARE canonic situat en la seva regié promotora proximal, i
que el factor de transcripcié Sp1 estaria també involucrat en aquesta induccié a traves de multiples llocs
d’uni6 en el promotor [60].

GEN HOMEOTIC Pem. Factor de transcripcié homeotic expressat sota control androgeénic a testicle i
epididim. S’expressa també en d’altres teixits com ovari, muscul i placenta. El representant muri del
gen Pem, conté dos elements de resposta a androgens, que difereixen de la seqiiencia del HRE classic,

funcionalment implicats en estimulaci6 selectiva per androgens [61].

CYSTATIN-RELATED PROTEIN 2. Gen que pertany a la familia de les cystatin-related proteins, abundants
glicoproteines quasi bé expressades exclusivament a la prostata ventral i a la glandula llacrimal de rata

mascle [62]. El gen crp2 codifica per una proteina de 20 kDa, esta regulat positivament pels androgens a
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la prostata ventral. Curiosament, s’ha identificat un ARE putatiu en llur seqiiencia codificant —solapat amb

I'ATG d’inici de traduccié—, que és capa¢ d’unir el AR i de dotar de resposta androgenica a promotors

reporters heterolegs [63].

Particularitats del elements de resposta a androgens (AREs)

Sovint, multiples AREs es troben localitzats a les regions reguladores dels gens sensibles als

androgens, jugant probablement un paper important en la modulacié fina de la resposta a aquesta

hormona. A més a més, els promotors naturals presenten elements de resposta hormonals que divergeixen

respecte la seqiiencia optima d’unié, disminuint en conseqiiencia I'afinitat d’aquests element pels seus

receptors perd guanyant, per contra, especificitat i selectivitat de receptor.
ptors perd guanyant, p t pecificitat i selectivitat d pt

Alguns dels AREs millor caracteritzats a nivell molecular corresponen a gens amb resposta

androgenica com son el gen de 'antigen prostatic especific (PSA), kalicreina-2 (KLK-2), Probasina (PB) o

la sex limited protein (Slp), entre d’altres (veure taula VII). Malgrat aquest fet i la creixent incorporacié de

nous elements de resposta a androgens identificats en altres gens, els mecanismes moleculars mitjangant

els quals s’assoleix in vivo una resposta selectiva i teixit especifica encara resten bastant poc compresos.

Taura VII. Seqiiéncia core d’alguns elements
de resposta a androgens (ARe) naturals i similars.

Si bé fenomens com l'expressio diferencial

de diferents tipus de receptor o el

ARE Seqiéncia Ref. metabolisme cel-lular de 'hormona poden
ARE CANONIC AGRACA n, TGTTCT Roche, PJeral, [52] | contribuir a I'especificat d’accié (discutits
PB are-1 ATAGCA TCT TGTTCT Rennie, PS et al, [50] | en detall préviament), pel que respecta al
PB ARE-2 AGTACT CCA AGAACC « ? 5 N .

receptor d’androgens, en determinades
PSA ARe-1 AGAACA GCA AGTGCT Cleutjens, K et al., [64,66] . . | 6 selecti 1
PSA axR CeATen Gon Acmerc - -7 situacions la unié selectiva al DNA pot
C3(1) ELEMENT C AGTACG TGA TGTTCT Tan,JA etal, [67) | Possibilitar en la regulacié genia un
SC ARE AGCACC CTG TGTCCC Haelens, A eral,, [68] | mecanisme especific ’hormona. De fet,
"TAT GRE2 TGTACA GGA TGTTCT Beato,Meral, [5?] | apart dels classics elements de resposta no
KLK2 GGAACA GCA AGTGCT Murtha, P et al., [69 . : s e

urtha, P etal, [99) | electius de classel, hihaun grupaddicional

arMEP24 ARe TGTTGA GAG AGAACA Ghyselinck, NB et al., [70] Ly N

de seqiiencies de resposta a androgens que
p21 ARE AGCACG CGA GGTTCC Lu,Setal, [71]

z . b
Pemn ARE-1 AGATCT CATTC TGTTCC Barbulescu, K eral, [61) | SOT reconegudes exclusivament per I'AR,
Pern ARE-2 AGCACA TCG TGCTCA « » com el ARE-2 —present en el promotor
GPX5 ATCCTA TGT TGTICT Lareyre,JJ etal, [72] | del gen de rata de la probasina—, o els
AGAAGA AAA TGTACA . .

Crp2 Devos, Actal, [73] | AREs -1 i -2 del promotor proximal del
Slp HRE-2 TGGTCA GCC AGTTCT Adler, AJ et al., [49] - , >

gen homeotic muri Pem, entre d’altres
Slp HRE-3 GAAACA GCC TGTTCT « ?
Gus DHS-3 AGTACT TGT TGITCT Lund, SD et al, [74] [64, 61]. En aquest sentit, Claessens et
Odc ARE AGTCCC ACT TGTTCT Crozat, Aetal,[75] | al. proposen com a mecanisme general
Kap ARE GGTACA GGA TGTATA Soler,Metal, [58] | d’especificitat androgenica un mecanisme
MVDP arep TGRAGT TCC TGTTCT Darne, CH eral, [76] | de dimeritzacié alternatiu per 'AR, que
MMTV pistAL GTTACA AAC TGTTCT Gowland, PLetal, [77] | jmplica la unié a aquests AREs selectius
"MMTV PROXIMAL GGTATC AAA TGTTCT « »

—que fonamentalment poden ser vistos

Abreviacions: PB, Probasina; PSA, prostatic specific antigen; SC, secretory component;
TAT, tirosyne amiotransferase; KLK2, glandular kallikrein 2; arMEP24, murine epidimal
protein 24kDa; Gpx5 glutathione peroxidase 5; Crp2, cystatin-related protein 2; Slp,
sex-limited protein; Gus, f-glucuronidase; Odc, ornithine decarboxilase; Kap, kidney
androgen-regulated protein; MVDP, mouse vas deferns protein; MMTV, mouse mammary
tumour virus; Ref., referéncies.

com a elements amb una configuracié

(Adaptat i modificat de Claessens F. et al., [54], Nelson CC et al., [51], i altres)
segon dit de zenc del receptor [65].

