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INTRODUCCION

CONSIDERACIONES GENERALES

Funcién testicular.

La regulacién hormonal de la reproduccién implica una estrechainterre-
lacién de esteroides sexuales y hormonas gonadotréficas pituitarias actuan-
do sobre las células especificas del testiculo.

En la iltima década se han realizado una serie de trabajos con el objeto
de identificar a las células receptoras de las hormonas hipofisarias y este-
roideas y elucidar sus mecanismos moleculares de accidn.

En su recopilacién sobre control hormonal en la espermatogénesis en
Mamiferos, Steinberger (1971) (1); concluye que ''el conocimiento de los pa-
rdmetros bioquimicos de la accién hormonal sobre la espermatogénesis auin
es limitado como para formular hip6tesis de trabajo''. Sin embargo durante
los dltimos afios se ha adelantado mucho en 1o que respecta a la regulacién
hormonal de las funciones de las células del testiculo, y acerca de lasg in-
teracciones entre células extra e intra tubulares. Asi han sido realizadcs
importantes avances sobre el cntrol hormonal de las células de Sertoli y
de Leydig y la interaccién entre las células de Sertoli y las células germi-

nales (2, 3).



Smith demostré en 1927 que la hipofisectomia impide el desarrollo tes-
ticular y la espermatogénesis (4). Como resultado de estos trabajos (4, 5)
nace el concepto de que las hormonas hipofisarias estimulan al testiculo.

De los importantes trabajos de Greep y colal;oradores (6, 7), se eviden
ci6 que la actividad gonadotrdfica de la hipéfisis es debida a dos sustancias
diferentes: la hormona luteinizante (LH), que estimula la produccién de tes-
tosterona (T) en las células intersticiales o de Leydig,y la hormona foliculo
estimulante (FSH) que actdya sobre los tdbulos seminiferos promoviendo la
espermatogénesis. El rol preciso de la FSH se hizo menos claro cuando se
demostro‘que en ausencia de la hipdfisis la testosterona es capaz de mante-
ner la espermatogénesis (8-10). La funcién de la FSH sobre la regulacién
de la espermatogénesis sigue siendo una fuente de controversias.

En Mamiferos las morfologia tipica del testiculo estd dada por la pre-
sencia de tubulos seminiferos separados por tejido conectivo intersticial.
Este dltimo consta de células de Leydig y vasos linfdticos y sanguineos (11).
Adem4ds los tdbulos estdin rodeados de células peritubulares, las cuales
son similares a las células musculares lisas y son probablemente un fac-
tor importante para las contracciones de los tibulos seminiferos (12-14),
Dentro del tibulo, rodeando a éste, se encuentran las células de Sertoli ad-
yacentes a las espermatogonias, e interconectadas con la barrera sanguinea
testicular (15). Los espermatocitos I, II, las espermdtidas y los esperma-

tozoides estan localizados en el compartimento adluminal (16). La respues-



ta de estos diferentes tipos celulares a las hormonas varia en las distintas
edades, asi como tambien bajo diferentes condiciones hormonales.
Toda la informacibn discutida en esta introduccién proviene de expe-

riencias realizadas en ratas.

I- CELULAS DE LEYDIG

I -a)Hormona Luteinizante (LH), Receptores.

Los estudios cldsicos que indican que la LH (u hormona estimulante de
las células intersticiales: ICSH) es la principal hormona estimulante
del desarrollo y biosintesis de las células de Leydig ha sido cuidadosa
mente revisado por Hookes (1970) (17).

Evidencias muy importantes de que la LH actda directamente sobre
las células de Leydig surgieron de la identikicacidn de receptores espe-
cificos para LH y gonadotrofina coriénica humana (hCG) en las membra-
nas de las células de Leydig (18) y de la observacién que la LH/hCG es-

* timula la biosintesis de T en células de Leydig aisladas (18, 19).

El receptor de LH/hCG ha sido estudiado usando preparaciones de
membranas (19-22) y componentes de membranas solubilizadas (2, 23).
La hormona luteinizante o la hCG se une a receptores de membrana
de células de Leydig in vitro y estimula la actividad de la adenil ciclasa
ast como tambien la produccién de T (24).

Un sitio receptor comin para LH y hCG estd presente en las células



de Leydig. La unién de LH o hCG radioactiva estd confinada a las célu-
las intersticiales, ya que no ha sido demostrado que exista una unién
especifica de estas hormonas a los elementos tubulares. La constante
de equilibrio de asociacién es Ka= 2-6 x 101'0 M_1 a 0° C. La unidn de
LH y hCG a los receptores de las células de Leydig se ha demostrado
que es temperatura dependiente. La unién ocurre rdpidamente a 37° C
y es dependiente de la concentracién relativa de la hormona y de los
sitios receptores (22). Luego de la centrifugacién por gradiente de sa-
carosa de fragmentos de células intersticiales se detecta que los recep
tores de LH y hCG estdn asociados a membx"anas vesiculares (25).

Uno de los hechos que prueban que la localizacién de receptores a
LH es la membrana plasmdtica es la habilidad que posee la LH acopla-
da a Sepharosa para activar la esteroidogénesis testicular in vitro (22,
26).

Existe una correlacién entre la unién a hCG, el incremento de la
'produ ccién de AMP ciclico y la esteroidogénesis. La unién de hCG a
la membrana de las células de Leydig es acompafiada por estimulacién
de la sintesis de testosterona. Sin embargo, los niveles méximos de
produccidén de T son alcanzados cuando sélo una pequefia porcién (menos
del 1%) del total de sitios de unién estdn ocupados (18, 24, 27, 28). La
estimulacién de AMP ciclico no es detectable hasta que la produccién de

T llega al médximo estimulabl_e (18, 28). Esta observacién determina al-



gunas incégnitas acerca de la relacidn entre el receptor y el AMP cicli-
co en la accién de LH o hCG sobre las células de Leydig.

Bahl y col. (1974) y Moyle y col. (1976) demostraron que los deri-
vados de hCG que fueron tratados con glicosida;sas inhiben la unién de
hCG-I 1252 10s receptores de células de Leydig y son potentes inhibido-
res de la adenilciclasa estimulada por hCG (19, 28).

En presencia de un exceso de andlogos tratados con glicosidasas
la estimulacién de AMP ciclico fué completamente suprimida, mientras
que la respuesta esteroidogénica se mantuvo mdxima. Asfi, habria dos
tipos de sitios receptores para hCG en la membrana plasmdtica, uno que
promueve la esteroidogénesis y otro la produ;:cién de AMP ciclico. Elimi-
nando algunos de los grupos de carbohidratos.de la hCG no se disminuird
su afinidad por los sitios receptores que estimulan la esteroidogénesis pe-
ro si se afectaria la unién a los sitios que inducen formacién de AMP cicli-
co. Esto sugiere que habria o un '""pool'" separada de AMP ciclico o quiz4s
otro mediador para la esteroidogénesis (19, 28).

Datos similares han sido provistos por Charreau y col. (1974) (23)
y por Mendelson y col. (1975) (27). Parecerfa que la mayoria de los recep-
toees de hCG en las células de Leydig estdn acoplados a la adenilatociclasa
de la membrana plasmdtica. Sin embargo, la ausencia de incrementos en la
actividad de la adenilatociclasa, durante la estimulacién de la sintesis de T

con bajos niveles de LH o hCG, ha hecho pen-



sar en la posibilidad de que otras respuestas asociadas a la membrana
puedan operar durante la fase lnicial de la esteroidogénesis inducida
por gonadotrofinas en las células de Leydig. Ademds, la observacidén
de un periodo de "'lag' que ocurre entre la unién de LH o hCG al recep
tor y la estimulacién de la sintesis de T (18, 19), sugiere que algunos
eventos metab6licos pueden ocurrir antes que se observen los fendme-
nos esteroidogénicos.

La sintesis de T inducida por LH parece depender de la sintesis
concomitante de proteihas y ARN (18). Esta accién de LH difiere de la
accién de otras trofinas como la ACTH en glédndulas suprarrenales.
En estas gldndulas, se postula que la produccién de esteroides es me-
diada por eventos citoplasmdticos que requieren de la sintesis protei-
ca, resultante de la traduccién de moléculas de ARN mensajeros ya

presentes (30),

I -b) Hormona foliculo estimulante (FSH)

Algunos investigadores han encontrado un efecto de FSH sobre la
secrecién de T en el testiculo (31, 32). Como las células de Leydig son
las responsables de la secrecién de T, la funcién de éstas podria estar
afectada por FSH.

Los estudio; de Johnson y Ewing (1971) demostraron que la FSH au-

menta la secrecién de T en testiculo de rata perfundido luego de la esti-



mulacién con LH (33). El hecho de que la FSH estimula la secrecién de T
en presencia de concentraciones saturantes de LH sugiecre que estas hor-
monas gonadotrdficas actuan en sitios diferentes o por distintos mecanis-
mos (32). Que la FSH aumenta el efecto de LH también ha sido sugerido
con respecto a la estimulacién del citocromo P-450 (34) y la 5&reductasa
(35) en células intersticiales de testiculos de rata,

Mientras que Bhalla y Reichert (1974) (36) encontraron una unién es-
pecifica de FSH a membranas de células de Leydig, €sto no pudo ser de-
mostrado por Means y Huckins (1974) (37).

Sin embargo, incubando testiculos decapsulados Dufau y col. (1972)
no encontraron accién sinérgica entre FSH y LH sobre la produccién de T.
(38). Es posible que estos datos contradictorios puedan ser debidos a me-
todologifas diferentes, especies distintas o que la respuesta de las células

de Leydig a la FSH esté limitada a un periodo determinado del desarrollo.

I -c)]Andrégenos
La posibilidad que las células de Leydig, fuente primaria de T, pue-
da ser una célula receptora para su propio producto, es intrigante.
Estudios redentes han demostrado la presencia de receptores andro-
génicos en células intersticiales de testiculos de ratas hipofisectomizadas. .
Stumpf, Sar y col. (39, 40) han provisto datos autorradiogrdficos quemues-

tra acumulacién nuclear de T y dihidrotestosterona (DHT) en células extra_




tubulares, incluyendo las células de Leydig.
La localizacién de andrégenos en nucleos de células intersticiales es

inhibida por inyecciones previas de T no radioactiva o el antiandrégeno,

acetato de ciproterona (39, 40). Receptores intracelulares especificos pa-
ra T y DHT, fueron también evidenciados en células extratubulares utili-
zando técnicas bioquimicas. Wilson y Smith (1975) (41) compararon los re
ceptores androgénicos presentes en tibulos seminiferos aislados y en el
tejido intersticial remanente (que contenia tambi€n una cantidad conside-
rable de elementos tubulares). Cuando limpiaron cuidadosamente la pre-
paracién tubular no observaron un incremento de la actividad especifica
de receptores androgénicos en tdbulos purificados compardndolos con la
de tejido remanente (tejido intersticial mds tdbulos). Si los receptores
androgénicos estuviesen localizados dentro de los tibulos seminiferos, la
preparacién tubular altamente purificada deberia contener mas receptores
por rg. de proteina citosdlica que el tejido remanente. Sin embargo se
ha encontrado que el tejido intersticial remanente contiene por lo menos
el mismo contenido de receptores androgénicos (41)

Estudios sobre biosintesis de andrégenos, morfologia de las células
de Leydig, asi como receptores androgénicos (los cuales son claramente

diferente de los de estrégenos) sugieren que los andrégenos podria direc-

tamente afectar la funcidn de la célula de Leydig.



A pesar de que la LH es el principal estimulo de las células de Leydig:
androgenos, estrégenos, FSH y prolactina podrian tener un rol comple-
mentario importante en la regulacidén de la diferenciacién y funcién de
estas células. Aunque mucho se ha avanzado sobre la regulacién hormo-
nal de la biosintesis de andrégenos en las células de Leydig y consideran
do que la T debe ser admitida como el principal estimulo para los proce-
sos espermatogénicos, la regulacidn de la biosintesis de andrégenos en
células de Leydig es un aspecto muy importante en el estudio del control

hormonal de la reproduccién.

II - TUBULOS SEMINIFEROS

II -a)Células de Sertoli. Hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH, asi como otras hormonas proteicaé se conoce que produce su
efecto a través de la interacciébn con sitios especificos de union, loca-
lizados sobre la membrana plasmdtica de las células receptoras (42).
,Numerosas evidencias indican que las hormonas proteicas no entran en sus
células receptoras y que la unién de la hormona a la superficie receptora
es suficiente para activar los mecanismos intracelulares, los cuales even-
tualmente producen una respuesta biol6gica especifica.

Receptores especificos para FSH han sido identificados en testiculos
(36, 43-45).

Ensayos de radioligado para FSH han sido usados para cuantificar si-



tios de unién a FSH durante el desarrollo, luego de hipofisectomia y duran_
te diferentes tratamientos hormonales (46, 47).

Un sistema adenilatociclasa funcionando supuestamente como una sub-
unidad catalitica del receptor de FSH (48;, ha sido descripto en tejido tes-
ticular (49, 50) y parece estar localizado dentro de los tubulos seminife-
ros. Mds adn se ha demostrado que la FSH estimula la sintesis de ARN
y proteihas en el testiculo (51-54).

A pesar de que los efectos bioquimicos de la FSH sobre el testiculo
fueron establecidos tempranamente, es relativamente reciente el descu-
brimiento de la localizacién de las células receptoras sensibles a FSH.

En 1965 Murphy propuso que una inyeccién de FSH aumenta la actividad
secretoria celular y sugiere que este efecto podria ser usado como un
ensayo biol6gico de 1la FSH sobre el testiculo (55, 56).

Subsecuentemente, estudios de Manccini y col. mostraron evidencias

de que la FSH conjugada con sustancias electrodensas, tales como ferri-
_tina o isotiocianato, interactuaba con las células de Sertoli y/o esperma
togonias (57, 58). Todas estas observaciones son compatibles con la idea
de que las células de Sertoli son células receptoras en el macho, para

la hormona foliculo estimulante.

La importancia de estos estudios fue disminuida sin embargo, por
desventajas inherentes a las técnicas utilizadas. Por ejemplo las hormo-

nas inyectadas fueron solo preparaciones parcialmente purificadas y sus

- 10 -




contaminantes pueden haber caysado localizaciones no especificas.

Las hormonas fueron marcadas directamente por colorantes fluores
centes o con ferritina (peso molecular alrededor de 6. 000. 000) usando
un proceso de conjugacién que causa mds de1'50% de pérdida de la activi_
dad bioldégica en la preparacién de FSH. En suma impedimentos estéri-
cos pueden tener interferencia con el transporte y la unién normal a las
células receptoras dentro del testiculo. Finalmente dosis extremadamen-
te altas fueron inyectadas con el objeto de observar una localizacién cla-
ra de FSH en el testiculo, lo que admite dudas sobre la especificidad de
los resultados.

La posibilidad de utilizar tecnicas de marcacién para glicoprotei-
nas usando tritio o radioiodo (59, 60): poaib-ilitaron importantes estu-
dios sobre la identificacién de las células testiculares receptoras de
FSH.

Midglei y col. (1972) realizaron estudios autoradiogrdficos luego
‘de aplicaciones tépicas de FSH - 1125 a secciones conjeladas no fijadas.
Estos autores confirmaron que la FSH se localiza dentro de los tdbulos
seminiferos, aunque la localizaddn subcelular no fue establecida (61).

Algunas lfneas de investigacidgn durante los dltimos tres afios han
establecido que las células de Sertoli son células receptoras para FSH.
Un importante descubrimiento fue la localizacién y caracterizacién de

una proteina transportadora de andrégenos (ABP) la cual es producida

- 11 -



por las células de Sertoliysecretah al fluido testicular (62). ABP desa-
parece tanto del testiculo como del epididimo luego de la hipofisecto-
mia y reaparece luego del tratamiento con gonadotrofinas pituitarias
(63-67). En ratas inmaduras, la concentracitn de ABP en cabeza de
epididimo disminuye a niveles indetectables a los cinco dias de la hi-
pofisectomia, mientras que en ratas maduras se observa una menor
declinacién. (62,66). Dentro de las venticuatro horas despues de la
inyeccién de FSH en rata hipofisectomizadas maduras, la acumulacién
de ABP pudo ser medida en testiculo y cabeza de epididimo. Los ni-

veles en el epididimo alcanzaron un ''plateau'' entre los dos y cuatro

dias, y tratamientos mds intensos no dan un aumento proporcional

del contenido de ABP (66). Cuando las ratas hipofisectormizadas son
inyectadas con diferentes dosis de FSH, la concentracién de ABP en
cabeza de epididimo es dependiente de la dosis. La sensibilidad de
esta respuesta de ABP es comparable al ensayo de aumento de peso
.ovdrico (ensayo Steelman-Pohley) (66). La respuesta de las células
de Sertoli a la administracién de FSH es especifica cuando es me-
dida por la cantidad de ABP en el epididimo. Otras hormonas pitui-
tarias, andrégenos (2 mg. /3 dias) o estrégenos (5 mg. /3 dias) no
producen efecto cuando son administradas durante el mismo tiempo
(62, 63, 66). Cuando se mide lahabilidad de las diferentes prepara-

ciones de FSH para inducir la secrecién de ABP, se observa que la
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preparacién de mayor potencia es tambien la m4s potente en el ensayo
de Steelman-Pohley (HHG-Bl), m4s atdn, las diferentes preparaciones
de FSH mostraron la misma potencia relativa en los dos sistemas. Es-
tos hechos proveen més eviden cias de que la FSH es la hormona que es.-
timula las células de Sertoli para la produccién de ABP,

Estudios de Means y Tindall (1975) (42) utilizando testiculos enrique
cidos en células de Sertoli obtenidos por irradiacién prenatal con rayos X
han demostrado convincentemente que la administracién de FSH produce
una respuesta estimulatoria temprana de la produccién de ABP.

