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INTRODUCCION

La esencia de las cosas es
perseverar en su ser.

Spinoza

La existencia de los seres vivos, como sistemas semi

abiertos, en continuo intercambio de materia y energia con el mg

dio ambiente, sólo es posible gracias a los eficaces mecanismos

de autocontrol que los caracterizan. La complejidad y sutileza de

estos mecanismos es tanto mayor cuanto mayor es la complejidad

de la forma de vida considerada.

En los seres pluricelulares, es posible establecer dis

tintos niveles de organización o jerarquías estructurales, dotados

cada uno de sus propios mecanismos autoregulatorios pero some

tido a su vez a un control integrativo que lo subordina al nivel su

perior.

Asi' por ejemplo, en los vertebrados, si bien cada célula

posee mecanismos autónomos de regulación, su actividad se ve

condicionada por la interacción intercelular que garantiza 1a coo;

dinación de la función del tejido del cual forma parte. A su vez,

el tejido ú órgano en su conjunto, se halla bajo la influencia de



controles de tipo nervioso y endócrino que adecuan su función al

estado general del organismo.

De este modo, el sistema nervioso y las secreciones ho;

monales, diferentes en sus mecanismos de acción, pero estrecha

mente relacionados entre sl', otorgan la coherencia funcional necg

saria para que el organismo responda como un todo ante los estr

mulos externos.

Existe, no obstante, un tipo particular de hormonas cu

ya función trasciende la de la mera adaptación individual al medio

ambiente. Se trata de los esteroides gonadales, que actúan sobre

el organismo en su conjunto integrándolo al nivel organizativo su

perior : la especie.

En este sentido, y aún prescindiendo de las hipótesis fi

nalistas o teleonómicas sobre la existencia de una "meta" en la

supervivencia de la especie, resulta evidente que 1a diferenciación

sexual y el impulso asaciativo resultante, ejercen su influencia sg

bre un número considerable de funciones vitales.

Asf, los andrógenos, definidos tradicionalmente como las

sustancias capaces de estimular las características sexuales se

cundarias masculinas, actúan no sólo sobre la espermatogénesis



y el aparato reproductor, sino que afectan a distintos niveles la

fisiologfa del organismo, desde 1a estimulación del anabolismo en

el músculo, hasta el desencadenamiento de esquemas de compor

tamiento caracterfsticos, por acción sobre la corteza cerebral.

Esta acción generalizada de los andrógenos implica una

estrecha interrelación tanto con el sistema nervioso como con las

hormonas encargadas de regular las distintas actividades metab_6

licas, que se manifiesta a través de complejos mecanismos de

control recíproco.

La existencia de estas interacciones, que no es privativa

de los andrógenos, hacen que, en el campo particular de la qufm_i

ca biológica que se ocupa de los mecanismos de regulación de la

acción hormonal, sea necesario trasponer los lfmites del tubo de

ensayo y pasar a considerar al organismo en su totalidad como

sistema, analizandolas variaciones de los distitntos parámetros

bioqufmicos bajo diferentes condiciones experimentales.

En el presente trabajo se presentarán los resultados de

las investigaciones realizadas con el objeto de establecer el papel

de distintos factores hormonales en la regulación de 1a acción ag

drogénica y de determinar nuevas posibilidades para. sus mecani_s_

mos de control.
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Aproximadamente 300 años antes de Cristo, Aristóteles,

en su Historia Animalium describe en forma concisa 1a influencia

de 1a castración en las aves y su diferente efecto según 1a edad

del animal. Su extraordinaria percepción lo lleva a relacionar e;

tos cambios con los observados en los hombres castrados en edad

temprana. Transcurrirl’an si embargo casi dos mil años hasta que,

a mediados del siglo HX , los hallazgos de Berthold (1) y Leydig (2)

dieran comienzo al estudio sistemático del origen y acción de los

andrógenos. Este experimenta un considerable desarrollo gracias

al perfeccionamiento de las técnicas de qufi'nica orgánica, que po

sibilitan a Butenandt, en 1931, la obtención del primer andrógeno

en forma cristalina, 1a androsterona, y a David , cuatro años más

tarde, el aislamiento del andrógeno testicular más potente, al que

da el nombre de testosterona (3).

No obstante, el desarrollo más espectacular en el cono

cimiento del mecanismo de secreción y acción androgénica, se pr_o

dujo en los últimos veinte años, cuando 1a disponibilidad de isótopos

radiactivos y los avances realizados paralelamente en otras ramas

de 1a investigación biológica, permitieron penetrar en los comple

jos mecanismos de 1a regulación intracelular.



-5

La información reu nida hasta el momento, ha posibilita

do la formulación de un modelo (4) para el mecanismo de acción de

la testosterona ( T ) que involucrarl'a los siguientes procesos :

1) La T , sintetizada en las células de Leydig, es trans

portada en el plasma y flui'dotesticular en forma de complejos es

tables con proteínas.

Z) Luego de entrar a las células del tejido efector, por un

proceso poco conocido, 1a T es metabolizada, siendo su principal

metab olito la 5 cx-dihidrotestosterona ( DHT ).

3) La DHT se une específicamente y con alta afinidad a un

receptor proteico citoplasmático.

4) El complejo receptor hormona sufre cambios de estru_c

tura que condicionan su translocación al núcleo.

5) En el núcleo el complejo receptor —-hormona se une a

sitios definidos de la cromatina, denominados aceptores.

6) Como resultado de esta unión se produce una activación

de la transcripción que desencadena la serie de procesos respon

sables de la manifestación de 1a acción hormonal.

7) El complejo receptor-hormona abandona el núcleo por



un proceso aún no establecido.

Para las distintas etapas se han establecido mecanismos

característicos de regulación que serán tratados a continuación.

Biosfntesis de Andrógenos.

Si bien se han presentado evidencias de que distintos tg

jidos poseeri’an la capacidad de sintetizar andrógenos , resulta

evidente que este aporte es mfnimo comparado con la cantidad

producida por las células de Leydig, bajo el estfmulo tráfico

de 1a hormona luteinizante (LH). E1 mecanismo involucrado en

dicha estimulación es esencialmente el mismo que el demostrado

para otras hormonas proteicas. La unión de la LH a sus recep

tores especfficos incrementarfa la actividad de 1a adenilato ci

clasa con el consiguiente aumento del AMP cfclico intracelular.

Como consecuencia de la unión del AMP cfclico a la subunidad

regulatoria de una proteína kinasa citoplasmática se produciría

1a liberación de la subunidad catalftica, aumentando por consi

guiente 1a actividad de fosforilación.



La identidad de los sustratos fosforilados no ha sido es

tablecida hasta el momento, pero parece probable que, a semejaLn

za de lo observado en adrenal por estimulación con ACTH, el efeg

to final de dicha fosforilación sea 1a activación de los pasos enzi

máticos involucrados en el pasaje de colesterol a pregnenolona.

Si bien no existen dudas acerca del papel primordial de

la LH en la estimulación de la esteroideogénesis en la célula de

Leydlg, ciertas evidencias indican que su acción se encuentra

modulada por otras hormonas. Johonson y Ewing (5), trabajando

con perfusiones de testículo de conejo, determinaron que en cier

tas condiciones 1a FSH es capaz de actuar sinérgicamente con la

LH. En la rata este efecto parece ser particularmente importa_n

te en el animal inmaduro, tal como ha sido demostrado por Odell

y col. (6). Estos mismos autores comprobaron que el tratamien

to con FSH de animales prepúberes produce un aumento en el nú

mero de receptores para LH, lo que proporciona una posible ex

plicación para este efecto sinérgico (7).

Por otra. parte, y tal como se verá. en los capítulos co

rrespondientes, tanto la prolactina como la insulina son requer_i
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das para el normal funcionamiento de la célula de Leydig.

Transporte e_nplasma 1 fluIdo testicular.

Los andrógenos secretados por las células de Leydig pug

den seguir dos vfas: pasar a la circulación periférica a través de

la vena espermática o bien penetrar directamente a1 túbulo semi

ni'fero atravesando la barrera hemato-testicular. En ambos casos

el transporte se realiza mediante la unióna proteínas ligadoras.

En el plasma humano, la capacidad de unión a los este

roides fue atribufda inicialmente a la albúmina , pero más tarde

se comprobó la existencia de una beta globul ina.que une sólo 17

hidroxiester'oides tales como T, DHT y 3u-androstanodiol y en

menor medida estradiol (8.9.10). Los esteroides conjugados no

se unen en forma apreciable y ello podri'a explicar su mayor tasa

de depuración. Sin embargo , la función de dichas proteínas no

es del todo clara.