"Elements de resposta a glucocorticoides

de repeticions directes—, mitjangant una
dimeritzacié amb orientacié “cap-i-cua”

(veure fig. 17), dotant el protagonisme al
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Accions reguladores post-transcripcionals
L . . Binding to an inverted repeat
Si bé les hormones esteroidals medien els seus

S8

efectes generalment a través de la interaccié amb els ' A’\

seus receptors nuclears, que alhora s'uniran a seqiiéncies NH,\{({% GA w, S17
e

e

}

especifiques de DNA —en les regions reguladores de

et

llurs gens diana— per activar-ne la transcripcid, la é°°" -
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consens amb una configuracio invertida, mentre que en la figura
dels ratolins mascles [80]. En aquest sentit, ha estat inferior, es mostra la unio del dimer en orientaci6 “cap-icua”
demostrat que els andrégens poden modificar en les a l'element conformat per una repeticié directe de I'hexamer
R L. .. B . S TGTTCT. (Extret i modificat de Schoenmakers, E. et al., [83])
SMG Pactivitat de varies proteines amb activitats d’'uni6
a RNA, concretament en regions del 3’-utr (3’-untranslated region) dels mRNAs riques en adenosines i
uridines —les AU-rich regions— [81]; en models murins, els androgens estarien regulant diferencialment els
nivells i la distribucié subcel-lular de varies proteines d’uni6 a regions AU-rich, com la proteina HuR o les
isoformes de la AUF1, tan a les SMG com en altres teixits [82], influint d’aquesta manera en la vida mitja

de determinats missatgers per una accié no directament transcripcional.

3.5 Accions en els teixits reproductius i en els no reproductius

3.5.1 Accions en els teixits gonadals

Com ja s’ha vist en apartats precedents, les funcions principals dels androgens inclouen la
regulacié de la secreci6 de gonadotrofines pel sistema hipotalamic-pituitari, la iniciacié i manteniment
de l'espermatogenesi, la formaci6 del fenotip masculi durant la diferenciacié sexual, la promocié de la
maduresa sexual en Peclosié de la pubertat i, el control del comportament i poténcia sexual masculina.
Moltes d’aquestes accions virilitzants tenen lloc en els teixit genitals primaris i secundaris, encarregats i

responsables de I'exit reproductiu (veure apartats 3.2.3 1 3.2.4).

3.5.2 Efectes en els teixits extragonadals

El dimorfisme sexual és obvi en la majoria d’especies de mamifers, conseqiiencia del
desenvolupament diferencial dels genitals interns i externs aixi com de les caracteristiques “extragenitals”
com la mida corporal, caracters secundaris i components cel-lulars especifics. El terme “dimorfisme sexual”
fa referencia a qualsevol diferencia de forma —independentment que es manifesti o no— a nivell morfologic
o a escala molecular. Fora dels teixits reproductius, els androgens provoquen una série de respostes que

determinen la manifestacié d’un conjunt de caracters sexualment dimorfics extragenitals.
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Respostes en el fetge

Les diferencies sexuals referents a expressié genica al fetge s’han reportat en especies diferents
incloent la rata, el ratoli i en 'home. Aquestes diferencies ocorren en enzims implicats en el metabolisme
d’esteroides i de drogues, en el imprinting neonatal determinat per 'exposicié a hormones sexuals i en
proteines secretades com les MUPs (major urinary proteins).

La sintesi d’altres proteines hepatiques com les monoxigenases de funcié mixta també esta
estimulada pels androgens, pero les millor caracteritzades en rosegadors sén les MUPs en el ratoli i la ar2-
microglobulina. Els ratolins adults excreten a 'orina un grup de proteines amb caracteristiques semblants
a 'a-microglobulina; tan els mascles com les femelles n’excreten, pero els primers ho fan en quantitats
majors. El tractament de femelles amb androgens produeix un increment en la seva excreci6 urinaria
d’aquestes proteines. la sintesi de les MUPs a nivell hepatic vindria controlada hormonalment a nivell de
mRNA.

Perfils dimorfics de secrecid de GH

Lhormona de creixement (GH) és una hormona polipeptidica secretada primariament per la
glandula pituitaria. Esta implicada de manera principal en la regulacié del creixement longitudinal,
entre d’altres multiples accions en la majoria de teixits.

La GH és secretada d’'una manera polsant al llarg del temps,

295 | . 0 A MALE per promoure tan el creixement com diverses accions
metaboliques. El patré de secrecié sexualment dimorfic
T observat de la GH, subministra un mecanisme important
g 75 per la regulacié transcripcional dels gens expressats
% diferencialment entre sexes en el fetge.
;’ e Les cascades de senyalitzacié descrites per aquests
E 225 B BTRMALE mecanismes inclouen la proteina kinasa JAK2 i membres de
E i la familia de factors de transcripcié STATS, principalment a
g traves de STATS5.
75 wa La mediaci6 de Iexpressi6 hepatica sexualment
al. | 1 ' \hf': dimorfica —regulada pels polsos de GH- proposada per

9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 STATS, esta suportada per la presencia d’elements de resposta

AponkImg a STAT5 en les regions promotores de varis gens especifics

Fic 18. Perfil dels nivells plasmatics de GH en rates mascles

masculins [84]. Additivament, la disrupcié dirigida del
i femella adultes. (Extret i modificat de Waxman, DJ et al., [86])

gen Stat5b en ratoli comporta la perdua majoritaria de les
multiples respostes sexualment diferenciades, associades amb la secrecié pulsativa de GH [85].

