
ATTI ACCADEMIA NAZIONALE DEI LINCEI

CLASSE SCIENZE FISICHE MATEMATICHE NATURALI

RENDICONTI

Concetta Lupo, Giovanni Chieffi

Ormoni sessuali e attività steroide-3
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Embriologia. — Ormoni sessuali e attività steroide—3 fì-olo- 
deidrogenasica del testicolo d i Morone labrax (*\ Nota di C oncetta 
L upo (** (***)} e G iovanni Ch ie f f i, presentata (**#) dal Corrisp. G. M on-
TALENTI.

L a dim ostrazione dell’a ttiv ità  androgena degli e s tra tti testicolari dei 
V erteb ra ti inferiori è s ta ta  finora o tten u ta  quasi esclusivam ente m ediante 
prove biologiche. Poco si sa, invece, circa la n a tu ra  degli ormoni testicolari.

R ecentem ente abbiam o po tu to  identificare negli e s tra tti testicolari di 
Scyliorhinus stellaris (Selacio Squaliform e) [1] e di Bufo vulgaris (Anfibio 
A nuro) [2] diversi steroidi già noti per i M am m iferi. Proseguendo nella no­
stra  indagine com parativa abbiam o analizzato gli e s tra tti testicolari di Mo­
rone labrax, Teleosteo m arino.

Le uniche ricerche riguardan ti gli ormoni androgeni di a ltri Teleostei 
sono quelle di Galzigna [3], che ha identificato qualita tivam ente il testo- 
sterone negli e s tra tti testicolari di Salmo irideus e Cyprinus carpio, e quelle 
di G rajcer e Id ler [4] che hanno isolato dal plasm a di salmone il testoste­
rone in form a libera e coniugata.

In  questa N ota vengono inoltre riferiti i dati relativ i all’a ttiv ità  della 
stero ide-3 (T-olo-deidrogenasi nel testicolo di Morone labrax.

Metodi.

L a tecnica di estrazione u sa ta  è quella di A nliker e t al. [5], già da noi 
sperimentata* per altri V erteb ra ti inferiori e r ip o rta ta  estesam ente su questi 
« R endiconti >> [2]. Sono s ta ti eseguiti due esperim enti: nel prim o siamo 
p a rtiti da 140 g r di tessuto testicolare fresco di m aschi m atu ri di Morone 
labrax raccolti a ll’epoca della riproduzione ; nel secondo da 250 gr. E n tram be 
le volte il m etodo A nliker è s ta to  fedelm ente seguito, sia per l’estrazione 
acetonica che per la purificazione degli e s tra tti e la crom atografia su carta, 
secondo i sistem i di Bush [6] e Zaifaroni [7].

Ino ltre  sono s ta te  eseguite una purificazione supplem entare e a ltre  prove 
finali di identificazione, o ltre la crom atografia su carta. Il residuo neutro, 
dopo separazione dalla p a rte  fenolica, è s ta to  ripreso con m etanolo al 70%

(*) Lavoro eseguito presso la S tazione Zoologica di Napoli e la C atted ra  di Istologia 
ed Embriologia; dell’U niversità  di M essina, con un contributo (RG-Ó455) della Division of 
General M edicai Sciences, Public H ealth  Service, U.S.A.

(**) Borsista del Consiglio Nazionale delle Ricerche presso la Stazione Zoologica di 
Napoli.

(***) Nella seduta del 20 aprile 1963.
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e lasciato a — I5°C per una notte. Dopo centrifugazione a 12.000 g.p.m . 
sem pre a bassa tem peratu ra, il supernatan te  è s ta to  es tra tto  con etere di pe­
trolio, quindi essiccato e crom atografato. Questo passaggio, consigliato da Short 
ed E ckstein [8], perm ette  di liberare l’es tra tto  dalle ultim e tracce di lipidi.

Per l ’ulteriore purificazione delle macchie, le zone del crom atogram m a 
finale assorbenti all’U .V. (X =  253,7 m(x) sono s ta te  eluite con m etanolo e 
di queste soluzioni è s ta to  eseguito uno spettro  da 220 a 270 m[x ; infine 
dopo l ’esecuzione dello spettro  le soluzioni sono s ta te  ricrom atografate e 
il crom atrogram m a è sta to  colorato con la reazione di Zim m erm ann.

Per quanto  riguarda la frazione fénolica, gli ormoni estrogeni sono s ta ti 
messi in evidenza sul crom atogram m a con la reazione di B arton et al. [9]. 
La determ inazione q u an tita tiv a  degli steroidi è s ta ta  eseguita dosando il 
F e +++ del rea ttiv o  di B arton  fissato dagli estrogeni. L a determ inazione del 
Fe + + + era eseguita secondo la tecnica di Kecskès e t al. [io], tra ttan d o  le zone 
di ca rta  prim a con N aO H  0,3 N e poi con HC1N e leggendo l’assorbim ento 
della soluzione cloridrica a 480 mfx subito  dopo aggiunta di KCNS al 20 °/0.