Se ha postulado, por comparación con la protefna trans

portadora de corticoides, que la unióna proteínas podrfa proteger

a los andrógenos de su desactivación enzimática y por lo tanto



ástas actuarían como reservorios de los cuales los andrógenos

seri'an liberados gradualmente hacia. los órganos blanco, luego de

su producción en el testículo. El aumento del porcentaje de unión

de andrógenos a proteinas durante el embarazo, demostrado por

Rivarola (9), sugiere además 1a posibilidad de que las proteínas

transportadoras plasmáticas constituyan un importante mecanismo

regulatorio para el control de la actividad androgénica.

En la rata, no obstante, no parece existir una proteína

plasmática específica para el transporte de andrógenos, y éstos

se unen principalmente a la albúmina (10,11).

Por otra parte, dado el alto requerimiento de andrógenos

que presentan las células gerrninales, el aporte directo de los mis_

mos hacia el túbulo seminl'fero parece ser esencial para el desa

rrollo normal de la espermatogénesis.

La correlación existente entre los niveles sanguIneos de

andrógenos y los determinados en el plasma seminal, sugerirfa

la existencia de un libre intercambio entre ambos compartimentos

(12). Sin embargo, la barrera hemato-testicular poseeri’a una

cierta selectividad para el pasaje de esteroides, dado que los an
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drógenos y particularmente los Sex-reducidos penetran con mucha

mayor facilidad que otros esteroides e incluso que el colesterol,

para el cual dicha barrera resulta impermeable (13,14).

En el fluIdo serninal, los andrógenos se unen con alta af_i

nidad a una protel'na sintetizada por las células de Sertoli. Dicha

proteína, denominada "protefna ligadora de andrógenos" o ABP,

presenta en la rata características fisicoqui'micas (PM : 90.000.

coeficiente de sedimentación : 4,6 S y estabilidad térmica) que

permiten diferenciarla del receptor citoplasmático para andróge

nos (15). En el conejo, sin embargo, resulta inmunológicamente

indistinguible de la globulina plasmática. que liga esteroides (16).

Importancia fisiológica de la. ABP x regulación de su sl'ntesis.

La síntesis de ABP es estimulable tanto por FSH (17-20)

como por T (21-24). No obstante, existen discrepancias sobre la

importancia relativa de ambos estímulos.

Luego de la hipofisectomfa se observa la desaparición de

ABP en testículo y epidl'dimo tanto en animales adultos (18,20) co

mo inmaduros (17). El tratamiento con FSH ya sea inmediatamente

después de la hipofisectomfa (17) o luego de producida la regresión
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testicular (17, 18, 20), aumenta el contenido de ABP tanto en tes_

tículo (18,20) como en epidfdimo(17).

E1 aumento en la síntesis de ABP en respuesta a FSH ha

sido igualmente demostrado en células de Sertoli en cultivo (23,

25,26).

Esta respuesta específica para FSH (2.7)sugeriri'a que 1a

conocida influencia de dicha gonadotrofina sobre 1a espermatogg

nesis es mediada por la célula de Sertoli. Esta hipótesis se apg

ya.además en la. existencia de receptores específicos en 1a mera

brana de 1a célula de Sertoli (28) 'y en 1a estimulación, por FSH,

de efectos bioqufmicos característicos de 1a acción gonadotrófica,

tales como el incremento de AMPc (2.8)y la activación de prote_I_'

na. kinasas (29).

La T es igualmente capaz de incrementar el contenido

de ABP tanto "ln vivo" (19-21) como "in 'vitro"(23). En animales

hipofisectomizados , la T puede mantener 1a producción de ABP

por largos períodos en ausencia de FSH, siempre que el trata

miento comience inmediatamente después de 1a hipofisectomi'a

(22). Pero, a diferencia de 1a FSH, si se deja transcurrir un

cierto lapso antes de comenzar el tratamiento, 1a T resulta inca
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paz por sf misma de reiniciar la producción de ABP. Este hecho

se correlaciona con la mayor efectividad de los andrógenos para

mantener que para iniciar la espermatogénesis en animales hipg

fisectomizados (30). El sinergismo entre la T y la FSH podría

ser parcialmente explicado por la capacidad de los andrógenos

para sensibilizar a la célula de Sertoli ante el estímulo de 1a ho;

mona hipofisaria (31,32).

Tindall y Means (33), sin embargo, atribuyen el apareg

te efecto estimulatorio de los andrógenos sobre la sintesis de ABP

a una estabilización de la protefna durante el procedimiento de

homogeneización, y sostienen que es la FSH quien ejerce el con

trol primario sobre su producción. A esta hipótesis se opondrfan,

no obstante, las evidencias que indican la andrógeno dependencia

de la célula de Sertoli, y la presencia en su citoplasma, de recep_

tores específicos para DHT, similares a los descriptos en otros

tejidos efectores (34). Por otra parte, si bien es cierto que los

animales inmaduros presentan una gran sensibilidad a la FSH,

ésta va disminuyendo durante el proceso de maduración, quedan

do la síntesis de esta protel'na en el animal adulto bajo el control

estricto de los andrógenos (35).
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Más controvertido aún resulta el problema del posible

significado fisiológico de la ABP.

Hansson y col. (34) han propuesto que, dada su capacidad

de unir andrógenos, la ABP podrl'a constituir un medio de trans

porte para los mismos hacia el epidi’dimo. Esta. suposición se

apoyari’aen las altas concentraciones de andrógenos requeridas

para 1a maduración de espermatozoides en el epidfdimo y en la

correlación existente entre dichas concentraciones y los niveles

de ABP (36). Por otra parte, y a semejanza de la proteína trang

portadora plasmática, la unión de los andrógenos a ABP podrl'a

protegerlos de su metabolización y permitiría mantener un nivel

aproximadamente constante de los mismos dentro del túbulo, a

pesar de las fluctuaciones diarias de su secreción (37).

Esta hipótesis ha sido parcialmente refutada por Van

der Molen (38), basándose en consideraciones sobre el volumen

y flujo en los distintos compartimentos intratesticulares. Según

este autor, la capacidad total de unión de la ABP y su constante

de disociación (Z nM), no le permitirían regular el nivel de andré

genos libres, fisiológicamente activos, intratesticulares, cuya.

concentración comparativamente alta (20-60 nM), se mantendría
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independientemente de 1a presencia de esta protefra,aparentemeg

te por un proceso de simple difusión desde el intersticio. A su

vez, postula que quizás el complejo ABP-DHT posea algún efecto

sobre las células germinales.

A pesar de estas discrepancias, existe un acuerdo gene

ral en que los niveles de ABP en testículo y epidfdimo constituyen

un buen parámetro para evaluar la funcionalidad de la célula de

Sertoli, y por lo tanto, la medición de los mismos puede brindar

una información útil en las alteraciones de 1a regulación hormo

nal de la espermatogénesis.

Metabolismo de andrógenos en tejidos e_fectores.

Es un hecho actualmente aceptado que la metabolización

de la T en sus tejidos efectores es un requisito esencial para la

completa expresión de su actividad androgénica.

En próstata de rata, órgano clásico para el estudio del

mecanismo de acción de andrógenos, la T es primeramente redg

cida en su doble enlace en la posición 4, transformándose en 50(

-dihidrotestosterona o DHT. La enzima responsable de esta con

versión, es la ¿4-3-cetoesteroide 5°(-reductasa o SN-reductasa
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(E. C. 1.3.1.4.), requiere NADPHcomo cofactor, y se localiza

principalmente en la fracción microsomal, aunque también se e_r_1

cuentra en cantidades apreciables en la fracción nuclear (39).

Nozu y Tamaoki (40) demostraron que la actividad en los núcleos

está asociada a la membrana externa, a partir de la cual se ori

ginarl'a el retl'culo endoplasmático (41). Este hecho y 1a similitud

en los parámetros cinéticos (42) sugieren que se trata en realidad

de una misma. enzima presente en ambos compartimentos subce

lulares.

Por acción de la 30€- y 3rd -h1droxiesteroide deshidroge

nasas (3°t- y 3/3-HDH, E.C. 1.1.1.50 y E.C. 1.1.1.51 respec

tivamente) la DHT puede ser posteriormente convertida en 3o<

o 3P -androstanodiol (3oc-o 3fi-diol).

La actividad de 1a 31X-HDH se localiza en su mayor pa;

te en la fracción soluble (43,44) y en menor medida en las frac

ciones nuclear (45) y microsomal (46). Una distribución similar

se observa para 1a 3fl-HDH (46).

Ambas enzimas pueden usar tanto NADPH como NADH

pero la mayor actividad se registra con el primero de los cofac

tores (46,43) .
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Por otra parte, en el caso de la 3N-HDH, el diferente

comportamiento frente a los cambios en el pH en 1a actividad de

la fracción soluble y 1a particulada permiten suponer la existen

cia de isoenzimas (47).

Una caracteristica notable de las enzimas mencionadas

es el valor extremadamente bajo de sus Km, del orden de luM

o inferiores. Esta alta afinidad es probablemente la que les pe_r_

mite desarrollar su máxima actividad aún con las bajas concen

traciones de esteroide presentes normalmente en el tejido.