El recambio de ABP en el testiculo es muy rédpido y horas despues de
la inyeccién de FSH, la concentracién de ABP en el testiculo vuelve a los
valores controles. En cambio en el epididimo se ha medido ABP uno a
tres dias después de la administracién de la. hormona y siempre se 12 en
cuentra por 1o menos doce horas después de la dltima inyeccién. El efec-
to rdpido de FSH sobre ABP testicular (52) refleja probablemente su sin-
‘tesis y degradacién en las células de Sertoli, mientras que la cantidad
medida en epididimo luego de un largo periodo de estirmulacién es resul-
tado de su sintesis y secrecién.

Todos est 03 estudios sobre el efecto de FSH en células de Sertoli
sugiere que estas células son receptoras para FSH. Recientes experi-
mentos usando cultivos de células de Sertoli confirman esta conclusién.

Algunos efectos de FSH en cultivos de células de Sertoli incluyen incor-
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poracién de timidina-H> a ADN puclear (68), cambios morfolégicos ca-
racteristicos (69) y estimulacidén de la conversién de T a 178 estradiol
(70). Algunos laboratorios han mostrado que la FSH estimula la forma-
cién de AMP ciclico en cultivo de células de éertoli aisladas (71-73).
M4s atin, Means y Huckins (1974) (37) demostraron unién especifica de
FSH-H3 a receptores de membrana de tdbulos seminiferos desprovis-
tos de células germinales y una subsecuente estimulacién de la forma-
ci6én de AMP cficlico, proteiha kinasa y formacién de RNA mensajero,
Finalmente, la FSH estimula la produccién de ABP in vitro, en cultivo
de 6rganos (74) y cultivo de células (72).

Todos estos estudios sugieren que las células de Sertoli son las
principales células receptoras para FSH en _testi"culo. Es menos cla-
ro, sin embargo, si existen sitiog receptores adicionales en otras cé
lulas del testiculo, si todos los efectos testiculares producidos por
FSH pueden ser medidos por la respuesta de la célula de Sertoli y si
la regulacién de la sintesis y/o secrecién de ABP estd mediada unica
mente por FSH .

En cuanto a la funcién de ABP es conocido que los andrégenos sinte
tizados en las células de Leydig son secretados al fluido intersticial, los
cuales entran al tdibulo seminifero y son transportados por el fluido del
ducto eferente al epididimo; la otra alternativa es el pasaje de andrége-

nos a capilares sanguineos y linfdticos. La forma en que los andrégenos
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son retenidos en los tibulos seminiferos y en el epididimo, depende de
la presencia de ABP en dicho compartimento. Parece que la unién a
ABP causa acumulacién androgénica dentro de los tdbulos seminiferos
y aumenta la concentracién de andrégenos diéponibles en el epitelio ger

minal,

Células de Sertoli. Andrégenos., Receptores

Las células de Sertoli parecen ser receptoras no sélo para FSH sino
también para andrégenos (62, 65, 66, 74). La sensibilidad de las células
de Sertoli a FSH, medida por la produccidn de ABP, disminuye brusca-
mente luego de la hipofisectomia, pero puede ser mantenida pa pretra-
tamiento con altas dosis de propionato de testosterona (65). Cuando las
ratas inmaduras hipofisectomizadas son tra'tadas con dos mg. de testos-
terona diariamente, comenzando el tratamiento un dias después de la hi-
pofisectomia, la sensibilidad de las células de Sertoli a FSH se incremen

ta si se la compara con los animales comenzados a ser tratados dos dias

"después de la hipofisectomia.(65). Asf, en animales prepuberales, los

andrégenos influencian dramdticamente la sensibilidad de las células de
Sertoli a FSH . La funcifn secretora de las células de Sertoli durante es
te periodo de tiempo es dependiente de FSH y andrégenos,

El hecho de que los andrdégenos sean capaces de mantener la produc-
cién de ABP estd relacionado con 1a observaciones tempranas de que los

andrégenos son capaces de mantener la espermatogénesis. Lo que sugie-
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re que si.el tratamiento con androgencs mantiene la espermatogénesis
también mantendria la funcién de las células de Sertoli.

Otros aportes sobre la accién de la T sobre las células de Sertoli
han sido recientemente demostrados por Meal.ns y col. (1975) (42) y Ko-
kite y col. (1976) (76). Estos autores observaron que la inyeccién de 1
mg. de T produce un rdpido incremento.del contenido testicular de ABP,
con un médximo a las dos horas, Este efecto de la T es inhibido por ciclo-
heximida y evidencias preliminares sugieren que la actinomiocina D pro-
duce el mismo efecto (77). Asf, parece que la estimulacién de ABP re-
quiere procesos transcripcionales y post-transcripcionales.

A pesar que estos estudios ''in vivo'" seffalan a las células de Serto-
li como células receptoras para andrégenos, queda la posibilidad de que
la hormona inyectada ''in vivo' ejerza su efecto indirectamente a traves
de estos 6rganos. Ritzen y col. (19, 74, 75) han demostrado que la sin-
tesis de ABP en cultivo de testifculo puede ser estimulada por T, lo que
‘probari’a que esta hormona actdya directamente sobre el testiculo estimu
lando la produccién de ABP ,

Otra indicacién de que los andrdégenos actian directamente sobre las
células de Sertoli proviene de la demostracién de la existencia de recep-
tores androgénicos en esta® células (40, 41). Los receptores androgénicos
en testiculo tienen propiedades similares a los de receptores en préstata

ventral y epididimo y diferentes de la proteina transportadora de andrégenos.
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M4ds adn, Wilson y col. (1976) (78) han demostrado que estos receptores
androgénicos tienen idénticas propiedades de unién "in vitro'' . En dichos
érganos los reccptores son especificos para T y DHT teniendo a ésta dl-

tima mayor afinidad de unién.

II - c)Metabolismo de andrégenos.

En cuanto al metabolismo de andrégenos en tibulos seminiferos, ya fue
citado que la T puede atravezar la barrera testicular sanguinea y presu
miblemente entrar a los tdbulos a traves de las células de Sertoli (79).
Es también posible que los prerursores de T producidos en las células
de Leydig sean transportados a los tdbulos y convertidos a T y sus de-
rivados reducidos, ya que se ha encontrado que los tdbulos seminiferos
pueden convertir pregnenolona a T '"'in vitro (80).

El epitelio germinal de ratas maduras estd en un continuo proceso
de diferenciacidn y proliferacién celular desde espermatogonias a esper-
.matozoides. Adn no estd totalmente aclarado cuales pasos de la esperma-
togénesis estdn controlados por andrégenos. Sin embargo se ha postulado
que los andrégenos actdan sobre la formacién de la espermatogonia tipo
A y también durante la divisién meidtica (1).

El metabolismo de esteroides en tdbulos estd bién documentado. Si
bien el tdbulo contiene el equipo enzim4tico necesario para la sintesis de
T a partir de progesterona y pregnenolona, Cooke y col. (82) demostra-

ron que muy poca progesterona es producida en el tdbulo utilizando pre-

- 17 -



cursores endégenos. Como la T es necesaria para completar la esperma-
togénesis, esta provendria de las células de Leydig. La principal activi-
dad enzimdtica de los tdbulos parece ser la 5ok reduccién de la T, dando
DHT y dioles 5k reducidos en distintas proporciones, dependiendo de la
edad del animal (83).

Rivarola y col. (84) hallaron incrementada la actividad de la 50\ reduc-
tasa y de la 3K oxidoreductasa al tiempo de la primera divisién meiética
(testiculo inmaduro, 20 dias de vida de la rata) lo que produce una acu-
mulacién de 3A diol en dicha etapa. En cambio en tdbulos con esperma-
togénesis completa (testiculo maduro, 45 dias de vida en adelante) el an-
drégeno reducido predominante es la DHT, 1.0 que indica un predominio
de la actividad de la 5df reductasa en esta etapa. Drosdowsky y col. no en
cuentran transformacién de T a DHT ni a dioles en estudios hechos en es_
permatocitos y espermdétidas aislados. En estas células solo detectan con
versién a androstenodiona. Esto estaria en contradiccién con los hallaz-
gos de Dorrington y Fritz (86) que encuentran actividad de 54 reductasa
en espermatocitos de rata, pero no en espermdtidas.

Por otro lado en tdbulos enriquecidos con células de Sertoli por tra-
tamiento prenatal con Busulphano, droga que inhibe el desarrollo de cé-
lulas germinales, encuentran transformacién "in vitro? del precursor
de progesterona a 17 hidroxi-progesterona, 20 dihidro-progesterona,

androstenodiona y testosterona. Incubando estos tdbulos con TC 14 encuen
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tran conversién a los productaas reducidos DHT y dioles. Con lo cual se
podria deducir que el sitio de metabolizacién de la T a compuestos re-
ducidos enlos tdbulos seminiferos estaria principalmente confinado a las

ceglulas de Sertoli.

II - d) Células Germinales. Andrégenos.

La dependencia de androgenos de la espermatogénesis refleja la necesi-
dad de andr6genos de las células germinales. Sin embargo, la intima re
lacién entre las células de Sertoli y las germinales proveen dificultades
para determinar si los efectos hormonales sobre las células germinales
estin mediados a traves de las celulas de Sertoli o por accién directa so
bre las células germinales.

Sélo evidencias indirectas indican que las células germinales contienen
receptores de andrégenos. Estudios autorradiogrdficos (40) sugieren mar
cacién de algunos tipos celulares dentro del epitelio germinal, Estos es-
tudios fueron, sin embargo, hechos en ratas inmaduras hipofisectomiza-
.das, donde sélo células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos
estdn presentes en el epitelio germinal.

El contenido de receptores androgénicos en testiculos de ratas norma
les hipofisectomizadas se comparé con el de ratas hipofisectomizadas de

la misma edad en las cuales las células germinales fueron selectivamen-

te destruidas por irradiacién prenatal con rayos X (41). La concentracién
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de receptores en testiculos exentos de células germinales (calculado
por mg. de proteina) fue similar al de controles no irradiados, los cua
les contienen células germinales. Calculando sobre la base de testiculo
total, hubo una considerable pérdida de receptores concomitante con la
perdida de células germinales (espermatogonias y espermatocitos). Sin
embargo la posibilidad de que la irradiacién prenatal pueda reducir el
ndmero de receptores en células de Sertoli no debe ser excluida.

Otras evidencias con respecto a la presencia de receptores andro-
génicos en células germinales han sido presentadas por Sanborn y col,
(1975) (87). Luego de la separacidén de diferentes tipos de células tes-
ticulares se us6 un ensayo de intercambio para demostrar la unidn nu
clear especifica de T y DHT. Sin embargo no se demostré un aumento
de los sitios nucleares especificos luego de‘incubar las células con T,
y las caracteristi cas del componente nuclear de unién no han sido adn
determinadas.

De manera que la hip6tesis de que los andrégenos actdian directa-
mente sobre las células germinales adn debe ser confirmada. Parece
mas razonable suponer que la mayoria de los efectos hormonales so-
bre la espermatogénesis esté mediada a traves de las células de Ser-

toli, cuya funcién estd regulada por FSH y andrdgenos.
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ORGANOS SEXUALES ACCESORIOS

III - RECEPTORES DE ANDROGENOS

Las hormonas androgénicas son transporfadas por la sangre primaria-
mente unidas a una proteina: la globulina transportadora de hormonas sexua
les (SHBG) la cual también es capaz de transportar estrégenos. Pequeiias
cantidades de andrégenos circulan unidas a albUmina, glucoproteinas y a la
glabulina transportadora de corticoides(CBG) (88). Asi, s6lo una pequefia frac
cién (1 - 2%) del total de andrégenos plasmiticos se mantiene libre o no unido a
proteina. Esta unién a proteinas previene la posible metabolizacién de los
esteroides plasméticos.

Los andrégenos son capaces de entrar a 1& células receptoras para ini-
dar una accién biolégica especifica. Los estudios hechos sobre mecanismos
moleculares de accién de andrégenos han demostrado que los tejidos sensi-
bles a estas hormonas, contienen macromoléculas androfilicas, las cuales
no estarian presentes en tejidos no receptores.

'Aparentemente la accién de andrégenos estd mediada por la interaccién
de la hormona con estasmacromoléculas, las cuales han sido denominadas re
ceptores. Los receptores androgénicos en varios tejidos receptores mues-
tran ciertas propiedades caracteristicas que incluyen una alta afinidad y una
baja capacidad de unién para andrégenos biolégicamente activos. As{i los

receptores estdn presentes en los tejidos ''blancos' de andrégenos tales
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como gldndula prostdtica (89), vesicula seminal, testfculo (62) y epididimo
(90), pero también en otros tejidos como hipdfisis y cerebro (91, 92), mds-
culo elevador anal (93), piel (94), gldndula prepucial (95) y rifion (96).

En el compartimento extranuclear de la célula, mds especificamente en
el citosol (fraccib6n citoplasmiética soluble), estas macromoléculas interac-
tdan con los andrégenos (T o DHT) para formar el complejo receptor-hormo-
na, el cual es posteriormente traslocado al nucleo dqnde se une a sitios es-
pecificos de la cromatina, donde puede iniciar el proceso transcripcional (97).
Los sitios especificos de unién para el complejo receptor-hormona sobre la
cromatina se denominan sitios aceptores nucleares (98, 99).

El receptor androgénico es de naturaleza préteica, pero tiene propieda-
des distintas de la proteina transportadora de andrégenos (A BP) secretada
por las células de Sertoli. El receptor es sensibie al calor dependiendo de
grupos SH para mantener su actividad de unién. Por el contrario ABP es re-
sistente al calor y no depende de grupos SH (62). ABP tiene un peso melecular
menor y la velocidad de disociacién de la hormona unida es muy r4pida (T 1/2
0°C: 6 min. ), mientras que la disociacién del complejo receptor - hormona
es muy baja (T 1/2 a 0°C: mayor de 2 dias) (62).

La mayorfa de los estudios sobre unién especifica de andrégenos ha si-
do hecha en gldndulas accesorias sexuales, siendo la préstata ventral de ra
ta el tejido mds estudiado.

De estos trabajos surge que el metabolismo de la T dentro de las células
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\
receptoras de andrégenos, forma parte abligatoria e integral del mecanismo

de acci6én de los andrégenos. Este metabolismo corresponde a la conversién

de T a DHT que ocurre catalizado por la enzima 5 A reductasa, dependiente

de NADPH. Liao y Fang (100) han demas trado que. la DHT es mé4s potente co-
mo andrégeno que la T en la mayoria de los tejidos estudiados.

La importancia critica de la unién selectiva de esteroides androgénicos
en gldndulas sexuales accesorias dependientes de andrégenos fwe primero
demostrado por Wilson y Loeb (1965) (101), en sus trabajos sobre metabo-
lismo de T tritiada en gldndula uropigial. Mediante estos estudios se ob-
servé que mé4s del 90% de la T estaba unida a la eucromatina, fraccién con-
siderada como el sitio mds importante de si’ntesi.s de ARN en la cromatina,
Actualmente en la mayoria de los laboratorios la préstata ventral de ratas
castradas adultas es la fuente de tejido dependiente de andr6genos de mas
f4cil acceso, y un gran nimero de estudios sobre receptores se hicieron

en dicha gldndula.

Unién a 5ADHT

Jensen y col. (1968) (102) demostraron que la unién de 17 3 estradiol
en ltero de rata se realiza en dos pasos: primero, la unién del estradiol
al receptor proteico citoplasmético, y segundo, la entrada del complejo
receptor-estradiol al ndicleo. Mds recientemente se ha agregado otro pa
80, que es el pasaje termodependiente del complejo receptor citoplasmd-

tico 8 S a 5 S antes de producirse la traslocacién al nicleo, y poste-
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riormente ocurre la unién a la cromatina,

Conclusiones similares han sido posteriormente obtenidas para el me-
canismo de unién de DHT en células receptoras de préstata.