Per la determ inazione dell’a ttiv ità  steroide-3 p-olo-deidrogenasica, è 
s ta ta  seguita la tecnica di R ubin et al. [ i i ], incubando 60 m g di polvere ace- 
tonica di testicolo in presenza di 500 [xg di deidroepiandrosterone e D PN  
per 1 1/2, 3,6 h. L ’es tra tto  etereo del liquido di incubazione veniva porta to  
a secco, ripreso con m etanolo per l’esecuzione dello spettro  da 220 a 270 mfx. 
Il massimo di assorbim ento a 238-242, caratteristico  dei A4-3 -chetoste- 
roidi, era riferito  alla formazione di A4-androstene~ 3 ,17-dione. In fa tti la 
crom atografia su ca rta  della soluzione m etanolica, eseguita secondo il si­
stem a Bush A, p resen tava una sola m acchia corrispondente per R / a puro 
A4-androstene~ 3 ,17-dione.

T u tte  le m isure spettrofotom etriche sono s ta te  eseguite allo spettro- 
fotom etro reg istra tore Beckm an modello D K -2 , usando cuvettes da 1 cm.

Risultati e discussione.

N ell’e s tra tto  acetonico di 140 gr di tessuto testicolare fresco sono 
s ta ti identificati 15 fxg di progesterone, 30 fxg di estriolo, 20 [xg di estrone e 
tracce di estrad io lo -i 7 p; nell’es tra tto  di 250 gr di tessuto tracce di testo­
sterone (identificato solo crom atograficam ente), 20 (xg di progesterone, 
2p [xg di estriolo, 20 (xg di estrone e io  fxg di estradiolo-17 (3 (Tabella I).

L a presenza di estrogeni negli e s tra tti testicolari di Morone labrax coin­
cide con i risu lta ti o tten u ti da a ltri A utori nei M am m iferi [12, 13] e da noi 
in a ltri V erteb ra ti inferiori, come Scyliorhinus stellaris [1] e Bufo vulgaris [2]. 
Ricerche recenti sulla biosintesi degli ormoni steroidi hanno dim ostrato  da 
p arte  del tessuto testicolare la conversione di androgeni in estrogeni, che 
avverrebbe attraverso  l ’androstenedione [14].

L a presenza di progesterone nel tessuto testicolare di Morone labrax 
in q u an tità  re la tivam ente m aggiori del testosterone, da noi isolato solo in
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tracce, può essere in te rp re ta ta  form ulando l’ipotesi, già da noi preceden­
tem ente av anzata  [2], che nel tessuto testicolare dei V erteb ra ti inferiori la 
concentrazione degli enzimi che catalizzano la trasform azione del progeste­
rone ad androstenedione e testosterone sia trascurabile rispetto  alla quan­
tità  di steroide-3 p-olo-deidrogenasi, cioè dell’enzim a responsabile della 
ossidazione del pregnenolone, prim a tap p a  della trasform azione di questo 
a progesterone. In fa tti lo spostam ento  irreversibile del doppio legame in po­
sizione coniugata rispetto  al chetogruppo è dovuto ad • una A5-3~chetoiso- 
m erasi [15].

T a b e l l a  I.

Concentrazione degli ormoni sterodi negli estratti testicolari di M orone labrax.

Tessuto fresco gr
Testosterone

(J-g/Kg
Progesterone

!^g/Kg
Estriolo 
!*g/Kg

Estrone
t*-g/Kg

E strad io lo-
1 7 ( 3

!*g/Kg

1 4 0 .................................. O 15 20 20 tracce

2 5 0 .................................. tracce 20 20 20 I O

Abbiam o cercato di provare la valid ità di questa ipotesi, dosando l’a t ­
tiv ità  della steroide-3 (3—òlo—deidrogenasi nel tessuto testicolare di diverse 
specie di V erteb ra ti. A lcune ricerche prelim inari hanno dim ostrato  la presenza 
di questo enzim a nei testicoli di Morone labrax, Scyliorhinus stellaris, Bufo  
vulgaris e Bos taurus. In fa tti incubando deidroepiandrosterone con polvere ace- 
tonica di qiiesti tessuti, abbiam o o tten u to  la formazione di A4—androstene—3, 
17-dione. Nel caso di Morone labrax sono sta ti eseguiti alcuni esperim enti 
sulla formazione di A4-a n d ro s ten e -3 ,17 diòne in funzione del tempo. D a queste 
ricerche prelim inari è risu lta to  che dopo 1 1/2 e 3 ore di incubazione, la con­
centrazione di questo steroide va decrescendo, probabilm ente per la sua u l­
teriore trasform azione ad opera di a ltri sistem i enzim atici presenti nel tessuto 
testicolare.

P urtroppo  la difficoltà di confrontare q u an tità  uguali di tessuto attivo , 
che certam ente varia da specie a specie, ci impedisce per ora di tra rre  delle 
conclusioni. Lo studio com parativo delle a ttiv ità  dei diversi enzimi respon­
sabili della biosintesi del testosterone, probabilm ente p o trà  fornirci qualche 
indicazione.

Com unque la presenza della steroide-3 (3-olo-deidrogenasi nel testi­
colo delle specie s tu d ia te  d im ostra che almeno la prim a tappa  della bio­
sintesi degli androgeni è la stessa sia nei M am m iferi che nei V ertebrati 
inferiori.
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