El esquema descripto para el metabolismo de la T en

próstata es igualmente válido para otros órganos sexuales acce

sorios tales como 1a vesícula seminal (48) y el epidi'dimo (44, 50,

51) y estructuras nerviosas como 1a hipófisis y el hipotálamo (52).

En el caso del testi'culo 1a situación es más compleja,

ya que si bien se reconoce su capacidad de convertir la T a.DHT

y a androstanodioles, existen discrepancias sobre la contribución

relativa de los distintos tipos celulares.

Rivarola y col. , basándose en estudios de metabolismo

"in vitro" (53) y determinación de metabolitos endógenos (54) con

cluyeron que, en la rata inrnadura, los túbulos semini'feros son
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capaces de producir proporcionalmente más 3Ot-diol que el tejido

intersticial. Contrariamente, otros autores sostienen que tanto

la SN-reductasa como la 3O<-HDHse encuentran fundamentalmen

te localizadas en el tejido intersticial (55,56). Estas discrepan

cias podri'an ser parcialmente debidas a diferencias en los méto

dos de obtención de las distintas fracciones y en las condiciones

de incubación (55,57).

Por otra parte, a pesar de las diferencias en cuanto a la

distribución, es un hecho generalmente aceptado que la actividad

especifica de la 5 W-reductasa y de la 3o(-HDH son máximas en

el animal inrnaduro (58,59) concordantemente con el hecho de que

en estos animales el 30<-diol es el principal andrógeno circulan

te, mientras que en el adulto lo es la T (54,60).

Una posible explicación para estos cambios durante el

proceso de maduración estaría dada por los resultados obtenidos

por Dorrington y Fritz en cultivos de células aisladas (61,62).

Estos autores demostraron que el metabolismo de la T en el túbg

lo seminffero tiene lugar en la célula de Sertoli y en los esperma

tocitos, pero no en las espermátidas. La célula de Sertoli es ca

paz de convertir la T en 3D{-diolmientras que el espermatocito



-18

sólo podrl'a reducirla a DHT. Esto indicari'a que la elevada activ_i

dad específica en los túbulos seminfferos de las ratas inmaduras

sería un reflejo de la mayor proporción de las células de Sertoli

y espermatocitos presentes, mientras que en el adulto la dismi

nución de dicha actividad sería una consecuencia del incremento

en la proporción de espermátides maduras. Sin embargo, no pue

de descartarse, como se verá más adelante, la posibilidad de

que las variaciones observadas sean producidas por cambios en

los niveles hormonales.

Estudios recientes han demostrado además que el tes

ti'culo posee enzimas capaces de convertir la T en estradiol y en

compuestos 7 hidroxilados. La aromatización de la T tiene lugar

en la célula de Sertoli (63). mientras que la 7M-hidroxilasa está.

localizada fundamentalmente en el tejido intersticial (64). La ac

tividad de esta última enzima aumenta con la edad, en forma in

versa a la de la SM-reductasa (64,65).

ImBortancia fisiológica del metabolismo de la T.

Numerosos trabajos han llevado a la conclusión de que

la DHT es el andrógeno biológicamente activo y que por lo tanto
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la SN-reducción de 1a T es un paso esencial en el mecanismo de

acción androgénica.

Esta conclusión se basari'a fundamentalmente en los si

guientes hechos:

1) Luego de inyectar T-3H el mayor porcentaje de radig

actividad se encuentra como DHT y se halla localizada en los nú

cleos de los tejidos efectores (66,67). Estos resultados han sido

confirmados recientemente a través de la medición de los distin

tos metabolitos endógenos (68).

2) La DHT resulta más efectiva que 1a T en la producción

de respuestas biológicas tanto "in vivo" (64) como "in vitro” (70).

3) La administración de inhibidores de la Sex-reductasa

provoca una disminución en el efecto trófico de 1a T en animales

castrados (70).

A estas evidencias experimentales se sumarfan además

los casos clínicos de pseudohermafroditismo masculino asociados

a una deficiencia congénita en la 5N-reductasa (71).

En cuanto a las 3°< y 3/3-HDH su papel fisiológico no ha

sido hasta el momento establecido en forma concluyente. Dado
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que ni el 3 o! ni el 3/5-diol se unen apreciablemente al receptor

citoplasmático para andrógenos y que sus concentraciones en el

núcleo son prácticamente no detectables (72), es posible suponer

que ambas enzimas podrían regular la concentración intracelular

de DHT y controlar asi' su alto poder mitogénico.

Por otra parte ciertos autores postulan 1a existencia de

acciones específicas para los androstanodioles. Baulieu y col.

(73) han sugerido que el 3p-diol estaria involucrado en la regula

ción de la actividad secretoria del epitelio prostático. Este meta

bolito es igualmente capaz de mantener la espermatogénesis en

ratas hipofisectomizadas (74).

En cuanto al 3cx-diol, diferentes autores han demostrado

su eficacia en la manutención de la viabilidad de espermatozoides

(’75)y de los niveles de ABP en el epidi'dimo (76), yen la supre

sión de LH en animales castrados (77).

Sin embargo, considerando la reversibilidad de las reac

ciones de reducción, se hace dificil discernir si las acciones men

cionadas son producidas por los androstanodioles "per se" o a

través de su reconversión a DHT, debiéndose las diferencias en

la actividad biológica "in vivo" a las distintas velocidades de depg
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ración plasmática o al grado de asociación a protei’nas séricas

(78).

Regulación hormonal del metabolismo de andrógenos

La actividad de la 5oK-reductasa en próstata y epidfdimo

es dependiente de andrógenos, tal como lo demuestra la notable

disminución de dicha actividad luego de la castración y su resta

blecimiento por tratamiento con T (79,80).

El tratamiento con T de animales intactos puede elevar

la actividad de esta enzima por enciIna de los niveles normales

en próstata (81) pero no asi’ en epidi'dimo (80).

La andrógeno dependencia de la Sot-reductasa constituye

un mecanismo singular de amplificación de la acción androgénica,

ya que la T inducirfa su propia activación. Este sin embargo no

parece ser un mecanismo generalizado para todos los tejidos efe;

tores de andrógenos, ya que en el túbulo semini'fero la T tendria

un efecto inhibitorio sobre la actividad de la Su-reductasa (82,

83). En este tejido la enzima estaría principalmente bajo el con

trol de 1a LH y FSH (83).

En hipófisis e hipotálamo, los andrógenos ejerceri'an
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igualmente un control negativo sobre 1a actividad de la 5 ¡X

reductasa (52) en forma similar a lo que se observa en adrenal

(84).

Los esteroides adrenales y el estradiol son. por otra

parte, capaces de inhibir la Sot-reductasa en próstata (74). E1

efecto inhibitorio del estradiol, como asi' también el de ciertos

esteroides sintéticos, es particularmente evidente en experien

cias "in vitro" (85, 86 ).

La regulación de las 3o!y 3fé-HDH en tejidos efectores

de andrógenos ha sido considerablemente menos estudiada.

La castración no altera 1a actividad de 1a 3°<-HDH en

próstata de rata (87), pero si en epidi’dimodonde esta actividad

disminuye notablemente, siendo normalizada por tratamiento con

T (88, 89. 90).

Por otra parte, 1a adición de FSH produce sólo un leve

aumento enla conversión de DHT a 3 °< -diol en cultivo de célu

las de Sertoli, mientras que el pasaje de testosterona a DHT se

incrementa en un cien por ciento (91).
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Receptores para andrógenos.

Se ha convenido en designar con el término de receptor

para una.hormona. determinada, al componente celular capaz de

unirse a dicha hormona en forma específica y con alta afinidad,

y de producir como consecuencia de esta unión una respuesta big

lógica definida.

En los tejidos efectores para andrógenos ha sido descrip

ta la presencia de una proteína citoplasmática que une preferente

mente DHT y en menor medida T. Su coeficiente de sedimentación,

de alrededor de 8 S , puede transformarse en 4,5 S por calentamieg

to a 20 'C o por aumento de 1a fuerza iónica (92, 93, 94). El peso

molecular aproximado, para la forma 8 S , es de 276000 (92) y la

constante de disociación para la DHT del orden de 10-9 M .

Experiencias "in vitro" con DHT - 3H han demostrado

que,en próstata de rata, la radiactividad asociada al pico de 4,5 S

puede ser transferida al núcleo (94) donde se la encuentra. asocia

da a una porción no histónica de la cromatina a la que se ha deno

minado aceptor (96).

Por otra parte, cuando los núcleos son extraídos con
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KClO,4 M, se obtiene un complejo de coeficiente de sedimenta

ción ligeramente inferior a1 del citoplasmático (97), lo que su

gerirfa la existencia de unproceso de activación previo a la tran;

locación, cuya naturaleza no ha sido establecida hasta el momento.