En moltes especies —incloses la humana, rates i pollastres—, la secrecié de GH per part de la
pituitaria es produeix d’una manera intermitent i pulsativa [86], amb importants diferéncies entre sexes
en la freqiiéncia del polsos: en el cas de la rata femella adulta, una elevada freqiiencia en la pulsacié
secretora es tradueix en una preséncia continuada de GH en la circulacid; aquesta situacié contrasta amb
el cas dels mascles pubers, en els quals la presencia de GH al torrent sanguini és intermitent (amb periodes
de 2-2,5 hores en els quals la GH circulant és practicament indetectable), degut al seu patré de secrecié
pulsatiu caracteristic [87].

Estudis en rates i ratolins han demostrat que I'expressié —sexualment diferenciada— d’'un nombre

de proteines hepatiques, inclosos els enzims metabolitzadors d’esteroides i xenobiotics com els citocroms
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P450 (CYPs), esta determinat no tan directament pels androgens, sind que a nivell primari pels perfils
plasmatics de GH i només regulat de manera secundaria per les hormones gonadals, a través dels seus
efectes en leix hipotalamo-pituitari i el seu control del patré de secrecié de GH. Aixi, I'estimulacié
continuada del fetge per part de la GH versus 'accié intermitent és la responsable en primer terme del
patr6 d’expressié d’enzims hepatics sexe especific, com el cas de varies isoformes de citocroms P450.

En ratolins, el patr6 plasmatic de GH és pulsatiu en ambdds sexes; malgrat aixo, les respostes
dimorfiques especifiques dels CYPs —que també es donen en ratoli— com a conseqiiéncia dels patrons de
GH, es poden discernir per les diferents freqiiencies de pulsaci6é en mascles (intervals entre polsos de ~2,5 h)
i femelles (intervals interpols < 1h), [88].

Respostes androgeniques en el miiscul

El principal lloc d’acci6 de la testosterona extragenitalment és en el muscul esqueletic. Malgrat que
la magnitud de Pefecte androgenic en aquest teixit és relativament petita —a nivell de canvis en Pexpressi6
génica— en comparacié amb la d’altres llocs extragenitals com el ronyd, part de la diferencia entre el pes
corporal entre homes i dones pot ser atribuit a la massa muscular diferencial. Uhabilitat dels androgens
per estimular el creixement muscular correlaciona amb la seva habilitat per incrementar la retencié del
nitrogen de la dieta. Aquesta darrer efecte és d’un interes historic ja que s’ha utilitzat per mesurar les
respostes biologiques d’aquesta classe d’esteroides. La magnitud de la resposta varia entre especies i entre
musculs diferents; la testosterona no és metabolitzada extensivament en el muscul esquelétic excepte en
el paquet muscular levator ani (dorsal bulbocavernés), que té una capacitat limitada per transformar la
testosterona a 5a-dihidrotestosterona, i a estrogens [34]. La base molecular per les accions miotrofiques
dels androgens en els musculs esqueletics i cardiacs han estat dificils d’entendre. La testosterona, més que
la DHT, seria 'esteroide unit preferentment al receptor d’androgens en aquests teixits, ja que la DHT és

metabolitzada rapidament a androstenediols.

Respostes androgeniques en d’altres teixits

A nivell periferic, els androgens també duen a terme una variada serie d’accions en altres punts
de Porganisme, tan a nivell del sistema nervios central, com en teixits tan diversos com la pell, Ieritocit, la
glandula salival o el moll de’0s. En aquest darrer teixit tindrien un cert impacte en el sistema immunologic,
participant en el desenvolupament dels linfocits B i dels T (aix0 a nivell timic) [89], entre d’altres efectes
indirectes en el creixement ossi i en Ieritropoesi. Com a tall d’exemple, la sintesi d’hemoglobina en
Peritrocit pot ser controlada independentment tan per Ueritropoetina com per la testosterona. La secreci6
d’eritropoetina per part del ronyé pot ser incrementada per part dels androgens i es creu que transcorre
mitjangant la intervencié del receptor d’androgens|34].

En rata i ratoli, ha estat descrita 'expressié estimulada per la testosterona de diverses proteines
(algunes d’elles secretades) a la glandula salival submaxil-lar, que és uns dels altres teixits no reproductius
que mostren un elevat dimorfisme sexual en rosegadors [90, 91].

L’acci6 androgenica també es fa notar a nivell cutani, concretament al fol-licle pilds i a la glandula
sebacia, que s6n dos dels llocs diana d’accié periferica de les hormones androgeniques a la pell, on

estimulen la proliferacio i el creixement de la unitat pilosebacia [92].
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3.6 Dimorfisme sexual del ronyé: aspectes fisiologics, cel-lulars i moleculars

3.6.1. Elrony6 muri com a model per Pestudi de 'accié androgenica

Com ja s’ha vist, els efectes dels androgens als teixits mamifers sén nombrosos i variats. En el
mascle, el seu rol fisiologic fonamental és el de regular el creixement i la diferenciaci6 dels organs sexuals
primaris i secundaris. En els teixits no genitals, tanmateix, moltes de les respostes sexualment dimorfiques
ocasionades pels androgens es produeixen per mecanismes que sén identics als transcorreguts en els organs
del tracte reproductiu masculi, i per lo tant, la classificacié dels efectes d’aquestes hormones esteroidals
com a androgenics o anabolics no té gaire sentit. Segons el teixit diana, la resposta als androgens a nivell
cel'lular incloura hiperplasia (increment del nimero de celllules mitjangant divisié i multiplicaci6),
hipertrofia (engrandiment de les cel-lules) o ambdues. Els organs sexuals accessoris del tracte reproductiu
masculi, com la prostata ventral i les vesicules seminals, sén el tipic exemple de teixit on 'exposici6 als
androgens genera tan respostes hiperplastiques com hipertrofiques, mentre que en altres teixits com el
rony6 predominarien les segones, amb minimes variacions en la sintesi de DNA [93, 94].