La demostracién mds grdfica de que los andrégenoa Se unen a un re-
ceptor citoplasmdtico antes de su entrada al nicleo, fue dada por los es-
tudios de Main waring y Peterken (98); quienes determinaron en prdstata
la distribucién intracelular de la radioactividad a varios tiempos después
de la inyeccién de una dnica dosis de T tritiada. A tiempos muy cortos
una pequefia proporcién de radioactividad estd asociada a microsomas pe
ro un 80% se localiza en el sobrenadante de 105.000 g. A los 15 min. de
la inyecci6n de T tritiada, la radioactividad en e1' sobrenadante comienza
a disminuir yla del nicleo a aumentar y luego de los 30 min., los ndcleos
cuentan con précticamente toda la radioactividad de la préstata.

El modo de interaccién entre este complejo nuclear: receptor-hormo-
na y la cromatina, y el mecanismo por el cual a consecuencia de la forma-
cién ‘del complejo ternario se produce una respuests biolégica especifica,

adn no estd totalmente aclarado.
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DIABETES Y FUNCION TESTICULAR

IV - ALTERACIONES REPRODUCTIVAS

La diabetes se define como una anormalidad del metabolismo creado
por insuficiencia de la actividad insulinica de las células beta del pdncreas.

En diabetes la homeostasis de la glucosa sanguinea estd permanentemen
te alterada. En casos no tratados la elevacién anormal de la glucosa sangui-
nea es un fenémeno corriente. Esta enfermedad altera diversas dreas del
organismo; una de ellas es la relacionada con la reproduccién. En la es-
pecie humana la diabetes se acompafia de graves trastornos sexuales y re
productivos (103, 104). El tratamiento con insulina y otros recursos tera-
péuticos solo las corrige parcialmente. En lo que respecta a sus mecanis-
mos de produccién es poco y mal con ocido y por lo tanto se impone una
amplia reviasién del problema.

En el hombre ha sido sefialado repetidamente la alta frecuencia de la
impotencia sexual. Segin las documentadas estadisticas de Rubin (105) y
Babott (106) afecta del 25% al 75% de los pacientes, aumentando la propor
cién con la edad de los mismos. También se han observado lesiones testi
culares (107-110) tales como: atrofia, desaparicién de la linea germinal,
engrosamiento de la membrana basal en los tdbulos (111), y esclerosis
del vaso deferente (111).

En el semen se ha descripto disminucién del nimero de espermatozoi
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des (108)'y de su contenido en fructosa (112). En la orina baja el contenido
de 17 cetoesteroides (109, 110, 113.116) y el de andrégenos (114). EIl nivel
de T en la sangre es normal para algunos autores (117, 118) y disminuido
para otros (119).

. La mujer diabética era excepcional que tuviera un hijo vivo antes de
la era insulthica. Adn hoy su embarazo y parto estin erizados de dificulta-
des: aborto, muerte fetal, toxemia, etc.

La amenorrea y la atrofia del ovario son comunes. Se han descripto
también trastornos endécrinos caracterizados por el alto nivel de gonado-
trofinas en la sangre y orina y el de glucocorticoides en la sangre (120, 121).

En los animales de experimentacidén también se observan alteraciones
en la esfera sexual. En la rata macho con diabetes aloxdnica Soulairac (116)
ha descripto atrofia testicular con desaparicién de la linea germinal de los
tibulos en los que restan solamente las células de Sertoli, Interpreta estos
resultados por la posible disminucién de la sintesis y/o secrecién de la hor
mona folfculo estimulante. Hechos similares han sido observados en otras
especies: perro, gato, criceto, gallo. La insulina es capaz de reparar par-
cialmente estos trastornos (107, 108, 115, 116, 122-124). La inyeccién de
aloxano en la rata antes de la pubertad retarda su aparicién (124, 125).

En ratas hembras diabéticas por aloxano ha sido descripta menor fer-
tilidad, facilidad de abortar y presencia de lesiones morfolégicas en la

hipéfisis anterior, en ovario y en dtero. La insulina corregiria parcialmen-
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te estas alteraciones (126-129).

En la rata macho pancreatopriva la causa de la fertilidad disminuida
parece depender de la falta de inseminaci6n en la hembra por trastornos
en la conducta sexual masculina (130) imputandose éstas consecuencias a
un trastorno en la produccién y/o secrecién de T.

Todos estos desdrdenes reproductivos podrian ser consecuencia de
un estado hipogonadotréfico-hipogonadal’, el cual se desarrollaria duran_

te el curso de esta enfermedad metabélica.

V - PATOLOGIA TESTICULAR

Los estudios realizados en ratas diabéticas muestranuna serie de le-
siones testiculares. Al microscopio 6ptico se observan cambios degene-
rativos, de grado variable, del epitelio germinal, sin modificaciones del
intersticio o la membrana basal (131),

El grado de lesi6n varia entre la desorganizacién del epitelio germi-
nal con detencién de la espermatogénisis, hastala ausencia total de ese
epit;alio con persistencia ocasional de células de Sertoli colapsadas. La
intensidad de la lesién varia de un tdbulo a otro y se la ha clasificado en:
ligera, moderada, grave, segﬁﬁ la gravedad y cantidad de tdbulos afecta
dos. Existe una relacién directa entre la gravedad de las lesiones y el
nivel de la glucemia: no las hay en prediabetes; mientras con glucemias
de 120-200 mg. de glucosa por ciento, las tienen.

Sobre la base de determinaciones histométricas en tejido testicular
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de ratas diabéticas por aloxano Schofling y col. (1967) (132) definen los cam
bios en el testiculo como una retardacién general del preceso espermatogé-
nico con interrupcién parcial de la eppermatogénesis entre espermatocitos
y espermdtidas, con descamacién de la membrana basal, e integridad del
tejido intersticial.

V - a) Biosintesis de testosterona por testiculo

En estudios "in vitro" de la transformacién de progesterona Cl4 a
testoa terona por homogenados de testiculo se observ6 conversiones
andlogas en los tejidos de animales normales y prediabéticos. Sin
embargo en animales con glucemia en ayuno por encima de 120 mg.
de glucosa por ciento se reduce progresiv.amente la produccién de T

(133, 134).

VI - ATROFIA DE LOS ORGANOS SEXUALES ACCESORIOS

La préstata, gldndula coagulante y vesiculas seminales se atrofian du-
rante la fase hiperglucémica de la diabetes por pancreatectomia parcial
(135).

La T es responsable del crecimiento y matenimiento de 1los tejidos se-
x.uales accesorios. Esta hormona es capaz de restaurar los 6rganos sexuales
accesorios en regresién de los animales castrados. Sufrin y col. (1974) (136)
demuestran en animales diabéticos castrados, que para restaurar los érga-

nos sexuales secundarios es necesario administrar testosterona e insulina,
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ya que la T sola produce Unicaments una normalizacidn parcial de los te-
jidog afectados. 1os pardmetros estudiados por estos autores fueron el
peso himedo de préstata ventral y vesicula seminal, el contenido total
de ADN, ARN, proteinas y la sintesis de ADN medida por incorporacién
de timidina-H> ep estos érganos.

Lostroh y col. han estudiado la relacién entre T y insulina sobre la
préstata ventral de roedores en cultivo de 6rganos (137, 138). Estos au-
tores han demostrado que en préstata en regresién, la adicién de T sola
en el medio de cultivo, sélo tiene un pequeiio efecto anabélico. En cam-
bio si ademds de T se agrega insulina al medio, se observa una pronun-
ciada estimulacién de la capacidad metabdlica prostdtica.

Angervall y col. (1967) (139) investigarcala accién "in vivo' de la
T sobre los 6rganos accesorios sexuales de ratas tratadas con aloxano,
observando una respuesta disminuida a la T. Estes autores obtienen sus
concusiones basandose en el peso himedo de los 6rganos pero no admi-
nistraron insulina para revertir los efectos atribuidos a una deficiencia
de esta hormona,

Olsanen y col. (1975) (140) realizaron estudios de captacibn y re-.
tencién de TH? a nivel de 6rganos receptores periféricos de andrégenos
en ratas diabéticas por estreptozotocina. Una marcada disminucién en
la captacién de TH3 fe observada en animales castrados diabéticos, y

este fenémeno fue revertido parcialmente por tratamiento con insulina.
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En tejidos tales como el muscular, (menos dependientes de andr6genos para
el mantenimiento de su estructura y funcidén) no se observan diferencias en
la captacib6n de esteroides. Estos mismos autores dividen los tejidos recep-
tores androgénicos en dos grupos sobre la base de su sensibilidad a los
disturbios en la captacién de TH3 calusati-a por la diabetes: a) tejidos en los
cuales la diabetes causa una clara disminucién en la captacién de TH3 : la
préstata, gldndula prepucial y epididimo; b) los tejidos tales como vesicula
seminal y gldndulas coagulatorias, donde la diabetes no causa una importan
te disminuci6n de la captacién o retencién de TH3. Teniendo como hipétesis
que la conversién de DHT es un prerrequisito para .la accién de T, Oksanen
y col. (140) realizaron estudios "in vitro' del métabolismo de la T en prds-
tata ventral. En los animales diabéticos castrados encuentran disminuida
la transformacién a DHT, pero inalterada la pro;iuccidn de diolesy andros
tenodiona. El hecho de que la formacién de 3 A diol permanezca inalterado
en ratas diabéticas, lo atribuyen a la pequefia cantidad relativa de este me-
tabolito, 1o que hace que pequefios cambi 0s no sean detectados.

En cuanto a las posibles causas por las cuales en la diabetes se pro-
ducen alteraciones en el funcionamiento de los 6rganos sexuales accesorios,
se postularia que a nivel celular, la insulina podria interactuar conla T
en distintos caminos. E]l concepto bdsico de accién androgénica incluye
la entrada de T en las celulas receptoras, seguido por el rdpido metabo-

lismo de la hormona, la unién del metabolito reducido al receptor proteico
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citoplasmidtico y el transporte del complejo receptor-hormona al nicleo de
las células receptoras, donde se une especificamente a la cromatina. Como
resultado de la estimulacién del metabolismo celular se produce un aumento
de la sintesis de ADN, ARN, y protefnas. La T igual que otras hormonas es_
teroideas, se estima que pasa a traves de la membrana celular por un proce-
so de difusién pasiva (141-143). La insulina podria facilitar el transporte de
T del fluido extracelular al citoplasma por cambio de la permeabilidad de la
membrana celular. Otras hormonas proteicas, como la prolactina incremen-
tan la unién de andrégenos a préstata ''in vivo'' (144).

Los cambios en las gldndulas accesorias sexuales de ratas diabéticas
no se pueden explicar, Unicamente por disturbio.s en el metaboliamo de an-
drégenos. Otros estados atréficos, asi como la deprivacién de andrégenos
durante un largo tiempo, disminuye la cantidad de receptor proteico andro
génico en préstata ventral (145). Para entender mejor este problema debe-
rian realizarse experiencias sobre el estado de los receptores androgénicos

en 6rganos sexuales accesorios de ratas diabéticas.

VI - EJE HIPOTALAMO HIPOFISARIO

Es sugestivo que en la rata macho diabética aparezcan en el hipotdla-
mo anterior modificaciones en el consumo de oxigeno y también enla pro-
duccién de acido l4ctico, andlogas aunque menos marcadas a las observa-

das después de la castracién en normales.
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Si bien los conocimientos actuales conducen a pensar qua la relacién en-
tre la hiperglucemia y los niveles bajos de T seria la causa de origen de la
infertilidad masculina en la rata, no existen pruebas directas que expliquen
como se efectda.

Una posibilidad seria que la hiperglucemia afecta directamente al testi-
culo disminuyendo la produccién de T. Otra que bloquee la accibn de las hor-
monas sobre los efectores modificando ya sea los sitios de reconocimiento o
discriminador, como asi también los fenéd menos de transduccién o amplifica-
cién de las seflales hormonales.

En la rata diabética se ha postulado que los disturbios en la funcién re-
productora son en parte debidos a las alteraciones en la secrecién o produc-
cién de gonadotrofinas hipofisarias (133).

Niveles bajos de gonadotrofinas fueron demostrados ocho dias después
de la induccién de la diabetes por aloxano (147). En ratas diabéticas de vein
tiun dias (por estreptozotocina y aloxano), los valores séricos de LH tienden
a estlzar disminuidos, en tanto que los valores hipofisarios aumentados. En
estos mismos experimentos los niveles séricos de FSH estdn inalterados
mientras que los hipo fisarios aumentados (148). Estos resultados indica-
rfan que habria una falla en los mecanismos de secrecién de LH, los cua-
les no estarian alterados con respecto a FSH, cuyos valores séricos se
mantienen normales.

En la rata pancreatopriva los valores basales de ambas hormonas pa-
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recen nodiferir de los correspondientes controles normales (149). Es proba-
ble entonces que algunos de los factares moleculares involucrados en los me_
canismos de accién de gonadotrofinag, se encuentren alterados en la diabe-

tes experimental.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La diabetes experimental podria alterar alguno de los siguientes mecanismos

moleculares:

a) Las hormonas folfculo estimulante y luteinizante inician sus efectos al unir
se especificamente a los sitios de reconocimiento de los tdbulos seminife-
ros y células de Leydig respectivamente.

b) Los fen6menos de produccién de T se ven mediados por la unién de LH a
sitios receptores.

c) La T producida por estimulacién de LH es transportada al epididimo por
una proteina transportadora de andrégenos (ABP) dependiente de FSH.

d) En los tdbulos seminiferos se produce metabolizacién de T a sus deriva_
dos reducidos 5o DHT y dioles,

e) La T se une en los 6rganos sexuales accesorios a sus receptores celula-
res especificos , y como resultado de dicha interaccién se produce un e-

fecto biolégico especifico.
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Objetivos generales y especificos de la presente investigacién

Los objetivos generales de esta tesis consisten en verificar las hipé6te-
sis de trabajo y se proponen los siguientes ob}etivos especificos:

A) Estudiar la union de gonadotrofinas marcadas (hormona luteinizante o go
nadotrofina coriénica) conservando su actividad biolégica a preparados
subcelulares de testiculos o a células de Leydig aisladas de ratas diabé-
ticas y controles. \
A-1) Las formas moleculares de los sitios receptores, serdn caracteri-

zadas mediante solubilizacién y andlisis en gradientes de ultracen-
trifugacién,

B) Determinacién en incubaciones con testiculos decapsulados y células de
Leydig aisladas, de las concentraciones de T.en los medios de incuba-
cién en condiciones basales y con estimulacién con LH o hCG.

C) Medicién de las concentraciones séricas y testiculares de T en ratas dia
béticas y controles.

D) Estudio del metaboliamo de andrégenos en tibulos seminiferos con par-
ticular atencién a la formacidén de los derivados 5 & reducidos de 1la T.

E) Determinaci6n de la concentracién de ABP en preparaciones citoplasmid
ticas de epididimo en ratas diabéticas y controles.

F) Estudios de receptores celulares a DHT en préstata de animales diabé-

ticos y controles.
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G) Determinacién de la influencia de la insulina sobre estos pardmetros.
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REACTIVOS

La gonadotrofina coriénica humana (10, 000 UI/mg.) fue gentilmen-
te donada por el Dr. E. Paseron (Laboratorio End6crino, Buenos Aires).

La testosterona 1, 2, 6, 7, H3 (88 Ci/mmol) y la dihidrotestosterona
1,2,4,5,6,7 H3 (125 Ci/mmol) fueron obt enidas de New England Nuclear
Corporation.

Se utilizé silica gel: MN-Silica Gel G-HR de Macherey, Nagel & Co.

Los solventes metanol, cloroformo y acetato de etilo (Mallinckrodt
grado analitico) se utilizaron sin posterior purificaci6n y el eter etilico
(Rhodia Argentina S. A.) fue usado inmediatamer;te después de la apertura
del recipiente.

La Sepharosa 6 B, Agarosa, Dextran T-"70 y Blue Dextran, se adqui-
ri6 en Pharmacia Fine Chemicals, y la concanavalina A de Calbiochem y
el Carbén Norit - A Neutro de Lab. Amend Drug an Chemical Co. N. Y,

Para los geles de poliacrilamida se utilizaron Acrilamida p. A; 4 x
Krist de Serva Feinbiochemica Heidelberg, la bisacrilamida y el Temed

de Bio. Red Laboratories Richmond Calif.
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METODOS

Obtencién de 1los animales diabéticon

En todos los casos se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (Rattus

norvergicus albi nus, variedad Wistar).

Las condiciones del bioterio fueron las siguientes: la temperatura se
mantuvo constante a 25° C, con periodos de luz de 12 hs, y 12 hs, de os-
curidad. Los animales recibieron dieta balanceada y agua ''ad libitum''.

La diabetes se produjo en base a dos modelos experimentales:

a) - Inyeccién de estreptozotocina

Se utilizaron ratas de 60-70 dias de edad cuyo peso oacilaba entre 150-
200 gr.. Se las dividi6 en tres grupos:
Grupo I: Controles (C.S.).
Se les administr6 por via endovenosa el vehiculo correspondien
te. Los animales se sacrificaron 30 dias después de la inyeccién.
Grupo Il:Inyectados con estreptozotocina (D.S.).
Se les aplic6 una dnica inyecci6n de estreptozotocina por la vena
caudal (65 mg. por Kg. de peso). Esta fue preparada en una con-
centracién de 32 mg. por ml. en solucibn salina acidificada con
unas gotas de dcido citrico 0,025 M hasta ajustar el pH a 4, 5.