El esquema antes mencionado ha.sido parcialmente veri

ficado en otros tejidos andrógeno dependientes tales como el epi

di'dimo (98) y el túbulo seminl'fero (99).

Numerosas evidencias indican por otra parte que la unión

de la DHTa.esta proteína citoplasmática. es parte integrante del

mecanismo de acción androgénica y autorizan a considerar a dicha

protei’na como su receptor especifico.

Esta evidencias podri'an sumarizarse en los siguientes

hechos:

l) La estrecha correlación existente entre la capacidad

de uniónde distintos esteroides a la proteína citoplasmática, me

dida a través del desplazamiento de DHT-3H, y su poder andro

génico (100).

2) Los compuestos capaces de bloquear el efecto de los

andrógenog,conocidos como anti-andrógenos, inhiben la formación

del complejo receptor-DHT(66.101).
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3) El complejo receptor-DHT aislado puede estimular,

en próstatgla actividad de 1a ARNpolimerasa ADNdependiente

(102).

4) Tanto en el sfndrome de testfculo femineizante como

en las cepas mutantes de animales tfrn, caracterizados por pose

er cariotipo XYcon fenotipo femenino e insensibilidad a los andrí

genos, no es posible detectar el receptor citosólico 8 S (103).

Existen no obstante ciertas evidencias que indican que no

todas las acciones de los andrógenos estarían mediadas por 1a v

unión de la DHTal receptor citoplasmático, especialmente aque

llas que no se 'verificarfan a nivel nuclear. tales como las produ

cidas por la T o el 3o<-diol (4, 104).

Como consecuencia de la interacción del complejo recep

tor -DHT con la cromatina se produciri'a un incremento de la acti

vidad de templado que conducirfa finalmente a 1a manifestación de

las respuestas tfpicas de la acción hormonal en cada tejido.

La naturaleza de estos fenómenos, que ha sido exhausti

vamente analizada por Mainwaring (4) y Liao (97), no se tratará

en detalle en el presente estudio, cuyo interés se centrará prin
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cipalmente en los procesos que tienen lugar desde 1a producción

de 1a T en 1a célula de Leydig hasta la formación del complejo re

ceptor-DHT (Ver esquema general del metabolismo enla pag. 27).

Regulación del receptor citoplasmático para andrógenos.

Tal como ocurre con 1a 5(X-reductasa, ia concentración

del receptor citoplasmático para'DHT es dependiente del aporte

de andrógenos testiculares. E1 contenido del receptor en prós

tata de rata disminuye rápidamente luego de 1a castración, pu

diendo ser restablecido por tratamiento con T o DHT (105,106).

Sullivan y Stroot (107) han propuesto la existencia de un

mecanismo adicional. no dependiente de andrógenos, para 1a re

gulación del receptor en próstata, basándose en 1a recuperación

por ellos detectada, alrededor del cuarto dfa luego de 1a castra

ción . Sin embargo esta recuperación es evidente sólo cuando

expresan sus resultados como concentración por mg de proteína

o por ug de ADN, ya que el contenido total del receptor, por 6r

gano, continúa decreciendo a través del tiempo post-castración.

En el epidfdimo, si bien se han presentado ciertas evi
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Esquema simplificado del metabolismo de 1a T en los tg
jidos efectores de andrógenos (A) y configuración de los anillos
A y B de la. T y 1a DHT (B) según Líao (100). La mayor planari
dad de la molécula de DHT 1e conferírl'a una mayor afinidad por
el receptor, en tanto que la reducción del carbonilo en 1a posición
3, en el caso del 3°< y 3fi-díol, impedírfa su unión con el mismo.
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dencias en sentido opuesto (108,109,110), 1a situación parece ser

esencialmente la misma, observándose una rápida disminución en

el contenido del receptor luego de la castración que es revertida

por tratamiento con andrógenos (lll , 112.113 .114).

Objetivos de la presente investigación.

La información presentada resuxnirfa el conocimiento ag

tual sobre los factores involucrados en la regulación del mecanis

mo de acción de andrógenos. Existen sin embargo ciertas evideg

cias de que otros factores hormonales, además de los menciona

dos, podrl'an ejercer un efecto regulatorio sobre la acción de la

T en sus tejidos efectores. Estos son la prolactina, la insulina

y los andrógenos administrados durante el período neonatal.

El objeto de 1a presente investigación es estudiar el efe_c_

to de dichos factores sobre el transporte, el metabolismo y la u

nión de los andrógenosa sus receptores especificos. Finalmente

se analizará la existencia de interrelaciones entre estos paráme

tros como un posible mecanismo de regulación intracelular.

Con el objeto de facilitar la exposición y el análisis de

los resultados cada uno de los temas será tratado por separado.

siendo precedido por la correspondiente introducción.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (Rattus

nor'vegicus albinus variedad Wistar). Los animales fueron man

tenidos a temperatura constante (25°C), con períodos de luz de

lZ horas y 12 horas de oscuridad y recibieron dieta balanceada

y agua "ad libituxn".

Obtención de los animales diabéticos

La diabetes se produjo, en animales de 60 dfas de edad,

mediante la inyección de estreptozotocina (UpjohnCo.lot 60140)

(droga que destruye selectivamente las células beta del páncreas)

por vfa endovenosa en una dosis de 65 mg por kilogramo de peso

corporal. La droga se preparó en solución salina acidificada con

unas gotas de ácido cítrico 0,025 M hasta ajustar el pH a 4,5.

El éxito del tratamiento se evaluó 3 dfas después de la

inyección, determinando la concentración de glucosa en sangre

mediante tiras reactivas Destrotix. Se consideraron diabéticos

aquellos animales que presentaron una marcada hiperglucemia
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conjuntamente con glucosuria y poliuria.

Los animales se utilizaron 30 días después de la inyec

ción de estreptozotocina.

Tratamiento con insulina de los aniznales diabéticos

Un grupo de animales diabéticos fue inyectado con Z UI/

rata/día, de una suspensión de protarnina zinc insulina (Eli Lilly

& Co) , subcutáneamente, comenzando 15 días después de la adm_i_

nistración de estreptozotocina y prolongando este tratamiento du

rante 15 días. Con esta dosis se logró una normalización parcial

de la glucemia.

Tratamiento con testosterona de los animales diabéticos

Las distintas dosis de propionato de testosterona (PT)

(50-5000 ug/rata/dfa) se inyectaron subcutáneamente en un volu

men de 0,1 ml de aceite vegetal. Los animales control recibie

ron aceite vegetal solamente. El tratamiento se prolongó durante

10 dfas a partir de los 20 días de la inyección de estreptozotocina.
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Tratamiento con prolactina

Se usó prolactina ovina (NIH PS-12.) (PRLo) , disuelta en

solución salina (NaCl 0,85%) ajustada a pH 9,0 con NaOH 0,1 N.

Las distintas dosis (5-500 ug/rata/dfa) se dividieron en dos inyeg

ciones subcutáneas de 0,1 ml dadas a las 10.00 y 18.00 hs. Los

animales control recibieron solución salina.

El tratamiento se prolongó durante 10 dfas comenzando

a los 30 días de edad. Los animales fueron sacrificados por de

capitación aproximadamente 16 hs después de la última inyección.

La sangre se recogió para los ensayos hormonales correspondieg

tes.

Tratamiento con drogas que modifican la secreción de prolactina

Con el fin de suprimir 1a liberación de prolactina (PRL)

los animales fueron tratados con mesilato de Z-Br-tx-ergocrip

tina, (CB-154, Sandoz, Suiza), agonista dopaminérgico que inhi

be la secreción hipofisaria de dicha hormona (115). La bromo

criptina, previo agregado de igual cantidad de ácido tartárico,

fue disuelta en etanol 70% - solución fisiológica (30:70 v/v) y se

administró a razón de 3 mg/kg de peso/día.



El sulfato de sulpirida fue obtenido comercialmente (Vi

pral, Roemmers) y se inyectó en una dosis de 43 mg/kg de peso/

dfa.

La solución de pimocida se realizó en tartárico 0,1 M y

fue posteriormente diluIda con solución salina. La dosis inyectg

da fue de 630 ug/kg de peso/día.

Para las tres drogas mencionadas la edad de los anima

les y el esquema de las inyecciones fue el mismo que para la

PRLo.

Obtención de animales androgenizados

Los animales, (en este caso de la cepa Instituto de Fi

siologi'a, de la Facultad de Medicina), recibieron una única dosis

de PT (1 mg/rata) , en el primer dia de vida post parto.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitación a los 90

di'as de edad utilizándose su sangre para los estudios hormonales.

Determinación de la concentración de la proteina transportado

ra de andrógenos (ABP)

Dado que la velocidad de disociación del complejo ABP
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DHT es alta (tl/Z O°C = 6 min) (116) comparada con el tiempo re

querido para la separación del esteroide unidodel libre, se hace

necesario, para la medición de esta proteína, el uso de un méto

do en condiciones de estado estacionario, es decir en el que las

velocidades de asociación y disociación sean iguales.