Elrony6 de ratoli, un dels teixits més androgen-depenents [ 74], ofereix una serie de caracteristiques

que faciliten lestudi dels efectes androgenics a nivell de transcripcié genica:

i) Efecte hipertrofic dels androgens, amb baixa estimulacié de la sintesi de DNA. Fins i tot en
condicions que indueixen I'expressié de gens enzimaticts elevant llur activitat fins més de 1000
vegades, la sintesi de DNA i la taxa divisoria de replicacié observada és minima [95], Aquesta
caracteristica de patir una resposta eminentment hipertrofica —sense component proliferatiu
important—, simplifica forca 'estudi dels efectes androgenics en 'expressié genica, ja que descarta
el increment degut a un augment del nombre de cel-lules, que podria emmascarar les variacions

transcripcionals reals.

ii) Activitat tesfosterona 5a-reductasa minima (generacié de DHT negligible dins el teixit). Les
cel-lules renals expressen quantitats petites de I’activitat enzimatica 5a-reductasa, encarregada de
catalitzar la transformacié de testosterona a 5a-dehidrotestosterona. Aixi doncs, en el ronyé muri
la testosterona —i no la DHT- és I'efector fisiologic majoritari del fenotip androgenic induit [93],
simplificant també la interpretacié de les dades en 'estudi dels efectes primaris dels androgens en

lur cel-lules diana.

iii) Induccié de 'expressié —fins a nivells moderats/alts, optims per ser analitzats— d’'un nombre
variat de gens per 'estudi. Dins el ronyd, el lloc principal d’acci6 dels androgens recau sobre les
cel-lules epitelials del tibul proximal. Chormona estimula la hipertrofia dels tabuls proximals i
de les cel-lules de la capsula de Bowman [96]. Aquest procés bé acompanyat per marcats canvis
estructurals i morfologics en els organuls subcel-lulars —observables sota microscopia electronica—

sobretot a nivell de mitocondries i del sistema lisosomal-vacuolar autofagic [97].

La natura d’aquesta inducci6 afecta a Pexpressié de varis enzims i proteines, 'activitat de les
quals es veu augmentada per acci6 dels androgens, o disminuida en el cas d’'una manipulaci6
externa a la baixa dels nivells circulants de ’hormona. Aquestes induccions es verifiquen de
forma primaria a través d’increments en les concentracions dels corresponents RNA missatgers,
fonamentament a nivell transcripcional tot i que s’han descrit també fenomens de regulacié post-
transcripcional (Odc, Cyp2el, [96, 163]).

iv) Disponibilitat de soques murines genéticament defectives en determinats gens, com la Tfm/Y,

que presenta una alteraci6 en el AR que la fa insensible als androgens. El ratoli s’ha revelat util
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en Ianalisi de expressi6 geénica; un gran nombre d’especies, subspecies, soques consanguinies i
salvatges esta disponible, amb importants diferéncies d’expressié de determinats marcadors, i una
interessant diversitat assolida al llarg de ’evolucié dins el genere Mus. Per altra banda, la utilitzaci6
del ratoli com a model animal per a realitzar els estudis ofereix les avantatges de facil manipulaci6
i possibilitat de realitzar multiples intervencions farmacologiques, a més d’oferir un ventall de

soques amb caracteristiques particulars d’utilitat.

En resum, el fenotip masculi en un teixit diana concret pot ser interpretat com a conseqiiencia de
la suma de I'expressié del conjunt de gens regulats pels androgens en aquell teixit. En aquest sentit cal
esmentar que a nivell individual existeixen variacions en les cinetiques de resposta i temps d’induccié
dins una mateixa cel-lula, entre diferents gens regulats per androgens [93], suggerint al respecte que la
interacci6 del receptor d’androgens amb cada gen diana individual és tinica, caracteritzant-se per diferents
afinitats pels llocs d’uni6, configuracions locals de la cromatina, o pel requeriment de diferents quantitats

de receptor i proteines accessories per produir cada resposta.

La inducibilitat d’aquests gens mostra importants variacions genetiques entre les diferents soques i
especies de ratoli; aquesta variaci6 deriva d’alteracions i peculiaritats tan en elements genetics en c¢is com
d’actuaci6 en trans. Entendre les bases moleculars d’aquest control genétic és de considerable interes i ha
esdevingut particularment important en I'estudi de la genetica i 'evolucié dels patrons d’expressi6 genica

en els organismes superiors [98].

Dimorfisme sexual en el creixement i mida renals

Ontogenia i influéncia dels androgens neonatals

El rony6 dels mascles és més gran que el de les femelles en moltes espeécies animals, inclosos
els ratolins [99]; en aquests dltims, les difereéncies observades en la mida renal s’atribueixen a Pestatus
androgenic de animal, ja que la castracié dels mascles i 'administracié de testosterona a femelles —o a
mascles castrats— fa disminuir i créixer la grandaria dels ronyons, respectivament [100].

Durant el periode neonatal, s’esdevé un prominent pic circulant de testosterona en els mascles,
tan en ratolins com en rates, que no s'observa en les femelles corresponents. Posteriorment els nivells
masculins decauen i es mantenen minims fins al periode puberal en que tornaran ha ascendir assolint
els nivells tipics dels adults, mentre que en femelles, els nivells androgenics sén molt menors que els
corresponents als dels mascles d’edat similar. En 'etapa puberal també s’establiran i es consolidaran els
patrons diferencials de secrecié de GH tipics masculins i femenins.