Trea dias después de la inyeccién de estreptozotocina se midié
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diariamente la glucosa en sangre por medio de tiras reac-
tivas Destrotix o por el método de la glucosa oxidasa (150)
y en orina utilizando tiras reactivas Diastix,

El criterio utilizado para determinar el estado diabético se
estableci6 por la aparicién de los siguientes pardmetros:
Hiperglucemia: en los diabéticos los valores de glucosa os-
cilaron entre 300-39 mg. /100 ml. de sangre. Los valores
de los controles fueron de 90 mg. /100 ml.

Glucosuria: En los diabéticos los valores de glucosa fueron

mayores a 10 gr. /100 ml. de orina. En los controles hubo

menos de 0,2 gr. /100 ml. de orina.

Poliuria: el volumen urinario oscilé entre 80-100 ml. /24 hs.
En tanto que los valores de los controles no exeden de 15 ml./
24 hs.

También se observé: polidipsia, inhibicién del crecinﬁento,
hipertrofia visceral y atrofia cutanea.

Los animales se utilizaron a los 30 dias de la inyeccién de
estreptozotocina.

Grupo III: (D.S.I.).

En estas ratas la diabetes se produjo por el método utilizado

para el grupo IL

A los 15 dias de la inyecci 6n de estreptozotocina se inicié un
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tratamiento con insulina, Se administr6 0,5 U.I. por rata

en forma subcutdnea diariamente 15 dias., Con esta dosis

se detectd una relativa normalizacién de la glucemia, En
algunos casos hubo ﬁipoglucemia. "También se observé un au
mento del peso corporal, disminucién de la poliuria y poli-
dipsia, y regresion de la hipertrofia visceral y de la atrofia
cutanea.

Finalizado el tratamiento con insulina los animales se sacri-

ficaron y se realizaron los experimentos pertinentes.

b) - Pancreatectomia parcial

Se utilizaron ratas de 30 dias de edad, cuyo'peso oscilaba entre 70-80 gr.

Se las dividié en dos grupos:

Grupo IV: Controles (C.P.).

‘Grupo V:

Estas ratas fueron falsamente operadas para ser utilizadas co-
mo controles.

Diabéticos por pancreatectomia parcial (D.P,).

Se extirp6 el 95% de la masa pancredtica total. La mortalidad
fue escasa (10%) y los animales sobrevivieron en buen estado
general.

Los animales diabéticos por este método presentan un curso
evolutivo particular (135), observdndose tres etapas sucesi-

vas denominadas: prediabetes, diabetes incipientes y diabetes
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confirmada.

La diabetes franca fue observada tardiamente, debido a que
la cepa Wistar es resistente a la pancreatectomia, y esta e-
tapa apareci6 reciéna los 11 ﬁ‘xesgs de realizada la operacién.
Los experimentos fueron hechos en la etapa de diabetes con-
firmada con una edad promedio de 12 meses. En esta etapa
se determiné hiperglucemia y glucosuria por medio de las

tiras reactivas ya descriptas.

Aislamiento de células de Leydig por tratamiento con colagenasa

Se decapsulan los testiculos, los cuales se suspenden en Medio 199 (6
testiculos en 6 ml. de Medio), conteniendo 0,250 mg. /ml. de Colagenasa
Worthingthon. Se incuba a2 37° C durante 20 min. en un Dubnoff metabélico
bajo atmésfera de carbégeno (O, : 95%, CO3: 5%) con agitaci6n constante.
Terminada la incubacién se lleva a 50 ml. con Medio 199, se agita 3 min.,
se deja decantar otros 3 min.. En el precipitado quedan los tibulos semini-
feros y en el sobrenadante las células de Leydig, éste se filtra por Nitex
(malla de poro 50). Los tidbulos se lavan con otros 50 ml. de Medio 199 y
se repite la operacidén anterior. El filtrado se centrifiga 10 min, a 700 g, y
el precipitado se resuspende en Medio 199 (6 ml, / testfculo).

Con el objeto de ontar las células, 50ul de esta preparacién se tifieron
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con 100 ul de azul de metileno al 0,2%. Se dejé 10 min. y se agregé 350 ul
de Medio 199, Las células se contarpn en una cdmara cuenta glébulos. En
estas condiciones se obtuvieron preparaciones de.alrededor de 7,000. 000

de células por ml..

Incubaciones con testiculos intactos y células de Leydig aisladas,

Los testiculos intactos fueron obt enidos inmediatamente después de
sacrificar los animales por decapitacién, Cada testiculo se decapsulé e
incubé en un volumen total de 2 ml. de buffer Krebs Ringer bicarbonato,
conteniendo glucosa (1 mg. /ml.) y suplementado con distintas concentra-
ciones de hCG.

En las incubaciones con células de Leydig aisladas por tratamiento
con colagenasa, aproximadamente 10, 000. 000 de estas células fireron
incubadas en dos ml. de Medio 199, metil isobutilxantina (MIX: concen-
tracién final 0, 1 mM) y distintas concentraciones de hCG.

En ambos casos las incubaciones fueron realizadas a 34°C en un agitador
metabdlico a 150 rpm bajo una atmdafera de 95% de O, y 5% de CO2, Los
periodos de incubacidén fueron de 4 hs. para testiculos intactos y 2 hgpara
células de Leydig. Terminadas las incubaciones se centrifugé el medio de
incubacion a 700 g durante 15 min. y se midi6 en el sobrenadante la T pro-

ducida, por radioinmunoensayo.
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Radioinmunoensayo

El dosaje de T se realizé mediante la utilizacién de un suero anti-tes-
tosterona obtenido por inmunizacién de conejc;s a intervalos de dos semanas
con un conjugado de testosterona-albimina sérica bovina (BSA), preparado
por acoplamiento de la carboximetiloxima de la T a BSA. El sucro anti-tes-
tosterona utilizado en el presente estudio posee una constante de afinidad del
6rden de 10 10 -1 y liga 50% de la T- H3 de referencia (20,000 dpm) uti-
lizdndolo a una dilucién final de 1:2. 500,

El rango de utilizacib6n es de 25 a 800 pg de T en un volumen final de 0, 5
ml.. Previa incubacién durante 16 hs. a 4°C, la-hormona libre es separada
por el agregado de 0,2 ml. de una suspensién de carbén-dextrano (0, 25-0, 025%
en buffer de ensayo (Buffer B): POy Naz H.7 H,0 0,04 M, PO4H, Na. H0
0,03 M, Acida sédica 0,015 M, Cl Na 0,15 M, Edta 10 mM, gelatina 1%.' pH
7.

La radioactividad se midié en un contador de centelleo liquido Packard

Tri Carb (modelo 3. 320).
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Determinacién de la concentracidn de testosterona sérica tisular, y del

_ medio de incubacién

Testosterona sérica

Se pipetearon alicuotas de 200 ul de suero en tubos cénicos de centrifu-
ga. A cada alfcuota se le agreg6 15.00.0 cpm de TH3 para determinar las pér
didas. Se extrajo con 3 ml, de eter etilico redestilado, luego de 30 seg. de
agitacién. Este paso se repitié dos veces.

Los extractos etereos fueron transferidos a tubos de 12 x 75 mm, y se-
cados bajo atmésfera de nitrogeno. Los extracto.s se disolvieron en 2 ml.
de n hexano-tolueno (4:1) y fueron purificados por cromatografia en columnas
de celite (0,5 x 13 cm.) usando propilenglicol como fase estacionaria.

La elucibn fue hecha paso por paso, con un flujo de 20 gotas por min.
bajo presién de nitrégeno. La primera fraccién de 2 ml. de n hexano-tolue-
no (4:1) fue descartada. Un volumen de 15 ml. de hexano.-tolueno (3:1) e-
luye. DHT. La tercera fraccién conteniendo T fue elu.i"da con 15 ml. de hexano-
tolueno (1:1), Los androstanodioles fueron eluidos con 5 ml, de hexano-tolue-
no (2:3) y 10 ml. de hexano- tolueno (3:7),

Usualmente la recuperacidén fue del 60% para la extraccibn y purificacién

de T.
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Testosterona tisular

Para la determinaci6n de T tisuylar se decapsularon los testiculos y se
homogenizaron en 3 ml. de ClNa 0, 15 M, conteniendo 5% de etanol. La ex-
traccion se realizé con 10 ml. de acetato de etilo (2 veces) y la purificacién
por el método arriba descripto, previo agregado de 8. 000 dpm de TH3,

Tanto en esta determinaci6n como en la de T sérica el residuo seco de
la hormona purificada se redisuelve en 500 ul de buffer de ensayo (Buffer B)
y se toman las alfcuotas correspondientes para evaluar pérdidas y para me-

dir T por radioipnmunoensayo.

Testosterona del medio de incubacién

Los medios de incubacién se centrifugaron a 1,500 g durante 10 min.,
los sobrenadantes fueron analizados inmediatamente o congelados a -15°C

para su posterior anélisis como ya se describié.

Incubacién de tdbulos seminiferos con T y DHT. Identificacién de los produc-

tos obtenidos

Los tdbulos seminiferos fueron aislados de los testi'culos por el proce-
dimiento de Christensen y Mason (151),
Los tdbulos seminiferos (300 mg. de tejido himedo) fueron incubados

a 32°C durante 30 0 60 min.en 2 ml, de buffer Krebs Ringer fosfato a pH
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7,4 en una atmésfera de 95% de O2 y 5% de CO2 . Cada incubacidn cont.e-

nia el correspondiente precursor radioactivo: 4 x 10° dpm de TH3 o 4x

10°

dpm de DHT H3, Como blanco de incubacic'Sn se utiliz6 tejido desnatu-
ralizado por el calor (100°C).

Las reacciones fueron detenidas con 5 ml, de acetato de etilo. A cada
incubacién se le agregé los siguientes esteroides de referencia: TC14, DHT
Cl4 4 dioles Cl4; con el objeto de calcular las posibles pérdidas ocurridas
durante los pasos de extracci6n y purificacién. Luego de lasincubaciones, te_
jido y medio se homogenizaron y se extrajeron los esteroides con acetato
de etilo. Los extractos fueron evaporados y los residuos secos se retomaron
con cloroformo-metanol (1:1) y se cromatografiaron en placa delgada de sili-
ca-gel usando el sistema cloroformo-eter etilico (4:1),

Los cromatogramas fueron divididos en tres 'ére;as: las dreas menos po-
lares(l y 2) conteniendo DHT y T respectivamente fueron separadas de las
placas, eluidas en columnas de vidrio con cloroformo-metanol (1:1), seca-
das y contadas. El d4rea 3 conteniendo una mezcla de los dioles, fue eluida
y cromatografiada en papel Watmann N°3 en el sistema hexano-metanol-agua
(10:9:1). Por medio de este sistema fueron separados el 5k androstano-3 &,
173 diol y el 5« androstano-343, 178 diol.

La pureza radioquimica de los esteroides aislados se determiné por
recristalizacién a actividad especifica constante.

La radioactividad en las placas y en el papel se midié utilizando un ra-

diocromatdégrafo Scanner Packard-(modelo 7.201).
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Caracterizacién y cuantificacién de ABP

Para la identificacién y cuantificacién de ABP se ha utilizado el método
de electroforesis en gel de poliacrilamida en estado estacionario (152). Es-
te método combina los beneficios de alta resolucién del gel de electroforesis
con las ventajas de las condiciones del estado estacionario.

El estado estacionario es alcanzado cuando el ritmo de asociacién igua-
la al de disociacién. Esta condicion es utilizada en el cldsico equilibrio de
didlisis y en la técnica de equilibrio en gel de Sephadex (152). En los siste-
mas convencionales cromatograficos o electroforéticos el estado estaciona-
rio no es usualmente utilizado.

En la mayoria de estos métodos el extracto crudo con los componentes
de unién, el suero o el citosol es saturado con ei ligando radioactivo antes
de su separaci6én. La cantidad de ligando unido recobrado es altamente depen
diente del tiempo de elucién cromatogréfica o longitud de corrida electrofo-
rética, la constante de equilibrio de disociacién (Kd) y el valor de disociacioh
(k_1). Cuando la velocidad de disociacidén es baja comparada con el tiempo
requerido para separar el esteroide unido del libre, el nimero de sitios de
unién puede ser acertadamente calculado midiendo la cantidad de ligando
radioactivo unido.

Sin embargo si la velocidad de disociacién del ligando a la proteiha es

alta como en el caso de ABP (T 1/2 a 0°C: 6 min.) (154) es erroneo cuanti-
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ficar esta protefna por un método que na incluya el estado de equilibrio.

En electroforesis en gel de poliacrilamida al estado estacionario, el
equilibrio entre la asociacién y la dtsOCiacidn' es 'alcanzado cuando la concen-
tracién de esteroide radioactivo libre es igual en el frente que detrds del pi-
co radioactivo unido a la proteina.

Una de las condiciones para utilizar este método es que no se observe
unién significativa o adsorcién de los esteroides a la matriz del gel, lo cual
ha sido demostrado

Al estado estacionario se aplica la ley de accién de masas:

Kd (Sb): (BPu) x (Su),donde:

Kd: constante de equilibrio de disociacién
Sb: esteroide unido

Su: esteroide libre

Sustituyendo BP - Sb por BPu (Protefna ligadora unida)

total
(BPgotal): (Sb) (Kd/(Su) + 1)

Sb es obtenida de la radioactividad medida en el pico luego de restar el
'"background' del esteroide libre (o sea el nivel de readioactividad frente y
detrds del pico).

Como Sb y BP, .. estan idénticamente distribuidas dentro de igual volu-
men, la cantidad total en moles puede ser sustituida por concentraciones mo-

lares:

Pootal ! Sb (Kd/(Su) +1)
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De modo que mediante esta ecuacién y asumiendo un sitio de unién por
molécula de proteina se puede calcular la cantidad de ABP presente en el
gel.

El procedimiento seguido para llevar a cabo este método fue el siguien.-
te: los animales fueron sacrificados por decapitacién e inniediatamente los
epididimos fueron extraidos, sus cabezas separadas y homogenizadas en 10
volumenes de buffer Tris 50 mM (pH: 7, 4) conteniendo 1,5 mM de EDTA,
0,5 mM de 2-mercaptoetanol y 10% de glicerol.

El homogenato fue centrifugado a 105.000 x g durante 60 min. y el so-
brenadante fue incubado con agitacién constante con carbén (1 mg. /mg. de
psoteina) durante toda la noche para remover los esteroides endégenos, lue
go de la incubacién se separd el carbén por centrifugacién.

Todas las operaciones fueron hechas entre d°y 4°C.

Las proteinas fueron medidas en cada muestra por el método de Lowry
y col. (155) usando albGmina sérica bovina como referencia.

.La DHT H> es disuekaen la solucién de acrilamida antes de su polimeri_
zacién a una concentracién 2n M. La DHT H3 se distribuye uniformemente
en estos geles de poliacrilamida al 6,5% y permanece estacionaria en el cam-
po electroforético hasta su unién con la protetha que se moviliza a traves del
gel. Cada uno de estos geles (poro fino) miden 5 x 50 mm y el catalizador
que se usé fue persulfato de amonio (0, 1%p/v), la polimerizacién se realizé

toda la noche a 4°C . Sobre este gel se prepara un gel de poro grueso (stacking
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gel) que mide 5 x 15 mm.. Este copsta de una solucién de acrilamida al 3%,
rivoflavina 0, 5% p/v y DHT H3 15 nM. La polimerizacién se llevé a cabo
bajo luz blanca durante 2 hs. a4° C,

En cada gel se sembré 0,2 ml. de citosol (aproximadamente 300 mg. de
proteina). La electroforesis se realiz6 a 0°C durante 7 hs. a 2 mA por tubo
hasta un mé&ximo de 150 V. Los geles se sumergieron totalmente en el buffer
de corrida (Tris-glicina pH: 8, 6),en la cdmara electrédica superior se agre-
garon unas gotas de azul de bromofenol como indicador de frente de corrida.

La protefna se marca con la DHT H3 al pasar por el gel de poro grueso
y se mantiene en estado de equilibrio estacionario en toda su corrida.

Terminada la ele ctroforesis los geles fuero.n cortados en ldminas de 2mm.
de espesor y llevados a viales de conteo de polietileno (5 x 1,2 cm.), se les
agregé 3 ml, de tolueno centelleante y se los conté 12 a 14 horas m4s tarde.
Con este método el 98% de las redioactividad fue extraida por el tolueno, En

estas condiciones ABP presenta un Rf de 0, 4.