El método utilizado, electroforesis en estado estaciona

rio descripto por Ritzén (“117), combina 1a alta resolución de la

electroforesis en geles con las "ventajasdel estado estacionario.

Básicamente, el método consiste en disolver el ligando marcado,

en este caso DHT-3H, en la solución de acrilamida antes de su

polimerización, con lo que durante su paso a través del gel, el

esteroide unido se encuentra siempre en equilibrio con una con

centración constante de hormona libre.

Preparación de las muestras: Los animales fueron muertos por

decapitación. Los testículos decapsulados y las cabezas de epi

dfdimo fueron homogeneizadas en buffer Tris-HCl lO mM conte

niendo l ,0 .rnMEDTA, l ,Q mM Z-mercaptoetanol, 10%en glicerol,

de pH 7,4, en una relación 1:3 p/v. Todas las operaciones se rea

lizaron a 0-4°C. Los homogenatos se centrifugaron a 105 000 x

g durante 60 min y los sobrenadantes fueron incubados con agita
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ción constante con carbón ( 1 mg/mg de proteína) durante toda 1a

noche, con el fin de eliminar los esteroides endógenos. Luego

de la incubación, el carbón se separó por centrifugación a 10 000

x g durante 30 min. En experimentos posteriores la adsorción

con carbón fue obviada por comprobarse que no modificaba el

valor final. Las muestras, previa extracción de alícuotas para

la determinación de proteínas, fueron conservadas a -20°C.

Electroforesis en geles de poliacrilamida: Los geles fueron con

feccionados de acuerdo con lo descripto por Davis (118) con el

agregado de glicerol al 10%en el gel de resolución para aumen

tar la solubilidad del esteroide. La DHT-3H(Dihidrotestostero

na 1.2,4.5,6.7 3mm A.E. 123 Ci/mmol, NewEngland Nuclear)

fue evaporada a sequedad y disuelta en las soluciones de gel de

modo tal que las concentraciones fueran 15 nM para el gel com

pactador y 2 nM para el gel de resolución. Se usaron tubos de

5 mm de diámetro interno siendo las longitudes correspondientes

al gel compactador y al de resolución de 10 y 65 mm respectiva

mente.

En cada gel se sembraron entre 300 y 800 ug de proteí
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na en un volumen máximo de 200 ul. Los geles se sumergieron

totalmente en el bufier de corrida (Tris - glicina pH 8,6); en la

cámara electrolftica superior se agregaron unas gotas de azul de

bromofenol como indicador del frente de corrida. La electroforg

sis se realizó a 0°C durante 7 hs a.2 mA por tubo hasta un máxi

mo de 150 V.

Finalizada la corrida electroforética los geles fueron

cortados trans'versalmente en secciones de 2 mm de espesor que

se colocaron en viales de polietileno (50 x 12 mm) , se les agregó

3 ml de tolueno centelleante y se contaron 12.a 14 hs más tarde.

En estas condiciones el 98%de la radiactividad fue extraída por

el tolueno. (Ver Figura de la pag. 36).

Cálculo de los resultados

En condiciones de estado estacionario es válida. 1a ley

de acción de masas y por lo tanto, considerando un solo sitio de

uniónpor molécula de proteína. puede plantearse la ecuación:

Kd=JM m
( ABP -DHT )
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Perfil tfpico de radioactividad en los geles usados para
1a determinación de ABP. A : ABP; B : albúmina; C : indicador
de corrida.



Donde:

Kd 2

(DHT):

( ABP-DHT ) :

(ABP):
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9M.constante de disociación = 2. 10

concentración de esteroide libre, se determina

a partir de la actividad específica y de la radig

actividad medida en un volumen conocido del

gel.

concentración del esteroide unido, se obtiene

de la radioactividad medida en el pico corres

pondiente, luego de sustraer el "background"

de esteroide libre (nivel de radioactividad de

lante y detrás del pico).

sitios libres de unión.

Por otra parte:

( ABP total )=(ABP) + (ABP-DHT)

Luego sustituyendo en ( I ) y despejando la concentración

total de la proteina transportadora:

( ABP total ) (ABP-DHT). (Kd/(DHT)+ 1)
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Como ABPtotal YABP'DHT están igualmente distribuf

das en el mismo volumen, las concentraciones molares pueden

reemplazarse por las cantidades totales en moles.

ABP total = ABP-DHT (Kt1 / ( DHT) + l )

Los resultados se expresan usualmente como pmoles/

mg de proteína o pmoles/órgano.

Metabolismo de andrógenos

14
Obtención de 30'. -diol- C

El 3K-diol-14C se obtuvo a partir de DHT"-14C( Dihy

drotestosterone-4-14C, NewEngland Nuclear A.E. 57,5 mCi/

mmol, mediante una preparación de 31X-HDHparcialmente puri

ficada de próstata de rata.

Para la obtención de la enzima se homogeneizaron prós

tatas de ratas adultas en buffer Tris 50 mM, 0,25 M en sacarosa,

1,5 mM en EDTA, 1 mM en D'I‘T, pH 7,4 (buffer R), en una rela

ción 1:3 p/v. La homogeneización se llevó a cabo a 0-4°C usan

do un homogeneizador Polytron ( Kinemática, Steinhofhalde ). El
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homogenato se filtró a través de Nytex 50 y se centrifugó a

150 000 x g por l h a 4°C en una ultracentri'fuga Beckman L2

óSB. La fracción citosólica asi' obtenida se precipitó con sulfato

de amonio en el rango 0-40% de saturación, mediante el agregado,

gota a gota, de una solución de sulfato de amonio al 80%previa

mente neutralizada. Se dejó reposar durante 40 min a 0°C luego

de los cuales se centrifugó 30 min a 10 000 rpm usando una cen

trífuga International B 20. El sobrenadante fue llevado al 80%de

saturación por agregado de sulfato de amonio sólido. Luego de

40 min se centrifugó nuevamente, el precipitado fue resuspendido

en el mismo buffer en una relación de 5 ml por gramo de tejido

original y separado en all'cuotas de 0,5 ml que se conservaron

congeladas a -20°C. En estas condiciones la enzima resultó ac

tiva por varios meses.

Para la obtención del 3tx-diol-14C , aproximadamente

2.106 cpm de DHT-14C se incubaron con 0,5 ml de la prepara

ción enzimática y NADPHen una concentración final de l mg/ml,

durante 1 h a 37°C. La reacción se detuvo mediante el agregado

de 2 ml de acetato de etilo. La separación de fases se efectuó por

congelamiento a -70'C. La extracción se repitió con otros 2 ml
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de acetato de etilo. Las fases orgánicas se reunieron y se lleva

ron a sequedad. El extracto se tomó con 3 gotas de cloroformo

metanol 1:1 y se sembró en una placa delgada de sflica gel (Merck,

60 F 254) que se desarrolló con un sistema de cloroformo-éter

etflico 4:1 o cloroformo-metanol 98:2. La DHT-14C remanente

14C se localizaron mediante un radiocromatógrafoy el 3°<-diol

Scanner Packard modelo 385. E1 cálculo de las áreas de los pi

cos permite calcular el rendimiento que osciló entre el 50 y el

85%. Las zonas correspondientes a DHT y 3o<-diol se eluyeron

con cloroformo-metanol 1:1. El 3°<-diol se recromatografió en

papel Whatman 3 usando un sistema Bush A (n-hexano-metanol

agua 10:9:1). Este sistema separa los isómeros 3°(y 3/5 . Se

comprobó que el esteroide obtenido corresponde en un 98%al

isómero o( . E1 3 N-diol fue finalmente elulÏdo con metanol.

Obtención de 3/3 -diol-14C

14
El 3/3-diol- C se obtuvo por reducción química de la

14 ó
DHT- C con borohidruro de sodio. Aproximadamente 2.10

14
cpm de DHT- C se llevaron a sequedad en un tubo de ensayos

a1 que se agregó 0,1rnl de una solución de BH4Na (K ¿a K Labo
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ratories Inc.) (ómg/ml en metanol). Se dejó reaccionar durante

10 minutos a temperatura ambiente, luego de los cuales se agre

gó 1 ml de agua destilada. Se efectuaron dos extracciones con 2

m1de acetato de etilo y se procedió a la separación cromatogra

fica tal como se indicó para el 36€-diol. El análisis radiocroma

tográfico indicó que la. eficiencia de la reducción de la DHT es

prácticamente del 100%. En la cromatografl'a en papel se obtie

nen dos picos, uno correspondiente a1 3fó-diol (60 %) y otro (40 %).

a. un producto de movilidad similar al 3°(-diol pero distinto de és

te, según se dedujo de los datos de cristalización.

La zona correspondiente al 3/5-diol se eluyó con metanol.