La presencia d’androgens en aquest periode neonatal critic es creu que esta implicada en la
programaci6 del tipus de caracteristiques propies masculines i en la fixacié de les respostes androgeniques
de l'adult. De tota manera, la hipotesis de 'empremta neonatal responsable de la diferencia sexual en la
mida renal produida pels androgens no es coneix del tot a fons, ni tampoc els mecanismes ni el paper
dels androgens en els patrons de creixement renal, que donen lloc a aquest dimorfisme observat en els
adults.

Situacions d’hipertrofia renal

Dins la fisiopatologia renal, els processos de hipertrofia i de creixement compensatori mereixen
un especial interes ja que es produeixen en varies situacions fisiologiques com 'embaras, o en processos

patologics com la nefropatia diabetica o la malaltia renal cronica (en resposta per compensar la perdua
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de teixit funcional renal). El tractament amb androgens produeixi hipertrofia renal provocant la induccié
de enzim sigui Pornitina decarboxilasa (Odc), implicada en la sintesi de poliamines. Aquestes molecules
juguen un paper fonamental en el creixement i la proliferacié cel-lular, que juntament amb lestreta
interrelaci6 entre I'eix gonadal i I'eix hipotalamic-somatotrofic, pot donar una idea de les complexes
interrelacions existents entre les hormones sexuals masculines i alguns dels processos abans esmentats.
Malgrat aixo, la naturalesa exacta dels fenomens moleculars que els caracteritzen no s’ha pogut establir
encara detalladament.

Per intentar mimetitzar els processos de creixement renal, shan desenvolupat en rata i ratoli
diferents models de hipertrofia renal mitjangant intervencions farmacologiques o quirdrgiques. D’aquesta
manera s’intenta poder caracteritzar millor els mecanismes de creixement, avaluant el possible paper que
poden jugar-hi els androgens, ’'Odc i les poliamines —juntament amb components del sistema GH/IGF-I-,
entre d’altres factors.

Alguns models de hipertrofia renal i creixement renal compensatori:
i) Hipertrofia compensatoria promoguda per nefrectomia parcial o unilateral
ii) Diabetis experimental induida amb stanozolol (per reproduir la nefropatia diabetica)
iii) Hipertrofia renal induida per tractament androgenic
iv) Creixement renal associat a hipertiroidisme: tractament amb tiroxina
v) Creixement hiperplastic: model de dany i regeneracié renal induit per folat o drogues
analogues
Per comentar alguns d’aquests models citats, comencarem amb el model de creixement renal
compensatori (compensatory renal growth, CRG) post-nefrectomia unilateral (UNX), (i), desenvolupat
en rata: Peliminaci6 quirtrgica d’un dels dos ronyons en la rata provoca un engrandiment i un augment
de la capacitat del rony6 restant, per compensar la perdua de funcionalitat. Uestudi detallat del procés de
creixement compensatori ha revelat que els mecanismes utilitzats varien segons es tracti de rates mascle
adultes o de rates prepuberals i/o femelles adultes, es a dir, dependra primariament de la preséncia o
no d’uns nivells suficients d’androgens a la circulacié [101-104]. A nivell temporal es pot desglossar els
processos que desemboquen en aquest creixement renal en dues fases progressives,
—primera fase (fase inicial), verificada en les ~18-48h post-UNX
—segona fase (o fase tardana), que transcorre durant les ~48-72h post-UNX
Segons el sexe dels animals i els seu estat androgenic aquestes dues fases tindran caracteristiques
diferenciades, pel que cal distingir entre animals preptbers i animals adults:
1) En les rates juvenils (tan mascles com femelles) tindrem,
fase inicial. una primera fase de creixement caracteritzada per:
e creixement extremadament rapid
e independencia de la intervencié de ’hormona de creixement (resulta insensible al bloqueig de la
secrecié de GH),
e componentimportantd’hiperplasiaamb influéncia paracrinade’eix IGF-1/IGF-1R (autonomament
de la GH),
En aquesta situacid, 'accié mitogenica del IGF-1 (insulin-like growth factor) a través del seu receptor
IGF-1R, induiria la transcripcié de gens de resposta matinera com c-jun i c-fos (constituents del factor
de transcripcié AP-1), fet que es traduiria en un clar efecte mitogenic d’estimulacié de sintesi de DNA i

divisié cel-lular.
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fase tardana. La segona fase vindria marcada per una fase hipertrofica amb taxes de creixement

menors.

2) En el cas de les rates mascles adultes (i.e. amb androgens presents, i amb el consegiient patré masculi
pulsatil de secrecié de GH establert), en canvi,
fase inicial. la primera fase del CRG és clarament hipertofica amb un increment important en els pics

de secreci6 pituitaria de GH i sense augments en 'expressié del IGF-1.

segona fase. vindria descrita per una petita component hiperplastica (augment en I'index mitotic)

probablement relacionada amb augments dels nivells renals d’IGF-1.

En resum podriem parlar d’'una primera fase del CRG purament hipertrofica en el cas dels
mascles adults i d’'una primera fase amb un component inicial hiperplasic (i.e. de mitogenesi) en rates
prepuberals (d’ambdds sexes). El paper i la presencia dels androgens en aquests processos sembla doncs
que és determinant, ja que l'arribada de la pubertat —en la qual augmenta la secreci6 de testosterona i
es fixen els patrons masculins de secrecié de GH en les rates—, produeix un canvi en el mecanisme de
resposta compensatoria, passant-se d'un tipus de respostes a unes altres ambdues conduents a un mateix

fi regeneratiu.

Altres models en els que es produeix un dany del teixit renal sén en la nefrectomia parcial de 5/6
parts dels ronyons o en la nefropatia diabetica [105-107], en la que es produeix una progressiva reduccié
funcional renal amb augment de la fibrosi tubulointersticial i de glomerulosclerosi. En aquests dos casos,
s’identificaria una primera fase rapida de creixement hipertrofic amb augment de la filtracié glomerular,
que evolucionaria cap una fase esclerotica tardana de progressiu detriment renal, amb la participacié de
factors com el TGF-f, TNF-« o IGF-1.