Preparacién de Sepharosa-Concanavalina A

La concanavalina A fue unida a sepharosa (156, 157) de la siguiente ma-
nera: 50 gr. de sepharosa 6 B lavada y suspendida en 40 ml. de agua destila
da se activd por el agregado de 50 ml. de una solucibn al 16% (p/v) de agua

de bromuro de cianégeno recientemente preparada, mezclando continuamen-
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te con la ayuda de un agitador magnética y manteniendo el pH en 11 median
te la adicién de una solucién de OHNa 4M. La reaccién,que aproximadamen
te llevé 2 20°C unos 10 a 12 min. se considerd terminada cuando no se re-
quiri6 adiciones ulteriores de dlcali para mantenér el pH. En estas circuns
tancias se consumieron unos 6 a 8 ml. de OHNa. Inmediatamente la suspen
8i6n conteniendo la sepharosa activada se filtré por Buchner y lavé con 100
ml. de agua destilada y 100 ml. de una soluci6n 0,1 M de bicarbonato de so
dio. Luego de ello, el sdélido, se agregd a una solucién de 500 mg. de conca
navalina A disuelta en 40 ml. de CINa 1 M, completdndose la mezcla en 40
ml. de CO3HNa 1 M. Dicha mezcla se dej6 entonces agitando durante la no
che a 4°C y luego de ello la preparacién se lav6 por filtracidn a través de
un embudo de vidrio poroso con dos litros de CO; HNa 0, 1 M.

La eficiencia del acoplamiento fue determina'.da por comparacién de la
absorcién a 280 nm de la solucidn original de concanavalina A con la corres
pondiente a los lfquidos de filtrado y lavados obtenidos después de produci-
do el acoplamiento.

El rendimiento en las condiciones mencionadas fue de un 95 a un 100%.
Las preparaciones de sepharosa-concanavalina A fueron mantenidas en
PBS a 4°C. El éxito de la actividad, depende casi exclusivamente de la ca

lidad del bromuro de cianégeno.

. 50 -



' Obtencién de hormonas radiactivas

Para la mayoria de los estudios se utilizé como ligado, hCG marcada
con 1125 de una actividad especifica correspondiente a un §tomo de iodo por
molécula. Una serie de pruebas comparativas han demostrado que 1a hCG
iodada presenta mayor afinidad por los receptores testiculares que prepa-
raciones similares de LH humano u ovino, como asi también mayor estabi
lidad.

Para preparaciones 6ptimas de la hormona marcada,10-20 ug de hCG
(10-12.000 U.I./mg) fueron marcadas con 1 mC de 1125 por una modifica-
cién del método de la cloramina T que a continuacidn se detalla.

Todos los reactivos fueron agregados a tubos de vidrdode 10 x 75 mm
mantenidos en hielo, de acuerdo a la siguiente proporcidn:

1) hCG (10. 000-12.000 U.I./mg) 1 mg/ml - 25 ul.

2) Buffer fosfato 0,5 M pH 7, 4-65 ul.

3) 1126 jipre de portador en OHNa 0, 1 N-20 ul, 2 mC,
4) Cloramina T recién preparada, 1 mg/ml. -25ul.

Después de agitar vigorosamente durante 20 seg., la mezcla de iodina-
cién fue transferida a una columna de celulosa o .de . sepharosa-concana-
valina A para purificacién de la hormona marcada.

Ambos métodos suministran hormona marcada de propiedades acepta-

bles para estudios de '"binding', aunque el proceso de cromatografia de a-
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finidad utilizando sepharosa-concanavalina A, suministré preparaciones

de capacidad de unidén significativamente mayor.

Purificacién por cromatografia en sepharosa-concanavalina A.

La afinidad de los restos carbohidratados de las hormonas glucopro-
teicas por concanavalina A fue aplicada para la purificacién de las gonado
trofinas marcadas.

Mediante este método, dichas hormonas son especificamente adsorbi
das a sepharosa-concanavalina A y luego elui’dasgon soluciones de &X metil-
glucésido o X metilmanésido. La selectividad de este procedimiento por..
la porcién de hidratos de carbono de la molécula marcada, contrasta enor
memente con el método de absorcién en celulosa, donde el componente pro
teico es el que desempefia el papel principal.

Para la purificacién de 1125 hCG, la mezcla de iodinacién fue transfe-
rida'a una columna de sepharosa-concanavalina A (5 x 140 mm). El yodo
libre y la hormona dafiada fueron eluidos con 12 ml. de PBS conteniendo
1 mg/ ml de gamma globulina bovina, luego de ello, la hormona marcada
fue eluida con la misma eolucién conteniendo 0,2 M metilglucésido.

La hormona preparada por combinacién de los dos procedimientos
posee la mayor captacién especifica, suministrando al mismo tiempo los

mejores blancos, Las propiedades fisicas de la 1125_hCG obtenida por
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estos métodos, no difieren de la hormopa no marcada por los criterios
utilizados (filtracién por gel, electroforesis en gel de poliacrilamida, elec-
trofocus).

La concentracién de hormona en las preparaciones radiactivas, se de-
terminé mediante radioinmunoensayo (158). Es de hacer notar que marca
ciones de hCG por el método de.la lactoperoxidasa (159) produjeron prepa
rados similares a los obtenidos con cloramina T aunque no mostraron ven
tajas en su realizacidn.

Estudios recientes, han mostrado que los residuos de tirosina marca-
dos con I125 en radioiodaciones de hormonas gonadotréficas humana y ovi-
na (160) se encuentran localizados exclusivamente en las subunidades « de
estas hormonas, mientras que los correspondientes a la subunida.d/3 per-
manecen sin marcar. Esto sugeriria que dichos 'grupos estan presumible-
mente enmascarados por encontrarse en la regién de unién de ambas sub-
unidades.

.Se ha demostrado también que estas hormonas mantienen su comple-
ta actividad biolégica a juzgar por los ensayos de aumento de peso de la
préstata ventral y la disminucién del contenido de 4cido ascérbico ovdri-
co (161, '162) y la produccién de T por testiculos aislados (163).

La actividad especifica usual de la 1125 wca empleada en estos estu-

dios fue de 60-100 dpm por ng o aproximadamente 50 uCi/ug.
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Purificacién por columnas de celuloga

Se prepard una pequeiia columna de celulosa en polvo Whatmann CF 60
comprimiendo suavemente hasta la marca indicada de 2 ml. en una jeringa
descartable de pldstico de 6 ml. El émbolo se utiliz6 para la compresién.
Una vez transferida la mezcla de reaccién sobre la celulosa seca, la colum-
na es lavada cuatro veces con alicuotas de 4 ml. de PBS y a continuacién la
hormona radiactiva se eluyé con alfcuotas de 4 ml. de una solucién al 2%

de gamma globulina o albimina sérica bovina en PBS.

'YX R4
LX) M

El método es rdpido y simple y la mayoria de la hormona yodada se e- ‘.

Y L]
luye en las primeras dos fracciones. seestt

Componentes del ensayo de unién de la hCG a la fraccién particulada :

La interaccidén entre las gonadotrofinas y sus receptores se estudié fun
dam.entalmente sobre la base de la inhibicién especifica de la unién de 1125
hCG a componentes particulados de células intersticiales de testiculos de
rata adulta, en presencia de LH o. hCG no radiactivas. Testiculos de ra-
tas fueron decapsulados y cardados cuidadosamente en '""buffer' Dulbecco pH
7,4 (PBS) en la relacién 3 ml/testfculo. Mediante este procedimiento se ha

demostrado que fragmentos de células intersticiales de alta afinidad de u-

nién para las hormonas LH y hCG (20, 21) son liberados al medio.
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Una posterior liberacién de particulas pudo obtenerse por agitacién
de la masa de tdbulos dispersos por 5-10 min. con un agitador magnéti-
co. Después de la filtracidén a través de algodén, la suspensién fue cen-
trifugada a 120 g por 20 min. para eliminar células intactas y restos
de tejido. La fraccién sobrenadante fue centrifugada a 1.500 g durante
15 min. a 4°C y el precipitado obtenido diluido con PBS en la proporcién
de 5 ml. /testiculo utilizado.

En los casos en que se procedié a la solubilizacién del receptor, el
sobrenadante de 120 g fue centrifugado a 27. 000 g durante 20 min. y a
continuacién se procedié como se describir4.

Para los ensayos de unién a la fraccién particulada, alfcuotas de 0,5
ml, de la suspensién de ''receptores'’ fueron incubadas durante 16 hs,a,
24°C con 0,5 ml. (200-400.000) cpm Ilzs-hCG y hormonas de referencia
(0,1 ml. ) en un volumen final de 1, 1 ml, Al dia. siguiente se agregé 3 ml,
de PBS frio y todos los tubos se centrifugaron a 15,000 g durante 10 min.
Los precipitados fueron resuspendidos en 4 ml del mismo '"buffer'" y cen
trifugados nuevamente. Después de aspirar los sobrenadantes, los tubos
se contaron en un contador gamma. Todas las hormonas ensayadas fueron

dilutdas en PBS conteniendo 1 mg/ml. de gamma globulina bovina.
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Solubilizacién de particulas testiculares

Los precipitados de 27.000 g obtenidos como se detall6 anteriormente
fueron suspendidos en soluciones al 1% de Tritén 'X-IOO, en PBS, durante
30 min. a 4°C, Después de diluir las muestras a 10 veces conPBS, la solu-
cién se centrifugé a 27,000 g durante 10 min. para remover particulas no
solubilizadas. El tratamiento de la fraccién particulada correspondiente a
10 testiculos con 0,5 ml. de Tritén X-100 al 1% extrae la mayoria de los
lugares de unién formando una solucién cuya concentracién en proteinas es
de 4 mg/ml. Estos receptores permanecieron en solucién adn después de
centrifugar las muestras a 366. 000 g por 3 horas.

En algunos experimeontos, las particulas testiculares fueron preincu-

badas con 1125

-hCG para marcar los sitios receptores antes de proceder
a la extraccién con detergentes. En estos casos, 40mg. de particulares in

terstic iales fueron incubados a 4°C por 16 hs. con 600.000 cpm (20 ng) de
125°

I"""-hCG. Al final de la incubacién se procedié a lavar exhaustivamente
las particulas con PBS frio, mediante sucesivas centrifugaciones y resus-
pensiones, a fin de eliminar el exceso de hormona marcada.

En estas condiciones entre 40-60 % de la hormona fue captada por la
fraccién particulada y permanecié adn unido a ella al cabo de varios dias

de almacenamiento entre 0 y 4°C. Por otra parte, los complejos hormona-

receptor extraidos de estas particulas demostraron ser méds estables que
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el receptor soluble extraido de particulas testiculares que no fueron previa-

mente marcadas con hCG. .

Centrifugacién en gradientes

Los gradientes de ultracentrifugacién en sacarosa 5-20% (P/V) con-
teniendo 0, 1% del detergente (Tritén X-100), fueron realizados en una ultra-
centrifuga Beckmann modelo L2-65 B, empleando un rotor SW 56. Dichos
gradientes fueron preparados con una bomba peristaltica Desaga. Estos se
cargaron en tubos de polialémero de 7/16" de didmetro x 2-3/8",

Los gradientes se estacionaron generalrﬁente a 4°C por 3-4 hs. antes
de ser utilizados. Este procedimianto suministra gradientes extremadamerte
lineales y reproducibles verificados por el métc;do de Martin y Ames (164).

Las muestras de usualmente 0, 4 ml. fueron aplicadas después de a-
gregarles las proteinas marcadoras, generalmente inmunoglobulina G y al-
bdmina de suero bovino (BSA),

Las centrifugaciones se llevaron a cabo a 45, 000 rpm durante 14 hs.
a 4°C y las fracciones fueron colectadas cada 15 seg. por aspiracién a través
de un capilar metédlico conectado a la bommba de succién. El ndimero total de
fracciones fue generalmente de 30, con un volumen individual de 0, 14 ml..

La posicién de los picos proteicos fue determinada mediante la lec-

tura de su densidad optica a 280 nm, por medio de un espectrofotometro
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Beckmann DB-G: y los picos radioactivos fueron localizados contando la

radioactividad presente en cada fraccién en un Contador ¥ Beckmann Mode-

lo 300.

Las protefnas se determinaron por el método de Lowy y col, (155)

usando albimina sérica bovina como referencia
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Determinacién de receptores androgénicos por electroforesis en geles de

poliacrilamida-agarosa.

Se utilizé el método de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE,
3,25% de acrilamida y 0,5% de agarosa), escencialmente como lo describe
Dingman y Peacock (175), con la modificacién de Tindall y col. (176).

Este método es eficiente para evaluar receptores de andrégenos en hi-
potdlamo e hipéfisis y en epididimo y préstata (92). En estos tejidos se demos
tré que el complejo receptor-hormona posee una alta afinidad (Kd: 3, 4 to,7
x 10-10 M) y una velocidad de disociacién baja: t 1/2 a 0° Cmayor de 4 dias.

Un factor importante considerado para la determinacién de receptores
fueron los altos niveles de esteroides endégenos, los cuales, a menudo satu-
ran los tejidos a estudiar. En esta situacidén la mayoria de los receptores
dentro de dichos tejidos estdn ocupados y consecuentemente los sitios de u-
nién disponibles son escasos, Por este motivo es importante disminuir los
niveles de esteroides end6genos y asi permitir que los esteroides radiactivos
se unan a los sitios receptores expuestos. Esato se logra castrando a los a-
nimales 24-48 hs. antes de obtener los tejidos receptores, en este caso la
p_rdsteta. La duracién de la castracién puede ser critica, ya que un periodo
de castracién (de 3-5 dias), hace extremadamente dificil detectar un receptor

’ ] . [ -
marcandolo "in vitro', presumiblemente a consecuencia de cambios degene-

rativos rdpidos en estos tejidos, probablemente causados por un incremento
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de la actividad de enzimas proteoliticas lizosomales.

Con el objeto de minimizar el contenido endégeno de andrégenos para
mantener los sitios receptores para la hormona libres, se procedié a cas-
trar los animales 48 hs. antes de medir los recep;tores. La castracién bi-
lateral fue hecha por medio de una incisién ventral media. A los 2 dias los
animales fueron sacrificados por decapitacién e inmediatamente se extraje-
ron las préstatas, las cuales se homogenizaron en 'buffer' (50 mM Tris-
HCl pH: 7,4, 1,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,25 M sacarosa), en una propor
cién 1:5 p/v. Se utiliz6 un homogenizador de vidriocon émbolo de teflén,
cuidando que la temperatura no subiera de 4°C.

Los homoge.x.aatos fueron centrifugados a 105,000 xg durante 60 min. a 2°C.

Las fracciones citosdélicas fueron incubada.s‘a 4°C con constante agitacién
durante 2 hs. con 3 x 10-8 M de DHT-H’.

Alfcuotas adecuadas del citosol se usaron para dosar proteinas por el
método de Lowy y col. (155), usando albimina de suero bovina como referen -
cia.’

Para la preparacidn de los geles se utilizé una solucién de acrilamida al
3,25% y 10% de glicerol, se calenté a 40°C antes de agregar la agarosa.

La agarosa se disolvié en agua bidestilada (0, 5% p/v) y se calent§ a re-
flujo con agitacién vigorosa hasta su total disolucién, luego se desconectd
el calor y se esperd hasta que bajé la temperatura a 40°C, en este momento

se une a la solucibén de acrilamida y se llenan los geles hasta una altura de
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70 mm en tubos de vidrio de 110 x 7 mm de didmetro. La agarosa solidifica-
da a 20 °C, motivo por el cual es importante controlar la temperatura. Los
geles se dejan a 4°C durante toda la noche para su polimerizacién.

Alfcuotas de 200 ul de citosol fueron sembradas en la superficie del gel
y la electroforesis se desarrollé a 0°C durante 3 hs. a2 2 mA/tubo y aproxi-
madamente 150 V. Los tubos fueron completamente sumergidos en '"buffer"
Tris-glicina pH: 8, 6. En la cdmara electrédica superior se agregé unas
gotas de azul de bromofenol como marcador del frente de la corrida. Su mo-
vilidad fue usada para calcular la movilidad relativa de la proteiha receptora.
En estas condiciones se determiné su Rf: 0,5, lo que concuerda con los da-
tos bibliogréficos. (65)

Terminada la electroforesis los geles fueron cortados en l4minas de
2 mm y la rediactividad se midi6 por el mismo procedimien to detallado para

geles de poliacrilamida al estado estacionario.
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RESULTADOS

DETERMINACIONES Y CARACTERISTICAS GENERALES

Diabeticos por estreptozotocina

Los niveles de glucosa sanguinea aumentaron a las 24 hs. de la in-
yeccién hasta alcanzar valores mdximos a los 12 di'as manteniendose
constante este valor durante los 30 dias de diabetes (tabla 1)

TABLA }: Niveles de glucosa sanguinea. Los niveles de glucosa en san-
gre fueron medidos por el método de la glucosa oxidasa a distintos tiem

pos de_la inyeccign de estreptozotocina. L.os resultados son promedio de
10 animales y se expresan en mg/ 100 ml de sangre t Es.

Tiempo (dias) Glucemia
0 114 + 10

1 404 t 50
.2 460 + 25
4 396 T 26
6 548 t 47
8 437 1 34
10 476 T 34
12 520 t 57
14 510 T 62
30 516 T 4¢
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Los animales en general no aumentaron de peso 0 en algunos casos
hay una disminucién de éste de alrededor del 10%. También se observé
una disminucién del peso testicular y de los 6.rganos sexuales accesorios

(tabla 2).