Aislamiento de túbulos seminl'feros por tratamiento con colage

nasa.

Se utilizó la técnica descripta por Mendelson y col.( 119)

usando colagenasa (Worthington)para la dispersión del tejido tu

bular.

Los testiízulos descapsulados, colocados en tubos de plág

tico (Falcon)(ó testículos por tubo), fueron suspendidos en Medio

199 (Difco Co.) en la relación de l testfculo por m1 de medio con

teniendo 0,3 mg de colagenasa/ml. La incubación se realizó a
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37°C durante 15-20 minutos en un incubador Dubnoff, bajo atmós

fera de carbógeno (95 "¡o02-5 % CIOZ)con agitación constante.

Conel objeto de dispersar mejor el tejido, se agitó en forma ro

tatoria el tubo incubado, durante 3 minutos dejándolo reposar otros

3 minutos. Finalizada. la incubación 1a.reacción se detuvo por di

lución con Medio 199 fri'o ( 8 ml por cada ml de incubación). La

suspensión se filtró a través de Nitex 50. Los túbuloo se la'varon

con 2 volúmenes de Medio 199 frío, se secaron sobre papel de fil

tro y se pesaron.

Determinación de 1a actividad de 1a Su -reducta.aa en homoge

nato total.

Las próstatas y epidl'dimoa, previamente disecados y li

bradoa de tejido conectivo y graso, y los túbulos aislados, se ho

mogeneizaron en buffer R en una.relación 1:10 (p/v) en un homo

genizador Poly-tron. El homogenato se filtró por Nytex 50 y 1,5

m1 del mismo se incubaron con T-3H (Teatosterone 1,2,6,7-3H

(N), A.E. 98,8 01/ mmol, New England Nuclear)(600 ooo cpm),
- -4

T no radiactiva (0,36 . 10 6 M) y NADPH 4.10 M, a. 37°C.
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A los tiempos 0, 7,5 y 15 minutos se tomaron alfcuotas de 0,5 m1

que se transvasaron a tubos contenientdo 1,5 ml de acetato de eti_

lo con el fin de detener la reacción. A cada uno de los tubos se

agregaron 3. 000 cpm de 3°<-diol-14C y 3. 000 cpm de DHT-14C

(para evaluar pérdidas), y 20 ug de T y A4-androstenediona no

radiacti'vas (Sigma). La extracción y separación de los esteroi

des por capa delgada de sflicagel se realizó según se describió

anteriormente. Las zonas correspondientes. a T y A4-androste

nediona se localizaron por su absorción a.la luz ultravioleta.

Paralelamente se corrió una placa con esteroides patrón que fue

revelada con ácido fosfomolibdico. Tomando como referencia es

ta placa y la ubicación de la T y A4-androstenediona en cada uno

de los cromatogramas, se procedió a separar las zonas de 3cx /

[5 -dioles y DHT. Las porciones de snica. fueron colocadas en

sendos viales a los cuales se agregó 0,5 m1 de metanol y 6 m1 de

líquido centellante (tolueno conteniendo 0,5 %PPO y 0,05 %POE

OP).

Determinación de la actividad de la 30( - HDHen homogenato total

En este caso, 60 ul del homogenato se llevaron a 1.5 ml
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con buffer R en un vial. conteniendo 600. 000 cpm de DHT-3H(New

England Nuclear, A.E. 123 01/ mmol), 0,36. 10'6M de DHT (Ste_

raloids) , 4. 10“4 M en NADPH. Las alícuotas fueron como en el

caso anterior de 0,5 m1 y fueron tomadas a los tiempos 0, 10 y

20 minutos. Una vez detenida la reacción se agregaron 5. 000 cpm

de 3o<-diol-14C e igual número de cuentas de 3,6-diol-14C. Los

extractos se cromatografiaron directamente en papel. Las zonas

correspondientes a los esteroides, ubicadas mediante el radiocro

matógrafo, se eluyeron con metanol ( 2 veces con 2 m1). E1 extrag

to metanólico se llevó a sequedad en un vial de conteo a1 que se

agregó el líquido centellante.

Actividad de 1a 54x-reductasa en 1a fracción microsomal.

Los tejidos se homogeneizaron en buffer R, tal como se

describió anteriormente, en una relación 1:3 (p/v). E1 homogena

to se centrifugó a 17.000 x g durante 30minutos, el precipitado

se descartó y el sobrenadante se centrifugó a 105.000 x g durante

1 h. Este último sobrenadante se usó para el ensayo de 1a 3o<

HDHen la fracción soluble, mientras que el precipitado fue re

suspendido en buffer R.en una proporción de 3 ml por g de tejido
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original. Para 1a determinación de 1a actividad enzimática, 0, 5

m1 de esta fracción se incubaron con 200. 000 cpm de T-3H, 0,35

.10 'óM de T y 4.1o'4M de NADPH a 37°C durante 1 h ( 1a velo

cidad de reacción se mantiene lineal durante este período). La

reacción se detuvo por agregado de acetato de etilo procediéndose

para 1a extracción y separación como se indicó para los homoge

natos.

Actividad de 1a 3o<-HDH en 1a fracción soluble.

En este caso, 15 ul del sobrenadante de 105.000 x g fue

ron incubados con 250.000 cpm de DHT-3H, 0,35. 10-6M de DHT

y 4. 10-4M en NADPH en un volumen final de 0,5 ml de buffer R.

El tiempo de incubación fue de 20 minutos a 37°C. La extracción

y separación ae efectuaron en 1a forma ya descripta.

Estudios enzimáticos en hipófisia e hipotálamo.

En estos casos la relación de homogenización fue de 1:

30. Dada 1a baja actividad enzimática en estos órganos y 1a po

ca disponibilidad de tejido 5610fue posible efectuar las incubacio

nes a partir de T-3H. La actividad de las 3cry 3 fó-HDH se es



-46

timó mediante el cálculo de la relación 3o<+3/5 -diol/ DHT for

mados.

Cálculo de las actividades.

La corrección por pérdidas se realizó mediante la medi
3

14C y H por el método de Okita (120). Para

evitar los errores debidos al "quenching", los estándares de 14C

ción simultánea de

y los sustratos tritiados fueron contados en las mismas condicio

nes en que se encuentran las muestras luego de las separaciones

cromatográficas.

La actividad de la Su-reductasa se expresó como la ve

locidad inicial de formación de los productos 50‘ -reducidos,.(DHT,

30!y 3/3-diol) , en tanto que para la. 3a y 3/5 -HDH se considera

ron las velocidades de formación de los dioles respectivos.

En el caso de los homogenatos los resultados son el pro

medio de tres preparaciones distintas por cada grupo.

Radioinniunoensayo.

Los niveles plasmáticos de 3°< y 3/5-diol se midieron

usando anticuerpos específicos (anti 3°! -3-4 A 3 N-diol 15 BSA
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y R+ 39-40 A - 3F5-diol - 7BSA) gentilmente cedidos por los doc

tores B. Kounetzova y F. Dra.)r(12.1)y los correspondientes tra.

zadores radiactivos (Androstan-3d ,17/5 -diol-50( -1,2- (N) y

Androstan-3/L ,17/5 -diol-50(-l ,2-3H (N)provistos por NewEn

gland Nuclear y Amersham respectivamente).

El dosaje de T se realizó mediante 1a utilización de un

suero anti-T obtenido por inmunización activa de conejos con un

conjugado de T-BSA preparado por acoplamiento de 1a carboxime

til oxima de la T a BSA. Este anticuerpo da una alta reacción cru

zada con la DHT y por lo tanto ambos esteroides fueron determi

nados en forma conjunta.

Para la determinación del estradiol sérico se usó un an

ticuerpo altamente específico (estradiol-ó-carboximetoxima-BSA)

gentilmente cedido por los doctores K. Pirke y P. Doerr (Max

Plnck Institut, Munich) y 3H-estra.diol (New England Nuclear).

Para las determinaciones hormonales se extrajeron alf

cuotas de los sueros con éter etílico (Merck), en dos "veces con

5 ml. El residuo evaporada de los extractos fue resuspendido en

0,5 m1 de buffer de ensayo (NaZHPO .7H O 0,04 M; NaH4 2 Z

0,03 M; azida sódica 0,015 M; NaCl 0,15 M; EDTA 10 mM y gelatina
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0,1 ‘70,pH 7,0). Un alícuota apropiada fue utilizada para el ensa

yo del esteroide en cuestión. La separación de 1a hormona libre

se efectuó por agregado de 0,2 ml de una suspensión de carbón

(Norit A)- dextrano(70), 0,5-0,05 % (p/v), en el buffer de ensayo.

Los niveles séricos de PRL y LH fueron determinados me

diante radioinmunuensayo usando una.técnica de doble anticuerpo .

Los equipos correspondientes fueron provistos por 1a NIAMDD

Rat Pituitaryr Agency. Las hormonas fueron marcadas mediante

1a técnica de 1a lactoperoxidasa que se describe posteriormente.