Menci6 especial mereix el model de creixement hiperplastic per dany renal i regeneraci6 [108,109]:
el tractament amb folat o amb el farmac CB3717 indueix dany als tubuls renals (per precipitacié i
formaci6 de cristalls que malmeten Uepiteli tubular). Aquesta agressi6 aguda bé seguida per una resposta
reparadora de creixement caracteritzada per una hiperplasia regenerativa, amb una considerable inducci6
de enzim Odc i de la sintesi de poliamines. La presencia de testosterona potenciaria aquest efecte ja
que per ella mateixa també indueix 'expressié de Odc. En aquest model també intervindria el sistema
del hepatocyte growth factor, HGF i el seu receptor cel-lular, c-met, que estaria implicat en la regeneraci6
tissular, Pembriogenesi i la reparacié de ferides entre d’altres. La interaccié entre la via de senyalitzacié
activada pels androgens i mediada pel AR amb la via de senyalitzacié que transcorre a través de HGF/c-
met (activada en models de dany i regeneraci6 renal), al rony6 de ratoli resulta en un antagonisme que
reverteix en una modulacié negativa de Pexpressi6 renal d’Odc i de c-met.

S’han descrit, a més, interaccions cross-talk entre els efectes dels androgens via el seu receptor, amb

altres vies de senyalitzaci6 lligades a receptors de membrana com la de les catecolamines [110].

El dany renal agut provoca respostes inflamatories mediades per citokines com I'IL-6, que a través
de la uni6 paracrina al seu receptor desencadenaria una cascada de senyalitzaci6 (via STATs); entre d’altres
gens, induiria la transcripcié de HGF i del seu receptor c-met. Lexpressié d’aquests dos factors mitogenics
i morfogenics estimularien la sintesi de DNA i la divisi6 cel-lular per reparar el dany inicial. Els androgens
a través de la sobre-regulaci6 de I'expressi6 de c-met podrien estar intervenint en aquests processos, fet que

suggereix una resposta sexualment diferenciada en els ronyons de ratoli en front del dany sofert [110].

En el cas de I'hipertrofia renal associada a hipertiroidisme, el tractament de ratolins amb tiroxina

induiria un creixement renal amb elevacié de I'index mitotic, a través del sistema de la renina-angiotensina,
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incrementant els nivells transcripcionals de la renina i en conseqiiencia augmentant la produccié renal de
angiotensina II, que a part de llurs accions en el to vascular també produeix accions mitogeniques influint

en la proliferaci6 cel-lular [111].

Per tant la importancia dels androgens i la seva intima interrelacié amb altres vies de senyalitzaci6
com la de ’hormona de creixement / IGF-1, TGF-f o altres és remarcable, donant una idea del grau
d’afinament i de complexitat que caracteritza el creixement renal en resposta adaptativa a diferents
situacions fisiopatologiques. La resposta de creixement particular renal dependra doncs del programa
genetic intrinsec que sera especific de cada tipus cel-lular i vindra establert durant el desenvolupament
i durant la pubertat, aixi com dels factors endocrins, paracrins i altres factors de creixement presents en

I’ambient local en unes determinades circumstancies.

Dimorfisme sexual en el metabolisme i Pexcrecié d’anions i cations organics

La manera amb la que el rony6 processa certs compostos presenta, en algunes espécies, trets
diferencials segons el sexe . Ja des de fa molt temps es coneix que existeixen diferéncies lligades al sexe en
el transport d’ions organics per part del rony6 [112]. En aquesta linia s’ha suggerit que la testosterona
tindria un efecte estimulador en varies funcions cel-lulars renals, entre elles la secrecié d’anions i cations
organics. En general, la secrecié renal d’anions organics és superior en individus mascles que en femelles,
com a conseqiiencia d’aixo molts dels xenobiotics —perd no tots— que sén excretats per 'organisme a
través d’aquesta via s6n eliminats més rapidament per animals mascle que per animals femella.

Lexistencia de diferéncies en I'expressié degudes al sexe ha estat descrita per varis transportadors
d’anions i cations organics: per exemple, 'Oct2 (SIc22a2) i 'Oatpl (Slc21al) de rata es troben molt més
expressats en el rony6 de mascles que en el de femelles; pel contrari, en el cas de Oat2 (Slc22a7), les rates
femella mostren una expressié molt major en els tubuls proximals renals que la corresponent en rates
mascle.

També s’ha descrit Iexisténcia de dimorfisme sexual en " ESIALE
30. — FEMALE
w22 FEMALE
+ TESTOSTERONE

Paclariment renal, la farmacocinética i excrecié tubular de varies

112 o1 (min)

substancies i farmacs com el zenarestat, I'acid perfluoroctanoic »

(PFOA), Tlestradiol-178-glucurdnid (E,17G), p-aminohipurat 0

(PAH)(figura 10), tetraetilamoni, i poliamines, entre d’altres [113- g, 19, Efecte de la Testosterona en la vida mitjana

118]. Aquesta divergencia entre sexes presenta dos comportaments ~ d'eliminacio (tiz.) del p-aminohippurat (PAH). Es-
tudis farmacocinétics realitzats en rates anestesiades.

j lguns com resenten una excrecié urinari rior
Ja que alguns compostos presenten Una eXCreclo Urinaria SUPErior ., o1 eyt i modificat de Reyes Jf et al, [114)

en femelles, i d’altres molécules pateixen una excrecié urinaria
netament superior en mascles. La dualitat observada pot justificar-se amb la interacci6 efectiva d’aquests
soluts organics amb multiples entitats transportadores —situades a dominis tubulars oposats (luminal o
contraluminal-, i d’expressi6 eventualment diferencial entre sexes.