Diabéticos por pancreatectomia

En este caso el aumento de la glucosa en sangre se observé a los
12 meses de realizada la operacién, debido a que la cepa Wistar es rela-
tivamente resistente a la pancreatectomia. Los valores de glucosa san-
guinea se detallan en la tabla 2. A los 30 dias de realizada esta observa-
rién se hicieron los experimentos en las ratas hiperglucémicas.

En este caso no hubo diferencia significativa entre los controles y
los diabéticos en el peso corporal, asi como tarr;pOco en el peso testicu-

lar y epididimal (tabla 2).

Niveles tisulares y séricos de T en ratas normales y diabéticas

La T se separé de DHT y de los dioles por medio de las columnas
de celite ya descriptas. El grdfico de elucién se muestra en la figura 1.
En animales diabéticos por estreptozotocina y pancreatectomia los
niveles de T sérica y tisular estdn significativamente disminuidos (figu-

ra 2 y tabla 3).
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FIGURA 1: Perfil de elucién de andrdgenos séricos y testiculares.
A cada extracto se le agregé como carriers de referencia: DHT C14, TH3 y
dioles C14, luego se disolvieron en 2 ml de hexano-tolueno (4:1) y se purifi-

caron por cromatografia en columnas de celite usando propilenglicol como
fase estacionaria.

Pico I: DHT eluida con 15 ml de hexano-tolueno 3:1
Pico II: T eluida con 15 ml de hexano-tolueno 1:1

Pico III: androstanodioles eluidos con 5 ml de hexano-tolueno 23 y 10 ml
de hexano-tolueno 3:7.
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FIGURA 2: Niveles de testosterona sérica en ratas diabéticas por estreptozo-
tocina (D.S.), diabéticas por estreptozotocina mds insulina (D.S.I.) y sus
controles (C.S.).

Diabéticos por pancreatectomia (D, P.) y sus controles (C. P.)

Los resultados son valores promedios T error standard de 15 animales por
grupo.
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TABLA 3: Niveles de testosterona testicular

Grupo ng/ gr testfculo ng/ testiculo
C. S. 131 + 10 148 + 12
D.S. 30 + 5 (a) 29 +5
D.S.1. 117 + 7 132 + 8
C.P. 275 + 22 350 + 22
D.P. 142 + 15 (b) 117 + 15

Los resultados son valores promedios
a) - Las diferencias son significativas con respecto a su respectivo control

(p menor a 0,001).

+ error standard (n= 15).

b) - Las diferencias son significativas con respecto a su respectivo control

(p menor a 0,01).

Los cdlculos de T testicular se expresaron en nanogramos por gramo

de testiculo y por testiculo entero debido a que el tamafio testicular difiere

en los animales diabéticos por estreptozotocina respecto a los controles.

En el grupo de animales diabéticos por estreptozotocina a los cuales

se les suministrd terapia sustitutiva con insulina, hubo una recuperacién

parcial de los niveles de T sérica y una recuperacién total de los niveles

testiculares. En este dltimo caso los valores se ven restablecidos tanto

si se expresan los resultados por gramo de testiculo, como por testiculo

entero,
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Eatos datos indicarian que en los diabéticos hay una disminucién de la sih-
tesis y liberacién de T por las células de Leydig. La terapia sustitutiva que
fue aplicada en estos animales, si bien normaliza los niveles de T testicular
solo restablece parcialmente 1os niveles séricos, lo que indicaria que auin en -
estas condiciones no hay una normalizacién total de los mecanismosz de sin-
tesis y/o liberacién de T.

Por otro lado, el peso de los 6rganos sexuales accesorios a través del
curso del experimento estd estrechamente correlacionado con el estado an-
drogénico de los animales (tabla 2).

Los valores de T sérica en los controles de las ratas diabéticas por
estreptozotocina es mayor que en los controles por pancreatectomia (figura
2), esto se debe a la diferencia de edad de estos .controles, lo cual estd co-
rrelacionado con los niveles androgénicos en sangre. En el experimento con
ratas diabéticas por estreptozotocina estas poseen 3 meses de edad y las
pancreatectomizadas 12 meses, esta diferencia provee la variacién de T sé-

rica observada entre estos dos grupos experimentales.
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RESPUESTA TESTICULAR A LA ESTIMULACION CON hCG

Durante la incubacién de los testiculos por 4 hs. con distintas con-
centraciones de hCG se observaron diferencias en la respuesta testicular
entre controles y diabéticos.

El testiculo intacto de animales diabéticos posee menor 'sensibilidad"
a gonadotrofinas exégenas en 10 que respecta a la produccién de T y a su
liberacién al medio de incubacién.

Cuando se mide 1a T en el medio de incubacién de testiculos de ani-
males diabéticos por estreptozotocina (D.S.) se qbserva que una concentra-
cién de 2 miliunidades (mU) de hCG no alcanzaron a estimular la produccién
de T. En cambio en sus respectivos controles (C.S.) esa concentracién de
hCG en el medio de incubacién produce un incremento en la produccién y
liberacién de T de 3 veces el nivel basal (figura 3). En los testiculos de ra-
tas diabéticas por estreptozotocina tratadas con insulina (D.S.I.) se produce
una ‘reversidn parcial de este proceso. En este caso con dos miliunidades
de hCG ya se observa un incremento en la produccién de T, aunque ésta
no alcanza los valores normales, la diferencia es significativa respecto al
valor basal (figura 3).

Una alteracién similar se observsd en las ratas pancreatectomizadas
donde es necesario duplicar la cantidad de hCG en diabéticos para obtener

igual respuesta testicular que en los controles (figura 4).
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FIGURA 3 A: Determinacién de testosterona liberada al medio de incubacidén.
Se utilizaron ratas controles, diabéticas por estreptozotocina y diabéticas
tratadas con insulina. Los testiculos decapsulados fueron incubados en 2 ml
de "buffer'" Krebs Ringer bicarbonato conteniendo glucosa (1 mg/ml), con
las concentraciones indicadas de hCG durante 4 horas a 34°C,
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FIGURA 3 B: Determinacién de testosterona liberada al medio de incubacién
expresada en ngr por gr de tejido testicular. Las condiciones fueron idénti-

cas a las correspondientes a la figura 3 A,
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FIGURA 4: Determinacién de testosterona liberada al medio en incubaciones
con célulgs de Leydig aisladas por tratamiento con colagenasa. Aproximada-
mente 10~ de estas células fueron incubadas en 2 ml de Medio 199, metil iso
butilxantino: MIX (concentracién final 0,1 mM) y distintas concentraciones
de hCG. Se utilizaron ratas diabéticas por pancreatectomia y sus controles.
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NIVELES DE ABP EN CABEZA DE EPIDIDIMO

Diabetes por estreptozotocina

La concentracién de la proteina transportadora de andrégenos (ABP)
fue medida en cabeza de epididimo de animales normales, diabéticos y dia
béticos tratados con insulina., La medicién se llevé a cabo en cabeza de
epididimo, en donde se encuentra la concentracién méxima de ABP, E1ABP
se sintetiza en las células de Sertoli yatravés de la luz de los tdbulos
seminiferos migra hasta el epididimo. En este 6rgano se detecté que el
90% de ABP se encuentra en la cabeza y el resto se localiza en la parte
media y en la cola, donde se observa una crecieﬁte desaparicién antero-
posterior. Por este motivo se determiné la concentracién de ABP en ca-
beza de epididimo.

La medicién se realizé por electroforesis en geles de poliacrilami-
da al estado estacionario (PAGE). Los resultados gréficos de la electro-
foremis se muestran en la figura 5.

La concentracién de ABP expresada como pmoles/mg de protetha
citosdica fue de 2,63 + 0,5 en los animales controles (n=10). A los 30
dias de la administracién de estreptozotocina el contenido de ABP en ca-
beza de epididimo disminuye claramente, Su valor fue de 1,11 + 0,2
(n=10) y la diferencia entre ambos grupos es significativa para un p me-
nor de 0,02, También fue investigadala habilidad de la insulina para res-

taurar la actividad ligadora de andrégenos. La concentracién de ABP fue

- 73 -



DIA?ETICO

CONTROL DIABETICO |
INSULINA
70}
[
50t H

CPM x 10°°

[\ /]

. NN

10

"~

r [

10 15 10 15 10 15

FRACCION

FIGURA 5: Electroforesis en estado estacionario en geles de poliacrilamida
(6,5%). Se corrieron muestras de cabeza de epididimo de animales normales,
diabéticos por estreptozotocina y diabéticos tratados con insulina, Por este
método la DHT H3 es disuelta en la solucién de acrilamida en una concentra-
cién de 2 nM, ésta se distribuye uniformemente y permanece estacionaria

en el campo electroforético hasta su unién con la proteina. Las muestras
fueron corridas a 0°C durante 7 horas a 2 mA por gel. Luego de la electro-
foresis los geles fueron cortados en secciones de 2 mm, extraidos durante
16-18 horas con tolueno centelleante y contada la radiactividad.
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determinada en cabeza de epididimo de animales tratados con 0, 5 unidades
de insulina diarias durante 15 dias, administradas 2 semanas después de
la inyeccibén de estreptozotocina. En estos animales los niveles de ABP
por mg de proteina citosdlica alcanzan los encont.rados en epididimos de
los controles: 2,61 % 0,2 (n=9) (figura6). Lo que demuestra que la insu-
lina administrada en esas condiciones tiene capacidad para estimular la
biosintesis de ABP en animales diabéticos y restituir la concentracién de

esta proteina a valores normales.

Diabéticos por pancreatectomia

Utilizando la misma técnica que la realizada en animales diabéticos
por estreptozotocina se midd la concentracién de ABP en cabeza de epi-
didimo en animales diabéticos por pancreatectomia.

Los resultados obtenidos (figura 6) indicaron que no hay una reduc-
cién en los niveles de ABP epididimal en estos animales diabéticos. Los
valores coinciden con los controles. Esto indicaria que algunos mecanis-
mos relacionados con la funcidn testicular son diferentes en los dos tipos
de diabetes estudiados. Tomando esto en cuenta es importante comparar
los valores de ABP en ambos grupos experimentales. En la figura 6 se
observa que los valores de ABP en los controles por pancreatectomia son
significativamente menores que en los controles por estrept ozotocina,

De acuerdo a los datos bibliogrdficos esto se debe a la diferencia de
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FIGURA 6: Gréfico comparativo de los niveles de ABP en epididimo de ratas
diabéticas por estreptozotocina (D. S.), diabéticas por estreptozotocina trata
das con insulina (D,S.l.) y sus controles (N, S,). Y en rtatas diabéticas por
pancreatectomia (D.P.) y sus controles (N.P.).

ABP fue medido por electroforesis en gel de poliacrilamida al estado estacio-
nario.
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edad entre estos animales. La concentracién de ABP disminuye con la
edad y el grupo de diabéticos por pancreatectomia y sus controles poseen
12 meses de edad, mientras que los tratados ‘con estreptozotocina 3 me-
ses. Esta variacién en la edad podria ser uno de ios factores que influyen

en el hecho de que la concentracién de ABP permanezca inalterada en la

diabetes por pancreatectomia.
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METABOLISMO DE TESTOSTERONA EN TUBULO SEMINIFERO

Actividad de 5K reductasa

Desde que los andrégenos son necesarios para completar la esperma-
togénesis, es importante conocer el metabolismo de estos en tibulos semi-
niferos de animales diabéticos. Es conocido (89) que es necesaria la presen
cia de componentes reducidos de la T para completar la meiosis. Debido a
que esta es incompleta en animales diabéticos es posible suponer una altera-
cién del metabolismo de 1a T en los tdbulos seminiferos,

La separacibn entre T,  DHT y dioles y entreed yAdiol se realizé como se
describié en materiales. Los cromatogramas tipicos obtenidos en estos
experimentos se observan en las figuras 7 y 8.

En estos ensayos se determiné que los tdibulos seminiferos de testi-
culos de ratas normales y diabéticas convierten T a 54 androstano 3¢,
174 diol, 5¢t androstano 34, 17/? diol y 5 dihidrotestosterona.

En la tabla 4 se muestra la conversién de T en el curso del tiempo
de incubacién en tdbulos seminiferos de ratas diabéticas por estreptozoto-
cina y sus controles. La velocidad de formacién de DHT fue similar en
ambos casos, mientras que la velocidad de formacién a dioles parece ser
lineal durante el periodo total de incubacién De la radioactividad total
proveniente de los dioles obtenidos luego de 60 min. de incubacién, alre-

dedor del 26-30% correspondié a 5¢t androstano 343,17 A diol y el 70-74%
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FIGURA 7: Radiocromatograma de los productos de incubacién de tdbulos se-
miniferos con TH3, Se cromatografié en placa delgada de silica-gel usando
el sigsterna de desarrollo cloroformo-eter etilico 4:1,

3:564 androstano 3 17(3 diol + 5 X androstano 33 173 diol.

2: testosterona

1: 5 o dihidrotestosterona

X: marcador de referencia
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FIGURA 8: Radiocromatograma de la separacién de o y @ diol, La mezcla
de dioles fue cromatografiada en papel Watmann N°3 en el sistema hexano-

metanol-agua (10:9:1).

A: marcador de referencia
B: 5« androstano 38 17@ diol
C: 5« androstano 3K 17(3 diol
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fue 5 androstano 3¢f, 17/1' diol,

El porcentaje de conversidn de TH? a dioles por tdbulos de ratas dia-
béticas por estreptozotocina es significativamente mayor que el observado
en tibulos de ratas normales adultas.

Estas diferencias tambi€n son observadas cuando el total de la acti-
vidad de 5 reductasa es evaluado a 30 y 60 min. de incubacién. Respec-
tivamente 30% y 44% de radioactividad es recobrada como metabolitos 5
reducidos de tdbulos de ratas diabéticas mientras que 23% y 32% de reduc.-
cién es observada en las incubaciones controles.

Con respecto a las ratas diabéticas por pancreatectormia, no se ob-
servé diferencia entre la actividad de la 5 A re d\..lctasa en tibulos semi-
niferos de diabéticos y controles. Como se obsez.-va en la t;bla 5 a los
60 min. de incubacidén la produccién de dihidrotestosterona es similar

en diabéticos y controles,

Actividad de 3 hidroxiesteroide deshidrogenasa

La velocidad de formacién de dioles H> cuando el sustrato utili-
zado fue DHT H3 fue estudiado en cada uno de los grupos experimenta
les descriptos.

En los diabéticos por estreptozotocina se observa algo similar
que en las incubaciones con T. La actividad de la 3 hidroxiesteroide
deshidrogenasa es mayor en tdbulos seminiferos de ratas diabéticas en

donde la conversién a dioles es mayor que en normales. Por otro lado
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en todos los casos la conversién a 5 androstano 3«, 17/3 diol fue mayor
que a 5« androstano 3/3, 174 diol (tabla 4).

En forma similar a lo ocurrido con la actividad de 5 X reductasa, en
las ratas diabéticas por pancreatectomia tampoco existen diferencias entre

diabéticos y controles en la conversién de DHT H3 a los correspondientes

dioles (tabla 5)

TABLA 5: Metabolismo de TH’ y DHT H3 por tdbulos seminiferos de ratas

normales y diabéticas por pancreatectomia. Los resultados se expresan co-
mo porcentaje de conversién por gr. de tejido.
El tiempo de incubacién fue de 60 minutos,

SUSTRATO TESTOSTERONA  DIHIDROTESTOSTERONA
C.P. D.P.  C.P. D.P.
Metabolitos
5 dddihidrotestosterona 10, 2 9,87
5 ol androstano 3ot , 174diol 29, 3 25,4 2,95 2, 85
5 Xandorstano 38, 178diol 13,7 12,8 2,60 2,15
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RECEPTORES HORMONALES

Unién de gonadotrofinas a receptores testiculares

Los sitios especificos de accién de algunas hormonas tréficas pitui-
tarias sugieren que sns 6érganos receptores poseen un sistema sensible el
cual es .capaz de detectar cantidades extremadamente pequeiias de estas
hormonas. Este sistema debe poseer un especial reconocimie to de las hor
monas tréficas por sus tejidos receptores e implica la existencia de algin
tipo de interaccién entre los sitios receptores especificos con la hormona
concerniente. Uno de los ensayos mds frecuentemente utilizado es la com-
binacién entre hormonas marcadas y sus sitios receptores celulares. Este
sistema de unién a hormonas radioactivas es respuesta a la conformacién
biologicamente activa de la hormona y a la naturaleza de sus sitios recep-
tores. La unién de LH o hCG I 25 a homogenados de testiculo o a células

""in vitro" con inhibicién de

intersticiales, ha sido demostrado que ocurre
la cdptacidn en presencia de hormona no radioactiva,

En base a esto se realizaron estudios de unién de hCG a los recep-
tores gonadales mediante incubaciones de gonadotrofinas marcadas con
dos tipos de preparaciones testiculares: fracci6n particulada de testicu-
lo total o células de Leydig aisladas por tratamiento con colagenasa. Am

bos preparados fueron utilizados en los ensayos de unién de gonadotrofi-

nas marcadas a sus receontores testiculares. (Figura 9 ).
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FIGURA 9 : Curvas de saturacién del receptor particulado para hCG.
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En ambos casos la metodologia consistié en incubar las distintas pre

paraciones con concentraciones fijas de hCG marcado con 1125

_ .12,
9,107 1% M.