Las concentraciones de las gonadotrofinas fueron expresadas en

ng/ml tomando como base el estándard suministrado (RP-1).

T tisular

Para. la determinación de 1a T tisular se descapsularon

los testículos y se homogeneizaron en 3 ml de NaCl 0,15 M con

teniendo 5 % de etanol. La extracción se realizó con .10rn! de

acetato de etilo ( Z veces ) previo agregado de 8 000 dpm de

T-jH. La separaCiónde los estermdes se realizó en columnas

de celite-propilenglicol (1:1) (0,5 x 13 cm) usando las siguientes

mezclas de solventes: n-hexano: tolueno (4:1) Z m1 (lavado); n-he
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xanoztolueno (3:1) (DHT); n-hexanoúolueno (1:1) (T); n-hexano:

tolueno (2:3) , 5 ml y n-hexano:to.‘.ueno (3:7), 10 m1 (3 ot + 3/5 

diol). El residuo seco de la hormona. purificada fue redlsuelto en

500 ul de buffer de ensayo y se tomaron de allí las alfcuotas

correspondentes para evaluar pérdidas y para medir T por radio

inmunoensayo.

Estudios de unión de andrógenos a sus receptores especfficos

Para los estudios de unión de andrógenos se usó un an

drógeno sintético, 1a metiltrienolona (R1881)que se une a los re

ceptores específicos con alta afinidad y presenta 1a ventaja de no

ser metabolizable (122.). Se preparó una solución madre de 50

nmol/l de R1881-3H(17 hydroxy-l? methy1-4.9. 11-estratríen-3

one-3H, New England Nuclear, A.E. 87.0 Cí/mxnol) en benceno

etanol (9:1). La solución de R1881 radioinerte (10 nmol/ml) se

preparó en etanol absoluto.

El tejido fue homogeneizado a 0-4°C en buffer Tris 10

mM conteniendo EDTA 1,5 mM , MgCl 1 mM y sacarosa 0,25 M

pH 7,4 (buffer A) en una relación 1:8 (p/v) usando un homogenei

zador Polytron. Los homogenatos fueron filtrados a través de



-50

Nytex 50 y centrifugados a 800 x g por 20 min a 4°C. El precipi

tado fue usado para. los estudios de unión a la fracción nuclear, y

el sobrenadante fue centrifugado a 105 000 x g por l hora a Z-4°C

con el fin de obtener la fracción soluble o citosol.

Remoción de la. hormona libre endógena

La hormona endógena libre fue removida de la fracción

soluble mediante la incubación con buffer carbón-dextrano (CD-1)

(0,5 "¡odextrano T 70 y 5 "loNo rit A en buffer A) en una relación

10:1 (v/v) a 0-4°C por 10 min. Los tubos fueron centrifugados a

3 700 x g a 4°C por 20 min. Se tomaron alfcuotas para la deter

minación de protel'nas y la fracción soluble adsorbida remanente

se utilizó para la medición de sitios de unión libres y totales.

Medición de sitios libres de unión en citosol

Alfcuotas del citosol (100 ul conteniendo aproximadamen

te 600 ug de protel'na) se incubaron en condiciones de intercambio

despreciable (16 h a 0°C) con R1881-3H (0,42-6 nM) en presencia

o ausencia de un exceso de 500 veces de R1881 no radioactivo. La

separación del R1881 libre del unido se efectuó mediante el agre
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gado de 50 ul de buffer carbón-dextrano (CD-Z) (0,625 % dextrano

y 1,25 % de carbón en buffer A) a 0°C por 10 min. Luego de cen

trifugar a 800 x g por 15 min se tomaron alfouotas de 100 ul de los

sobrenadantes con el objeto de medir la radioactividad unida. En

experimentos posteriores se usó una sola concentración saturante

de R1881-3H (6 nM).

Medición de los sitios de unión totales por intercambio

La medición de los sitios totales de unión se llevó a cabo

usando 1a técnica descripta por Bonne y Raynaud (122). Primera

mente. para saturar los sitios de uniónlibres, el citosol adsorbi

do se incubó con DHT 10 nM a 0-4°C por 1 h. El exceso de DHT

fue luego removido por agregado de carbón-dextrano (CD--l) en

una relación 1:10 (v/v) y posterior centrifugación a 3 700 x g por

20 min. Alfcuotas de 100 ul del citosol saturado se incubaron con

R1881-3H (4-48 nM) a. 15 'C durante 16 horas. La unión inespe

cffica se determinó por incubaciones paralelas con un exceso de

500 veces de R1881 radioinerte por cada concentración de hormo

na marcada. La separación del R1881-3H libre y unido se llevó

a cabo como se mencionó anteriormente. La radioacti'vidad uni
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da fue determinada en alícuotas del sobrenadante. Se encontró

que la saturación de los sitios totales de unión se alcanza a una

concentración 20 nM y consecuentemente se usó esta concentra

ción en los experimentos posteriores.

Estudios de unión a la fracción nuclear

El precipitado obtenido luego de la centrifugación a 800

x g del homogenato, fue lavado 2 veces por resuspensión y cen

trifugación, en 4 volúmenes de buffer A. Los núcleos lavados se

extrajeron por incubación a 0-4'C por 1 h en 4 volúmenes de buf

fer A conteniendo KCl 0,4 M. Luego de la incubación se tomaron

alfcuotas para la determinación de DNAy la suspensión remaneg

te fue centrifugada a 12 000 x g a 0-4°C por 20 min. El sobrena

dante resultante fue usado como "extracto nuclear". La capaci

dad de unión fue medida por incubación de 100 ul del extracto nu

clear (aprox. 35 ug de DNA) con R1881-3H (0,5-10 nM). La de

terminación de la unión inespeci'fica se realizó como se describió

en la sección precedente y las muestras fueron incubadas por 16

hs a 0°C. La separación de la radioactividad libre y unida se e

fectuó del mismo modo que para la fracción citosólica.
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Cálculo de los resultados

Los resultados se calcularon como ha sido sugerido por

Katzenellenbogen y col. (123). La diferencia en dpm entre el ci

tosol o el extracto nuclear marcados con R1881-3H y R1881-3H

+ R1881 se tomó como medida de 1a cantidad del receptor de an

drógenos. Los resultados se expresaron como fmoles de hormo

na específicamente unida por mg de protefna o por ug de DNA.

Obtención de PRL marcada con 1251

Se utilizó una modificación del método de Thore11 y Jo

hansson (124). Para 1a preparación de 1a hormona marcada, 5

ug de PRLo (en NazHPO4 0,05 M pH 7,4) fueron marcados con

500 uCi de 1251, según se indica a continuación:

1) PRLo, 5 ug

2) Buffer fosfato de sodio 0,5 M pH 7,4

3) 125I, libre de portador, en NaOH 0,1 N, 500 uCi (ó ul)

4) Lactoperoxidasa bovina (Calbiochem, grado B, cat B, cat.

N°427466) 2,7 mg/ml en buffer Acetato de sodio 0,1 N (4 ul)

5) HZOZ (300 "volúmenes, diluI'da 1:2000) (4 ul)
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Después de agitar vigorosamente durante 2 min, la mez

cla de iodinación fue dilul'da con 300 ul de buffer fosfato 0,05 M y

transferida a una columna de Sephadex G-75. Separado el pico

hormonal del de iodo libre, 1a fracción correspondiente a la hor

mona se dividió en alfcuotas, que se guardaron congeladas a -70°

C para su posterior repurificación, antes de su utilización.

Cada alícuota, aproximadamente de 0,2 ml, fue purifica

da por columna de poliacrilamida-agarosa (ACA54, Ultrogel, LKB,

Suecia), separándose la hormona agregada de la utilizable para

los estudios de unión al receptor.

La actividad específica obtenida usualmente fue de 30

uCi/ug.

Unión de PRL-1251 a membranas de próstata

Las próstatas de cada grupo fueron homogeneizadas a

0°C en 10 volúmenes de buffer Dulbecco pH 7,4 (PBS) , filtradas

a través de Nytex 50 y centrifugadas a 17 000 x g en una centrflu

ga International B 20 a 0-4’C por 30 min. El precipitado fue re

suspendido en 10 "volúmenes de PBS conteniendo 0,1 % de BSA y

recentrifugados a 17 000 x g por 30 min. El precipitado final fue
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resuspendido en 5 volúmenes (5 ml de buffer/g de tejido) conte

niendo 0,1 ‘70de BSA y 0,1 % de neomicina.

Alfcuotas de 50 ul de 1a preparación de membrana se in

1251y cantidades crecientes decubaron con 10 000 cpm de PRL

PRL no marcada (0,7-12 ng) durante 16-20 hs a 22°C, en un vo

lumen final de 200 ul. Luego de la incubación, los tubos fueron

centrífugados a 5 000 x g a 2-4°C por 30 min. Los precipitados

se la'varon dos veces con el núsmo buffer y se volvieron a centri

fugar como se indicó. La radíoacti'vidad en los precipitados re

manentes se determinó usando un contador Beclcrnan4000 con una

eficiencia. del 70 %.