Aquesta tltima caracteristica determinara el fluxe net de transport assolit per aquella substancia
(i.e. secreci6 activa i/o reabsorci6), segons domini un component o un altre; en qualsevol cas, tan el
tipus de compost tractat com les diferencies d’expressi6 i localitzacié de les activitats transportadores,
determinaran en darrer terme la manifestacié o no d’una excrecié diferencial entre sexes.

Agrupant les evidencies observades que suggereixen un paper estimulador pels androgens de certs
processo metabolics, i el fet de la modulacié de les hormones androgeniques en I'excrecié renal de certs
ions organics i xenobiotics, es pot concloure que possiblement existeixi un enllag i una actuacié concertada

entre el metabolisme renal sexualment dimorfic i Paclariment i secrecié corresponents, amb una serie
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d’activitats enzimatiques i de transportadors coordinadament modulats pels androgens, determinant

patrons renals fisiologics i farmacocinetics sexualment especifics.

Hormones sexuals i hipertensio

Les hormones sexuals tenen una influéncia important en la pressié sanguinia. En animals de
laboratori, tan les rates mascle de les soques SHR (spontaneously hypertensive rats), Dahl salt-sensitive o
New Zealand genetically hypertensive rats, tenen pressions sanguinies més elevades en comparacié amb
les femelles corresponents [119-121]. En aquests models animals de hipertensid, la pressié sanguinia
dels mascles sovint s’atenua per castraci6, mentre que —pel contrari— no s’'incrementa en les femelles
ovariectomitzades. Aquest fet suggereix que les diferéncies en la pressié sanguinia associades al sexe també
poden venir donades per canvis en les hormones androgeniques testiculars. Similarment als rosegadors,
aquestes difereéncies sexualment determinades també es manifesten en humans; per exemple, durant
l'adolescencia apareix un dimorfisme sexual en la pressié arterial que persistira al llarg de tota I’edat
adulta [122].

Diversos estudis en animals han suggerit que la testosterona és una hormona pro-hipertensiva que
podria estar contribuint a la patogenesi de les malalties cardiovasculars, tot afectant una serie de factors
humorals, i intervenint en diferents mecanismes vasculars, cardiacs o renals [123].

El rony6, en concret, juga un paper majoritari en la regulacié de la pressi6 arterial, de forma que
anormalitats renals poden contribuir al desenvolupament i manteniment de hipertensié [124]. Un defecte
comu observat en fenomens de hipertensié a nivell renal és un viratge cap la dreta en els perfils de la
relacié pressid/natriuresi, amb diferencies observades en ’hemodinamica renal associades al sexe.

A través de les evidencies recopilades en estudis animals s’accepta que la testosterona disminueix
I'habilitat d’excretar sal per part dels ronyons i per tant predisposant-los cap a la hipertensié. Si aixo
mateix pot estar passant en humans no es coneix amb seguretat [122].

Els ratolins knock-out pel Cyp4al4, monooxigensa de funcié mixta expressada a ronyo i activa en
el metabolisme oxidatiu de I'acid araquidonic, desenvolupen hipertensié que es manifesta més severament
en mascles que en femelles [125]. Els nivells renals del mRNA de 'angiotensinogen s6n majors en rates
mascles que en femelles, reduint-se per castracié de les primeres [126,127].

Els androgens poden afectar, doncs, mecanismes renals que poden influenciar adversament la

funcié del rony6 i la pressi6 sanguinia, desembocant eventualment en hipertensio.

3.6.2. Gens regulats pels androgens a rony6

El tractament amb androgens indueix I'expressié renal d’una seérie de productes genics
principalment a les cél-lules del tabul proximal. Fruit de I'is extensiu del model renal per a I’estudi de les
accions androgeniques, al llarg dels anys han estat descrits i estudiats tradicionalment una serie de gens
Pexpressié dels quals s'indueix en el tabul proximal en resposta a la testosterona [96]. Entre ells trobem
gens de proteines enzimatiques com la S-glucuronidasa (8-gluc), I'alcohol deshidrogenasa, 'ornitina
decarboxilasa (ODC), o gens que codifiquen per a proteines de funcié desconeguda, com la Kidney
androgen-regulated protein (KAP) o la D7Rp2 (abans RP-2). A tots aquests gens “classics” regulats pels
androgens s’han anat afegint nous gens identificats en els darrers anys tan en ratoli com en rata (vide
infra), que també mostren una expressié renal dimorfica entre sexes, augmentada en mascles.

Entre tot aquest conjunt de gens androgen-depenents (taula VIII), alguns dels quals sén

tractats en aquesta tesi, trobem proteines de funcionalitats diverses com s6n enzims de la fase I i IT del
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metabolisme de xenobiotics —I” arilamina N-acetiltransferasa-2 (Nat2) i ’alcohol deshidrohenasa-1 (Adh-
I)—, o també algunes monoxigenases de funci6 mixta implicades en el metabolisme oxidatiu d’acids
grassos, eicosanoides i xenobiotics com els Citocroms P450 2el, 4b1 i 4al2; enzims que intervenen en
el metabolisme d’aminoacids i sintesi de poliamines com I’Odc i la SSAT; enzims hidrolitics com la 3-
glucuronidasa o del metabolisme d’acids grassos com l'acil-CoA sintetasa, Sa, i receptors de factors de
creixement com c-met. Altres gens Uexpressié dels quals esta estimulada per la testosterona corresponen
a transportadors integrals de membrana, de la familia dels transportadors d’anions —com Oatp1, Oatp-
d-, i de cations —com Oct2'— organics; també hi figura el gen de I’ Angiotensinogen’, Ang-n, prohormona

peptidica implicada en els sistemes de regulacié de la pressi6 arterial. (‘regulacié descrita en rates).