, ¥ hCG fria
en concentraciones variables de 10

La presencia de cantidades en aumento de hCG causa un progresivo
desplazamiento de la unién hCG 112> con su receptor testicular.

Durante las incubaciones,como méximo hasta un 50% de la hormona
radioactiva es captada por los testiculos. En todos los casos los resultados
han sido corregidos substrayendo al valor de la captacién determinado, el
correspondiente a la unién inespecifica. Este ﬁltimo se evalué en presencia

de un exeso de hormona fria (10-7

M) y en todos los casos oscilé entre un
10 y un 12%.
El desplazamiento de la unién al receptor de la hormona marcada por
la hormona fria provee los valores de hCG unido al receptor y libre,
Con estos datos se construye por el método de Scatchard un grédfico; a
partir de €ste y de una serie de consideraciones analiticas (166) se obtiene

el nimero de sitios receptores correspondientes a cada preparacién y la

constante de afinidad de la unién de hCG con su receptor testicular.

Receptores testiculares de gonadotrofinas en animales diabéticos por estrep.

tozotocina.
Este estudio se realiz6 en fracciones subcelulares de testiculo decap-

sulado, En la figura 10 se muestra el diagrama de Scatchard derivado de
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FIGURA 10: Diagrama de Scatchard obtenido de los estudios de desplazamiento
de la unién de hCG 1125 a la fraccién particulada de cg£lulas intersticiales. In-
dica la presencia de un orden simple de sitios de ligadura con un Ka de 1,3 x
1010 M-1, El nimero de sitios de unién (n) se expresa en fmoles/mg de pro-
tefna incubada.
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los estudios de desplazamiento, este indica la presencia de un orden sim-
ple de sitios de ligadura. La determinacidn del nimero de sitios de unién
de la gonadotrofina al receptor testicular dié los siguientes valores: en
los animales diabéticos 4 fmoles/mg. de proteind y en los normales
6, 6 fmoles/mg de protetna. La con'stante de afinidad fue la misma en am
bos casos con un valor de Kz= 1,5 x 1010 M-1,

Esta disminucién en el mufmero de sitios receptores de hCG en tes-
ticulo de animales diabéticos podria ser uno de los factores responsables

de la disminucién en los niveles de T observados y desencadenante de los

desérdenes reproductivos ya enunciados.

Receptores testiculares de gonadotrofinas en animales diabéticos con tera-

pia sustitutiva,

A los animales diabéticos por estreptozotocina se los traté con 0, 5
unidades diarias de insulina luego de 15 dias de la inyeccién de estrepto-
zotocina. A los 15 dias de tratamiento se realiz6 el experimento de unién
de g.Onadotrofinas marcadas a sus receptores especificos. En este caso se
observé que el nimero de sitios receptores se restaura a valores normales
(figura 10).

Esto confiere a la insulina un importante papel en la regulacién de

la biosintesis de receptores de gonadotrofina.
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Receptores testiculares de gonadotrofinas en animales diabé&ticos por pan-

createctomia

Los resultados obtenidos fueton similares a los hallados en la deter
minacién de receptores a hCG en testfculos de animales diabéticos por es-
treptozotocina. En este caso se usaron preparaciones de células de Leydig
aisladas por tratamiento con colagenasa.

El grdfico de Scatchard de receptores de células intersticiales de ra
tas normales y pancreatectomizadas revela la presencia de una sola clase
de sitios de unién con alta afinidad para hCG 1125 (figura 11). La constante
de asociacién de receptores de LH/hCG de ratas diabéticas fue comparable
con la de receptores de gonadas de animales norﬁmales.

Como lo determina el andlisis de Scatchard los valores de Ka fueron

, casi idéntico con el observado en particulas intersticia

de 1,5 x 1010 M-
les. También se encontré que mientras que el nimero de sitios de unién a

hCG en células de Leydig de los controles corresponde a 26 fmolesl/lo7 cé-
lulas, equivalente a alrededor de 3.000 receptores a gonadotrofinas por cé-
lula, los animales diabéticos mostraron una marcada disminucién en el nid-
mero de receptores especificos para LH/hCG, en donde el nimero disponi-
ble de sitios de unién fue de 9 fmoles/107célu1as. De estos valores se pue-

de deducir que el nimero de receptores a gonadotrofinas en células de Ley-

dig se redujo a alrededor de 1.000 sitios,
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FIGURA 11: Diagrama de Scatchard obtenido de los estudios de desplazamiento
de la unién de hCG I125 a células de Leydig. Los estudios de unién fueron he-
chos por equilibracién de 107 células (obtenidas por tratamiento con colagena-
sa de testiculos decapsulados)} con incremento de la concentracién de hCG no
radiactiva en presencia de una cantidad constante de hCG 1125, Las incubacio-
nes se hicieron a 34°C durante 2 horas en un volumen final de 1 ml en Medio
199 suplementado con 0, 1% de BSA, en una atmésfera de 95% O,, 5% CO2 con
agitacién constante, La separacién de la hormona libre fue hecha por sucesi-
vas sedimentaciones y resuspensiones de las células en el mismo medio.
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Solubilizacién y caracterizacién de receptores de gonadotrofinas por gra-

dientes de sararosa

Los receptores de gonadotrofinas (LH/hCG).fueron aisladas de parti-
culas de células de Leydig de ratas diabéticas por estreptozotocina.

La solubilizacién de fracciones receptoras fue hecha con Tritén X-100,
antes y después de su marcacién "in vitro' con hCG IIZS; y el complejo recep
tor-hormona fue analizado por centrifugacién en gradientes de sacarosa.

En preparados de animales diabéticos se obtuvieron las dos formas
previamente descriptas para receptor soluble testicular de LH-hCG en ratas
normales (167): la forma 7,5 S olservada cuando la marcacién fue posterior
a la solubilizacién de los sitios receptores, y la forma 8,8 S cuando la mar-
cacién fue previa a su solubilizacién (figura 12).

Estos resultados indican que las caracteristicas de sedimentacién de

los receptores de hCG de ratas diabéticas son idénticas a aquellos comple-

jos formados en testiculos de ratas normales.

Receptores de andrdgenos en préstata ventral

Los resultados se observan en la fi gura 13. En los animales diabéti-
cos luego de 30 dfas de la inyeccién de estreptozotocina, no se detectan por

este método receptores androgénicos en la fraccibn citos6lica de préstata
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ventral,

La administracién de insulina exdgena durante dos semanas produce
un aumento de la capacidad de unién de DHT I-_I3, obteniéndose valores pro-
medio de 4,5 + 0,03 femtomoles/mg de proteina. Este aumento, si bien es
congiderable respecto al estado de los receptores en los diabéticos, es sig
nificativamente inferior en relacién a la concentracién de receptores en los

rontroles, cuyo valor es de 20,9 + 3,2 femtomoles/mg de proteina.
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FIGURA 12: Perfil de la centrifugacidén del receptor testicular de hCG en gra-
dientes de sacarosa (5-20%) conteniendo 0, 1% de Tritén X-100. Las muestras
contenian 1, 2 mg de proteina en 0,4 ml de PBS pH 7, 4.

Parte superior. Particulas testiculares premarcadas fueron solubilizadas con
Tritén X-100, y el complejo receptor-hCG I125 fue centrifugado, observindose
el pico radiactivo 8,8 S.

Parte inferior. Particulas de células intersticiales fueron solubilizadas con
Tritén X-100 y marcadas con hCG 1125, Luego de la centrifugacién se obser-
van dos picos de radiactividad, el correspondiente a 1a hCG libre y el del com-
plejo receptor-hormona 7,5 S. '
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FIGURA 13: Electroforesis en geles de poliacrilamida (3, 25%)-agarosa (0, 5%)
para receptores androgénicos en tejido prostdtico. Los animales fueron cas-
trados 48 horas antes del experimento. Las fracciones citosélicas obtenidas
por centrifugacién a 105.000 g fueron incubadas a 4°C durante 2 horas con

3 x 10-8

M de DHT H3. Se sembraron alicuotas de 200 nl de citosol (100-200

ng de proteina) y la electroforesis se desarrollé a 0°C durante 2 horas a 2 mA
por tubo y aproximadamente 150 V.
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0----0 ratas diabéticas
X

% ratas diabéticas tratadas con insulina
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DISCUSION

Es conocido que la diabetes produce innumerables trastornos sexua-
les y reproductivos tanto en machos como en hem.bras de varias especies
estudiadas.

Recientemente se han hecho una serie de estudios tendientes a dilu-
cidar las causas de las alteraciones de las funciones reproductivas mascu
linas en condiciones de diabetes experimental,

Es dificil determinar si la diabetes y sus distubios en el metabolis-
mo general actdan primariamente sobre el eje hipotdlamo-hipofisario o
sobre el testioculo directamente. Para que la primera hipStesis sea verda
dera la secrecién de una o ambas gonadotrofinas deberia estar reducida
o al menos su potencia biolégica.

La segunda hipotesis, o sea una accién directa de los distubios dia-
béticos sobre el testiculo es apoyada por la existencia de lesiones en el
hipoi:élamo similares a 1os observados luego dé la castracién. Esto invo-
lucrarfa una falla en los mecanismos receptores y/o amplificadores de
las gonadotrofinas.

Una tercera posibilidad es la que resulta de combinar las dos ante-
riores; o sea que la alteraciones al estado diabético se produzcan tanto en
el eje hipotdlamo-hip6fisis como en el testiculo.

En este trabajo se ha prestado especial atencién a los mecanismos
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receptores de gonadotrofinas y a los efectos biolégicos producidos como
consecuencia de tal interaccién.

Dos modelos experimentales se han utilizadx diabetes por estrepto-
zotocina y diabetes por pancreatectomia parcial (95%) El objetivo de hacer
los estudios en dos modelos distintos fue con el propdsito de hacer exten-
sivos los resultados al estado diabético, y que €stos no estén visiados por
los posibles efectos que la droga (estreptozotocina) en sf, podria tener so-
bre la funcién testicular,

Se ha elegido como droga diabetogénica a la estreptozotocina (gluco-
piranosa, 2 deoxi 2-3 metil-3 nitroureido-D) la cual es extraida de Strep-

tomyces achromogenes . Esta sustancia de actividad antibi6tica y oncogé-

nica, es capaz de desarollar en corto tiempo un estado de franca diabetes.
Tal efecto se detecta plenamente dentro de las 48 hs., y se caracteriza
por una hipoglucemia e: hipoglucosuria iniciales (alrededor de las 10 hs. de
inyectada). Este efecto es producido por la liberacién brusca de insulina

al déstruirse las células beta del pdncreas. Luego de este estadio inicial
se produce una progresiva hiperglucemia y aumento de glucosa en orina,

lo cual se estabiliza alrededor del 8° dia del tratamiento. El drea de acci6n
de la estreptozotocina sobre el pdncreas se limita a las células beta don-
de la droga ejerce una intensa actividad citotéxica produciendo degranula-
cfon celular y destruyendo estas células. Esta sustancia es mds especifica

en su accién y menos téxica que otras drogas diabetogénicas, como por
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ejemplo el aloxano (165).

La pancreatectomia parcial es una operacién que cldsicamente se
efectub en ratas de la cepa Instituto de Biologia, las cuales en el término
de un mes de la pancreatectomia desarrollan una .diabetes marcada. Por
imposibilidad de conseguir estas ratas se utilizaron las de la cepa Wistar,
en las cuales los primeros signos de diabetes se evidencian después de
11 meses de la operacién, 1o que trae como consecuencia considerar otra
variable que es la edad de los animales, la cual tiene influencia crucial en
el estado reproductivo.

En la dltima década Foglia y col. (133) han postulado que el binomio
hiperglucemia-hipotestosteronemia estarfa involucrado como una de las
causas responsables de la infertilidad. Dichos aut'ores_ se basan en sus ob-
servaciones de que el aumento de la glucosa en sangre era proporcional
a la gravedad de las lesiones testiculares. Sin embargo el estado diabético
no solamente comprende el aumento de glucosa en sangre, 8ino un distur-
bio general en el metabolismo corporal.

Los resultados expuestos muestran claramente una disminucién de
la capacidad esteroidogénica de las células de Leydig en animales diabé-
ticos por estreptozotocina, como se evidencia por los bajos niveles plas-
méticos y testiculares de testosterona. Resultados semejantes fueron
obtenidos en los diabéticos por pancreatectomia.

El tratamiento sustitutivo con insulina produjo en los animales dia-
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béticos una recuperacidén parcial de los niveles de testosterona plasmé4-
tica, existiendo la posibilidad de gue un tratamiento mds prolongado pro
duzca una recuperacién total de dicho pardmetro,

Los niveles plasmdticos bajos de testosterona en animales diabéti-
cos se puede deber o0 a una disminucién en la sintesis de testosterona por
las células de Leydig o a un elevado ritmo de metabolizacién de la hormo-
na. Sin embargo no se puede descartar la posibilidad de una falla en la
secrecién de testosterona a la corriente sanguinea, pero esto no estaria
de acuerdo con los bajos niveles en testiculo.

Ya fue descripto que las células de Leydig son altamente sensibles
a la accién de la hormona luteinizante (LH) 0 a l'a gonadotrofina coridni-
ca (hCG), y que estas gonadotrofinas estimulan la sintesis y produccién
de testosterona en estas células. En relacién a ésto los bajos niveles de
testosterona plasmdticos y testiculares podrian deberse a alguna de las
giguientes causas:

a) menor sensibilidad de las gonadas de animales diabéticos a la accién
de LH.

b) Una falla a nivel de los sitios receptores para LH, localizados en la
membrana de las células de Leydig.

c) Bajos niveles endégenos de LH en el estado diabético.

d) Que la actividad biolé6gica de la LH estuviese alterada.

El punto a) ha sido verificado en los experimentos en los que se demues
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tra que la produccién de testosterona en respuesta a la accién de gonado-
trofina exégena es diferente en testiculo de animales normales y diabéti-
cos. Esto se observa tanto en animales que se han tornado diabéticos por
pancreatectomfa como por la inyeccién de estreptozotocina. Cuando se
incubaron testiculos de estas ratas con distintas concentraciones de gona-
dotrofina exégena, la respuesta, medida como produccibén de testosterona
al medio de incubacién, fue menor que en sus controles. Asi, en los dia-
béticos por pancreatectomia es necesario duplicar la concentracién de
gonadotrofina para obtener una respuesta semejante a los normales. Y
también en los inyectados con estreptozotocina la produccién de testoste-
rona es inferior que en sus controles. Cuando a ;astOS animales se los
trata con insulina, se observa una recuperacifn de la respuesta testicu-
lar, aunque ésta no alcanza los valores normale;.

Estos resultados, permitirian postular que la digminucién de la
sensibilidad testicular a las gonadotrofinas, se deberia probablemmente
a una falla de los receptores a LH/hCG como se menciona en el punto
b).

En testiculos de rata han sido identificados receptores a gonadotro-
finas con alta afinidad y especificidad para LH y hCG (18-24), los cuales
se acoplan funcionalmente a la enzima adenilato ciclasa, cuya activacién
estimula la sintesis de testosterona en células de Leydig intactas. Los

resultados obtenidos utilizando células intersticiales de ratas normales
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y pancreatectomizadas indican la presencia de una sola clase de sitios de
unién con alta afinidad para hCG. La constante de asociacién de los re-
ceptores de LH/hCG en ratas diabéticas fue comparable con la de los re
ceptores gonadales de animales normales.

Como lo determina el andlisis de Scatchard los valores de Ka fue-
ron: 1,5 x 1010 M-l, casi idéntico con el descripto para particulas inters
ticiales. Si bien esta caracteristi ca (Ka) de los sitios receptores no se
vié alterada, la cantidad de los mismos sufrié profundas modificaciones.

Mientras que el ndmero de sitios de unién a hCG en células de Leydig de

ratas controles corresponde a 26 fmoleeu/lO7 células y es equivalente a

alrededor de 3,000 receptores a gonadotrofinas ﬁor célula; los animales
diabéticos mostraron una marcada disminucién en el nimero de receptores
especificos para LH/hCG. En este caso el nﬁme'ro d.e sitios de unidén fue
de 9 fmoles/107 células. O sea que la diabetes redujo el nimero de recep
tores a alrededor de 1. 000 sitios por célula.

- Los estudios de receptores hechos con particulas intersticiales ais-
ladas de ratas diabéticas por estreptozotocina y normales mostraron resul
tados similares a los obtenidos con animales pancreatectomizados. No se
evidenciaron cambios significativos en la constante de asociacién, mientras
que hubo una marcada reduccién en el ndmero de sitios de unién a gonado-
trofinas. La diabetes redujo en un 30% el valor normal (6, 6 fmoles/ mg de

proteina vs. 4 fmoles/mg de protefna en el estado diabético).
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La administracién de insulina a ratas diabéticas por estreptozoto-
cina restaura la unién a hCG. El contenido de receptores de gonadotro-
finas en particulas testiculares de ratas tratadas con indulina fue de 6
fmoles por mg. de proteina y este valor no difiere significativamente de
los valores normales.

Por otra parte no se encontraron diferencias en los perfiles de se
dimentacién de receptores de LH/hCG solubilizados de particulas de
células de Leydig de ratas diabéticas. Las estructuras caracteristicas
de complejos hormona-receptor con cOeficiente de sedimentacién 7,5 S
y 8,8 S (167) fueron observadas en particulas solubilizadas de células
de Leydig de animales diabéticos e idénticos a los correspondientes a
controles.

Es claro por este estudio que los receptor.es para LH/hCG han
sufrido en la diabetes experimental, sdlo cambios cuantitativos y no
cualitativos, manteniendo las caracteristicas fisico-quimicas estudia-
das,iguales a los controles.

Por otro lado, el ntimero disminuido de receptores a LH en ani-
males diabéticos es restaurado a valores normales mediante la admi-
nistracién de insulina luego de 15 dias de tratamiento.

Todos estos hechos sugieren que la insulina puede influenciar el
nimero de receptores de LH en gonadas, pero el mecanismo por el

cual esta hormona ejerce su efecto no estd todavia aclarado,

- 101 -



A pesar de la disminuci6n observada en el nimero de sitios especi
ficos de unién, las concentraciones séricas radioinmunolégicas de LH en
animales diabéticos por pancreatectomia o estreptozotocina permanecen
inalteradas (149). Asi, los efectos a.qui'presenta.dos, no serfan una conse
cuencia directa de variaciones en la secrecién de estas hormonas, como
ha sido recientemente postulado para los niveles séricos de prolactina y
receptores a LH (168).

Desde que ha sido sugerido (167) la presencia de un componente gli_
coproteico en el.receptor de gonadotrofinas, podria suponerse que el me-
tabolismo de los carbohidratos, marcadamente alterado en los animales
diabéticos provocarifa como consecuencia cambios en la porcién glicopro-
teica del receptor produciendo su inactivacién o la disminucién de su sin-
tesis.

La reduccién en los niveles de receptores de LH en animales diabé-
ticos provocaria la disminucidén de 1a secrecién de andrégenos por los
testiculos, como se confirma por los bajos niveles de andrégenos circu-
lantes, lo cual subsecuentemente produce una disminucién del peso de
las gldndulas accesorias sexuales.

Estos resultados tambiefi explicarfan la respuesta disminuida ''in
vitro'' de las células de Leydig a la hormona luteinizante. En este senti-
do otros autores han provisto evidencias que la diabetes provoca reduc-

cién de la sensibilidad ovdrica a gonadotrofinas (169, 170).
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El metaboliamo alterado de los hidratos de carbono en los animales
diabéticos, podria también alterar la composicidn de otras glicoprotefnas
como pueden ser las gonadotrofinas. En este caso si bien los valores radio
inmunolégicos de gonado trofinas en animales diabéticos se encuentran inal-
terados, seria pertinente investigar en que condiciones se encuentran sus
propiedades biolégicas, de las cuales depende su respuesta espe cifica.

En relacién con la hormona folfculo estimulante (FSH), la cual esti-
mula y regula la espermatogénesis, se han estudiado algunas de las respues
tas asociadas a la accibén de esta gonadotrofina hipofisaria.

En animales diabéticos, estudios histolégicos han determinado cambios
en los tdibulos seminiferos que van desde princi'p.ibs de descamaciodn del epi-
telio germinal hasta interrupcién total de la espermatogénesis (131, 132).

La histologia testicular de estos animales ;'recuentemente es similar
al descripto en animales hipofisectomizados (140). Estudios sobre la regu-
lacién hormonal de la fertilidad en el macho han indicado que los andrégenos
testiculares son escenciales para completar la espermatogenesis en tdbulos
seminiferos (171), y para la adquisicién de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides (172), lo cual ocurre en el epididimo. Para incidir en es-
te proceso los andrégenos deben ser transportados de su sitio de origen
en las células de L eydig hasta sus sitios de accién, ya seaa los tibulos
seminiferos o al epididimo.

Recientemente fue demostrada la presencia de una proteina transpor
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tadora de andrégenos (ABP). Esta proteina, formada en el testiculo es se

cretada al fluido del ducto eferente testicular y se concentra en la cabeza

del epididimo (62-66). Se ha sugerido que esta proteina tiene un papel im-

portante en el transporte de andrégenos testiculares. Su sitio de accién es

el epitelio germinal y el epididimo.

Hansson y col. (64) han demostrado que una de las acciones de FSH
en tibulos seminiferos es inducir la produccién de ABP por las células de
Sertoli. La p_roduccidn adecuada de ABP indica un buen funcionamiento de
las células de Sertoli, Est4 establecido que una espermatogénesis activa
estd asociada a una alta produccién de ABP.

El significado biolégico de ABP se podria resumir en base a los si-
guientes puntos:

1 - La FSH se une a un receptor especifico ubicado en la membrana ce-
lular de las células de Sertoli donde activa la adenil ciclasa. El AMP
cfclico formado en respuesta a este estimulo, promueve la sintesis
de ARN, dependiente de ADN, lo cual trae como consecuencia un au-

mento de la sintesis proteica, que incluye a la protina transportadora
de andfégenos (ABP) (75).

2 - El ABP podria migrar a los espacios intercelulares donde se une a
los andrégenos, los cuales han difundido dentro de los tdbulos semi-
niferos desde el drea intersticial. El ABP tiene una afinidad alta pa-

ra los andrégenos pero una rédpida velocidad de disociacién (65, 75).
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El acdimulo de andrégenos dentro del tibulo seminifero es un factor im
portante para la iniciacién de la espermatogésis.

El complejo andrégeno-ABP en contacto con la membrana de la célula
germinal podrfa facilitar la transferencia de andrégenos al receptor an
drogénico citoplasmético (75). El complejo receptor- andrégeno es trans
portado dentro del nicleo de la célula germinal. L.os mecanismos de ac-
cién androgénica en la célula germinal, no estdn totalmrente aclarados.
El ABP luego de liberar los andr6genos en las células germinales pue-
de unirse nuevamente a otros andrégenos. El proceso descripto puede
ser repetido o el complejo andrégeno-ABP puede ser secretado a la luz
del tdbulo seminifero y ser transportado al ;epidi’dimo; o destruido por
enzimas proteoliticas dentro del epitelio germinal.

El ABP tendria un papel importante en el porceso por el cual los esper-
matozoides adquieren capacidad fertilizante, lo cual ocurre durante su
pasaje a través del epididimo. Asf, parece que una estimulacién de la
‘produccién de ABP por FSH aumenta el transporte de andrégenos del
testfculo al epididimo, Luego de liberar los andrégenos a las células e-

piteliales del epididimo, los sitios ligadores de ABP quedan libres pa-

. ligar nueva testosterona o-dihidrotestosterona. De esta forma, una al-

ta concentracién de andrégenos es mantenida en intima proximidad con
los espermatozoides y con las células andrégeno dependientes del e-

pidfdimo. Asi, una importante funcién de ABP seria la de constituir
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un me canismo concentrador de andrdégenos en testiculo y epididimo.

5 - El1 ABP, al unirse a la testosterona, la protege de su metabolizacién.
En el fluido del ducto eferente se encuentran altas concentraciones de
andrégenos, y esto requiere una proteccién contra la reabsorcién y
metabolizacién por las células epiteliales.

6 - Como la secrecién de testosterona es de naturaleza puls4til probable-
mente el ABP contribuiria a mantener la concentracién de testosterona
en las fases de baja concentracién.

En base a estas consideraciones, y considerando que en diabéticos
se observan alteraciones en la espermatogénesis, se midié en todos los lo
tes la concentracién de ABP, Esta proteina fue cuantificada en cabeza de
epididmo por electroforesis de poliacrilamida al estado estacionario, De
acuerdo a los resultados presentados, en los animales diabéticos por es-
treptozotocina la cantidad de ABP medida fue significativamente menor
gue la de sus controles. Y la administracién de insulina restaura los va-
lores de ABP a valores normales.

En animales intactos e hipofisectomizados la estimulacién de ABP
es especifica para FSH (64). Sin embargo la disminucién en la concentra-
cién de ABP en epididimo de animales diabéticos no puede ser atribuido
a anormalidades en los niveles séricos de FSH, ya que ni la concentra-
cién de FSH sérica, ni la hipofisaria estdn alteradas en la diabetes ex-

perimental (146 - 148), Una posible explicacién seria como ya se - men-
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cioné,que el metabolismo de los hidratos de carbono marcadamente altera-
do en los diabéticos podrfa provocar cambios en los restos hidrocarbonados
de glicoproteinas tales como el ABP.

Por otro lado la restauracidn total de los niveles de ABP luego de la
administracién de insulina sugieren que esta hormona podria tener una fun-
cién importante en la regulacién de la biosintesis de ABP,

En las ratas diabéticas por pancreatectomia no se encontré diferen-
cia en los niveles de ABP con respecto a sus controles. Los valores obte-
nidos son inferiores a los detectados en los controles de los diabéticos por
estreptozotocina. Estos resultados podrian deberse a la diferencia de edad
de estos animales, la rata de 12 meses tiene 1los niveles de ABP disminui-
dos. El mantenimiento - de valores normales en los diabéticos por pancrea-
tectomia se debe probablemente al hecho de que 'es uﬁa edad donde los me-
canismos regulatorios de la reproduccién se encuentran en un estado de
relativa quietud. Por el contrario, en la pubertad (3 meses), que es la edad
de 138 ratas diabéticas por estreptozotocina, la regulacién de la reproducidn
es un mecanismo activo y extremadamente sensible.

Otro aspecto importante en la regulacién androgénica de la esperma-
togénesis es el metabolismo de la testosterona en sus sitios de accién. Los
tdbulos seminiferos correspondientes a las ratas diabéticas por estreptozo-
tocina convierten la testosterona a sus compuestos 5 ol reducidos (DHT y

dioles), en proporcién significativamente mayor que los tdbulos de las ra-
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tas normales.

La mayor actividad de la 5& reductasa y de la 3 hidroxiesteroide
deshidrogensa. refleja probablemente la mayor proporcién de células de
Sertoli en los tdbulos seminiferos de animales diabéticos., También con-
tribuye a esto la concentracién inferior de ABP en animales diabéticos,
lo cual traeria omo consecuencia un mayor acceso de los sustratos a
sus respectivas enzimas reductoras (deshidrogenasas). Estas observa-
ciones son compatibles con las sugerencias hechas por Dorrington y
Fritz (173) de que los niveles de andrégenacsen el fluido tubular podrian
ser regulables por la produccién de ABP.

En ratas normales, la 5& reductasa y las deshidrogenasas no ten
drian facil acceso a sus sustratos porque estarian ligados a ABP en una
mayor proporcién.

Otra explicacién seria considerar que las gonadas de animales
diabéticos se mantendrian fisiolé6gicamente inmaduras., Est4 déscripto
que.en los animales prepiberes (alrededor de 20 dias), la produccién de
dioles es mayor que en el animal adulto. De manera que la alta propor-
cién de componentes reducidos de la testosterona podria reflejar una
falta de maduracién en los testiculos de animales diabéticos.

Sin embargo no puede descartarse, que las diferencias observadas
en los experimentos ''in vitro' de metabolismo de andrégenos en ratas dia-

béticas y normales podria ser consecuencia de diferentes estados hormona-
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les. Los sustratos radioactivos usados en las incubaciones podrian estar
diferencialmente diluidos con el contenido endégeno de andrégenos en la
gldndula.

En los animales diabéticos por pancreatectomia no se observaron
alteraciones en el metabolismo de andrégenos en tibulos seminiferos. Po-
siblemente la explicacién seria semejante a la expuesta en relacién a los
niveles de ABP, ya gue se ha observado una disminucién de los andrégenos
reducidos con respecto al aumento de edad del animal. Los resultados ob-
tenidos en animales tratados serifan semejantes a los de los controles, de-
bido probablemente al hecho de que la diabetes en esta cepa se produjo 11
meses después de la pancreatectomia con lo cuai el estado de maduracién
testicular es avanzado, con la consecuente reduccién de la actividad de
ciertos procesos metabdlicos.

Es as{importante destacar que las alteraciones producidas por la
diabetes en dos de las funciones atribuidas a las células de Sertoli: produc-
cién de ABP y metaboliamo de testaosterona en testiculo, varian de acuerdo
con la edad del animal,

Los 6rganos sexuales accesorios en animales diabéticos poseen un
peso menor que los normales (139). Esta atrofia en 6rganos d'ependientes
de andrégenos, como la préstata, vesicula seminal, gldndulas coagulantes
y epididmo seria consecuencia de los bajos niveles circulantes de andrdge-

nos.,
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Varios autores han demostrado tanto "in vivo' (136), como "in vi-
tro' (137), que la insulina puede estimular el crecimiento de la gldndula
prostdtica. También ha sido demostrada la existencia de un sinergismo
entre insulina y testosterona en el crecimiento y'mantenimiento de la ac-
tividad secretoria de la préstata (136-138).

Si bien ha sido probado que la retencién de testosterona tritiada
es menor en préstata de animales diabéticos que en normales (140), has-
ta el momento no fueron realizados estudios sobre el estado de los recep-
tores androgénicos en 6rganos sexuales accesorios. Los resultados ob-
tenidos en este trabajo sobre receptores androgénicos en préstata ventral,
muestran claramente que en el estado diabético -los sitios receptores an-
drogénicos estdn disminuidos a valores no detec'tablgs por la te€cnica u-
tilizada.

La administracién de insulina exégena determina un aumento en la
concentracién de receptores, aunque la recuperacién no es total ya que
los valores de receptor prostdtico son significativamente inferiores a los
controles. Esto podria ser una consecuencia de que en estos animales,
la recuperacidn de los niveles de testosterona circulante es s6lo parcial.
Quiza’s la recuperacién integra del ndmero de receptores necesitaria una
concentracién end6gena de testosterona que la insulina administrada en

estas condiciones, no ha logrado restituir.
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El mecanismo de accién de la insulina es un tema ampliamente dis-
cutido. Esta hormona tiene acciones variadas en el metabolismo general;
observanmdose efectos rdpidos sobre transporte a través de membranas, y
efectos a largo término sobre la sintesis de ARN y ADN. Sin embargo, a
pesar de 50 afios de investigacibn, la accién (es) primaria de la insulina adn
es (son) desconocida. Es de opinién general que el primer paso en la accién
de la insulina es la unién de la hormona a un receptor proteico especifico
sobre la superficie de las células receptoras. Luego de esta unién, es pre-
sumible que este complejo receptor-hormona provoque todas las subsecuen-
tes acciones de la hormona, tales como cambios en el transporte, actividad
eléctrica, y la actividad de enzimas unidas a membranas. Ademds esta es -
tablecido que la insulina regula varias funciOnes.intracelulares, incluyen-
do sintesis de ADN, ARN y protefnas, asi como la actividad de algunas enzi-
mas regulatorias. Pero estos efectos intracelulares no pueden ser produci-
dos directamente por la unién de la hormona a la membrana plasmdtica. Es
posible que la funcién, asi’ como el glucagén y otras hormonas proteicas,
esté mediada por la formacién de un segundo mensajero intracelular. O la
otra hip6tesis seria que la insulina entre 2 la célula y los eventos intrace-
lulares estén mediados por su propia accién (174).

Todos estas aspectos que confieren a la insulina un papel muy im-
portante en el metabolismo celular, hacen reflexionar sobre el efecto que

provoca la falta de insulina en el estado diabético., Llama la atencién que
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‘el tratamiento con insulina aqui descripto, recupera totalmente algunos
pardmetros alterados en los animales diabéticos y otros no. Aquellos in-
volucrados directamente con sintesis proteica, tales como los receptores
de LH y la concentracién de ABP, son totalmen’ce- restablecidos., En cam-
bio, otros que ademds de la sintesis proteica dependen de la esteroidogé-
nesis (oroduccién de testosterona, receptor de andrégenos en préstata)
s6lo se ven parcialmente recuperados.

Serfa de interés considerar que la esteroidogénesis depende de una
gserie de factores que la posibilitan: el AMP cficlico o segundo mensajero:
la coenzima NADPH, que estimula la esteroidogénesis actuando como co-
factor en varias de sus etapas biosintéticas, incluyendo las reacciones de
escigién de la cadena lateral del colesterol; 1la ?,alit_ia de pregnenolona mi-
tocrondrial al citopldsma, etc..

Esta informacién, juntamente con los conocimientos actuales, podrén
relacionarse y utilizarse en el estudio y tratamiento de las alteraciones re-

productivas caracterfsticas del estado diabético.
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