Taura VIIL. Classificacio funcional d’alguns gens murins regulats per androgens a rony6

Categoria funcional Gen Ref
Enzims hidrolitics Gus B-Glucuronidasa [134]
Odc Ornitina decarboxilasa [135]
Metabolisrpe aminoécids J— [136]

/poliamines
SSAT Spermidine/Spermine N1-acetyltransferase [137]
Cyp2el Citocrom P450 2el [138]
Ervions dleln Faee T all Cyp4bl Citocrom P450 4b17 [139]
metabolisme oxidatiu | Cypaq12 Citocrom P450 4a12 [125]
Adh-1 Alcohol deshidrogenasa 1 [140]
Enzims de la Fase Il del | Nat2 arilamina N-acetiltransferasa 2 [141]
metabolisme oxidatiu UDP-glucuronosiltransferases (UGTs)" [142]
Metabolismsdf: Mpiisf Sh (Acil-CoA sintetasa) [133]
xenobiotics
Sisi?;iﬁis(ifgna_ Ang-n Angiotensinogen’ [126]
Oatpl Organic anion transporting polipeptide 1(Slc21al)* [143]
Trag:ﬁggs(g;ggiﬁ?:)i e Oatp-d/mjam | Organic anion transporting polipeptide-d (Slc21al1)"

Oct2 Organic cation transporter 2 (Slc22a2)" [31]
Slp Sex-limited protein [144]
Altres Kap Kidney androgen-regulated protein [145]
D7Rp2e “androgen-inducible RP2 mRNA” [146]
Senyalitzaci6 cel-lular c-met “c-met, Receptor de HGF” [110]

‘En rates; 'Aquest treball

La majoria dels estudis iniciats s’han enfocat en la caracteritzacié dels elements moleculars que
medien aquesta expressié geénica en resposta als androgens en el ronyé muri. Malgrat tot, Pesclariment
d’aquests mecanismes ha resultat dificultds. Tot i disposar d’un creixent grup de gens marcadors de
’accié androgenica, llur caracteristiques i respostes particulars presenten forca heterogeneitat, tan en les
cinetiques d’induccid, temps i grau de resposta, i participacié d’altres factors hormonals en llur regulacié
(74,96, 128-130]. A més a més, fins ara tampoc es disposava d’un sistema cel-lular adequat que respongués
eficientment a 'estimulacié amb androgens, per tal de poder-hi realitzar estudis in vitro amb gens reporters
que permetessin comengar a discernir els elements en cis i en frans involucrats en la resposta especifica de
transactivacié genica, mitjangada pels androgens.

Aquesta mancanga s’ha pogut resoldre amb P'establiment de dos linies epitelials inmortalitzades

—les PKSV-PCT i les PKSV-PR- derivades de tubul proximal de ratoli, i que corresponen al segment
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contornejat (pars convoluta) i al segment recte (pars recta) del tibul, respectivament [131,132]. Aquestes
cel-lules representen un atractiu sistema per analitzar les accions especifiques dels androgens dutes a
terme en el tubul proximal de ratoli, havent-se demostrat que ambdues linies han retingut moltes de les
caracteristiques de les cel-lules parentals de les quals deriven, com I'expressié de receptors d’androgens o
la regulaci6 de gens indicadors com Kap i 8-Glu, sota tractament amb DHT [94].

Recentment han estat utilitzades satisfactoriament en el nostre laboratori per realitzar estudis del

promotor del gen Kap, analitzant llurs elements de resposta en la induccio teixit especifica androgenica [58].

Identificacid i estudi de nous gens amb regulacid androgena al ronyd de ratoli

Donat que la naturalesa molecular de la regulacié genica pels androgens especifica de teixit
encara no ha estat ben definida, s’han vingut realitzant escomeses per tal d’identificar nous gens de
regulaci6 androgena com a models alternatius als marcadors classics (com Odc, Kap, etc.), que presenten
unes respostes complexes 1 heterogenies, per que puguin ser més informatius.

Mitjangant una aproximacié combinada amb les tecniques de RAP (random arbitrarily primed
PCR) i del RDA (representative differential analysis of cDNA) s’ha aconseguit identificar una seérie de nous
gens de ratoli, 'expressié a rony6 dels quals esta controlada coordinadament per DHT sota identiques
condicions d’induccié i en les mateixes mostres [133].

Entre aquests gens murins (veure taula VIII) reconeixem al d’un dels citocroms P450 (Cyp4bl),
el gen S, (diferencialment expressat a rony6 de rates hipertenses SHR i normotenses WKY), el d’un
transportador d’anions organics (Oatp) i un nou gen identificat, que no s’assembla significativament a
cap altre després d’enfrontar-lo a les bases de dades, al que ’anomena MJAM, i que posteriorment s’ha vist
que es tractava d’un altre membre de la familia dels Oatp’s. El cDNA complert dels dos primers membres
de la llista, ja havia estat clonat préviament en ratoli, mentre que els cDNAs de la resta (en el moment
d’iniciar-se aquesta tesi) no havien estat clonats fins ara en 'espécie esmentada.

Donat que no es coneix el significat fisiologic de I'accié androgenica a ronyd, alguns d’aquests
gens identificats a ratoli podrien aportar informacié que permetria entendre el significat del dimorfisme

sexual renal des del punt de vista fisiopatologic.

En resum, s’ha vist com el rony6 del ratoli representa un sistema experimental dnic per Pestudi
de la regulaci6 de expressi6 genica induida per les hormones esteroidals androgenes, amb Pexistencia de
varis gens en aquest teixit que responen d’una forma especifica a I'estimulacié amb testosterona. Malgrat
que ens els dltims temps s’ha progressat en 'estudi dels aspectes bioquimics i genetics de 'expressié genica
—induida pels androgens al rony6 de ratoli—, encara es desconeixen bastants qiiestions sobre els possibles
factors i mecanismes moleculars responsables de les respostes d’induccid, i de la seva variacié entre

espeécies 1 soques murines.
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