Como unión inespecl’fica se consideró aquella que se ve

rificaba en presencia de 2 ug de PRLo no marcada.

Otros métodos

Las proteínas se midieron por el método de Lowry y col.

(125) y el DNA por el de Burton (126).

Los datos de unión fueron obtenidos por el análisis de

Scatchard (127).

Para el análisis estadístico de los resultados se aplica



\
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ron el test de t. de Student y el test de compar»: iones múltiïalc.,

de Dunnett (128).
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I . EFECTOS DE LA PROLACTINA SOBRE EL

MECANISMO DE ACCION DE ANDROGENOS

Las acciones de 1aPRL no están restringidas al inicio

y manutención de la lactación. Muy por el contrario, esta horm_o

na es tal vez un caso único por la variedad de acciones fisiológi

cas demostradas en los distintos "vertebrados. Asf por ejemplo,

en los anfibios inhibe los cambios metamórficos y es responsable

de ciertos aspectos de 1a conducta de apareamiento. En las aves,

induce el crecimiento corporal, la. lipogénesis y la secreción de

productos nutritivos específicos. La PRL se encuentra también

involucrada en la regulación del metabolismo del agua y electro

litos en numerosas especies, desde los teleósteos hasta el hombre.

Esta disparidad de efectos ha llevado a Blum (129) a pos

tular que 1a molécula de PRL estuvo sujeta a procesos evolutivos,

adquiriendo nuevas capacidades durante el curso de 1a filogenia

de los vertebrados. Ello explicaría que el efecto sobre la condug

ta de los anfibios se halle presente en todas las "prolactinas",

incluyendolas extraídas de elasmobranquios, mientras que 1a ac

tividad luteotrópica aparezca recién en las provenientes de mam_[_'
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feros.

En estos últimos, la PRL se halla estrechamente relacig

nada a la función reproductiva. Este hecho ha sido plenamente eg

tablecido en la hembra, en la que las acciones de la PRL tienen

lugar a tres niveles distintos: 1) Sinergismo con la LH en la es

timulación de la producción de progesterona en las células lutea

les. 2) Sinergismo con los esteroides gonadales en el desarrollo

y manutención de la glándula mamaria y 3) A nivel hipofisario, re_

guiando la secreción de LH.

En el macho, el papel de la PRL ha sido considerablemeg

te menos estudiado, sin embargo, en los últimos años se ha acu

mulado una cantidad considerable de evidencias indicando profun

dos efectos de dicha hormona sobre la función sexual. Estos efeg

tos parecerfan verificarse en los tres niveles mencionados en el

caso de la hembra, es decir, sinergismo con la LH y con los es

teroides gonadales y sobre la secreción hipofisaria de LH.

Bartke y col. demostraron que en ratas hipofisectomiza

das, la PRL actúa sinérgicamente con la LH en la incorporación

de acetato 14€ a T y en 1a restauración de los niveles plasmáticos

de andrógenos (130,131). Estos resultados fueron parcialmente
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corroborados por Johonson (132), quien además demostró la exis_

tencia de ritmos diarios de sensibilidad del testi'culo al estímulo

conjunto de ambas hormonas.

Por otra parte, la demostración por Charreau y col. (133)

de receptores específicos para PRL en el tejido intersticial con

firmarfa la suposición de que dicho tejido es un efector normal

de la PRL.

No obstante, el efecto más evidente de la PRL en el ma"

cho es el que ejerce sobre el desarrollo y manutención de los ór

ganos sexuales accesorios.

Las primeras demostraciones al respecto, efectuadas

por Grayhack en 1955 (134), permitieron comprobar que el peso

de la próstata disminufa más luego de la hipofisectomfa que de

la castración y que el tratamiento conjunto con PRL y T en ani

males hipofisectomizados era más efectivo que con T solamente.

Estos resultados fueron confirmados posteriormente por

distintos autores, comprobándose además que el efecto de 1a PRL

era particularmente evidente en animales inmaduros.

El peso de los órganos sexuales accesorios aumenta

significativaznente en ratas inmaduras cuando se elevan sus nive
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les de PRL mediante un implante de hipófisis en la cápsula suprg

renal (135). Contrariamente, el tratamiento desde el nacimiento

con anticuerpos anti-PRL produce una disminución del peso de

próstata y vesl'cula seminal tanto en la rata (136) como en el co

nejo (137).

Estas observaciones sobre el efecto aparentemente es

timulatorio de la PRL sobre la función sexual se contraponen,

sin embargo, con las efectuadas en animales en los que se indu

cen niveles extremadamente elevados de esta hormona.

El implante en ratas machos de un tumor productor de

PRL induce hipogonadismo y atrofia de los órganos sexuales ac

cesorios (138). Un efecto similar se observa cuando se realizan

cuatro implantes de hipófisis (139).

Esta discrepancia ha sido parcialmente atribuida a 1a

inhibición de 1a secreción de gonadotrofinas, particularmente de

LH, producida por la hiperprolactinemia. (138, 139, 140).

Los resultados experimentales mencionados anterior

mente concuerdan con los datos cli'nicos obtenidos a partir de

19’71, cuando el aislamiento de 1a PRL humana permitió el desa

rrollo del radioinrnunoensayo específico.
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En el hombre, la hiperprolactinemia se halla frecuente

mente asociada a hipogonadismo, con pérdida de la libido, impo

tencia y bajos niveles séricos de T (141.142). Sin embargo la e15

vación moderada de los niveles de PRL, por tratamiento con an

tagonistas dopaminérgicos, produce un incremento enla respues

ta de T a la hCG (143,144).

Esta última obsrvación concordarfa con el hallazgo de

una correlación entre el ritmo de secreción de T y el de PRL en

sujetos normales (145,146).

Por otra parte, investigaciones recientes indican la in

teresante posibilidad de que la PRL tenga un efecto directo sobre

los espermatozoides. Esto ha sido sugerido por 1a demostración

de concentraciones apreciables de PRL en el plasma seminal (147)

y por el hecho de que esta hormona es capaz de estimular ciertas

actividades metabólicas de los espermatozoides (148,149).

Pero a pesar de las evidencias experimentales que se

acaban de resumir con respecto a los efectos de la PRL sobre los

órganos sexuales accesorios, su mecanismo de acción es escasa

mente conocido.

Si bien se han demostrado algunos efectos directos sobre
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el tejido prostático en cultivo (150) o sobre 1a captación de Zn2+

en próstatas de ratas castradas (151), actualmente se acepta que

la PRL actúa.principalmente sensibilizando la respuesta del teji

do efector al estímulo androgénico. No obstante, los mecanismos

bioquímicos involucrados en este efecto sinérgico no han sido es

tablecidos hasta el momento en forma concluyente.

Lloyd y col. (152), usando PRL bovina "in vitro" , encon

traron una reducción en la acumulación de T en los lóbulos dorsg.

les y laterales de la próstata, mientras que la PRL ovina, en ba

jas concentraciones, es capaz de incrementar la captación de es

te andrógeno.

Bardin y col. (153), mediante una técnica de perfusión,

demostraron un incremento significativo en la concentración de

DHT en núcleos de próstatas de ratas hipofisectomizadas, luego

del tratamiento con PRL ovina.

Más recientemente, Morris y col. (154) comunicaron

que el tratamiento con PRL ovina de ratas inmaduras produce un

aumento en los sitios libres de unión para andrógenos, medidos

por una técnica de no intercambio, en vesi'cula seminal.

En cuanto a la posible acción sobre el metabolismo de

\
\

\
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andrógenos, diferentes autores han demostrado efectos inhibito

rios (155), estimulatorios (156) o nulos (150), según el modelo

experimental, la dosis y el origen de la hormona utilizada.

Este último hecho resalta la importancia fundamental de

la fuente de la hormona, ya que la actividad biológica, como asf

también el tipo de efectos laterales varl'a considerablemente de

una especie a otra. Esto ha sugerido la necesidad de reconside

rar los efectos de la PRL mediante variaciones de los niveles de

la hormona endógena.

La secreción hipofisaria de PRL se halla principalmente

bajo el control inhibitorio del sistema dopaminérgico hipotalámico.

Basándose en este hecho, se han usado antagonistas dopaminér

gicos, tales como la sulpirida y la pimocida, o agonistas de la dg

pamina tales como la bromocriptina, con el objeto de inducir hipe_r

prolactinemia o de suprimir la secreción de PRL respectivamente.

Aún cuando no puedan descartarse acciones laterales para estas

drogas, resultan herramientas sutnamente útiles para estudiar

los efectos de la PRL en condiciones fisiológicas.

En la presente sección se presentan los estudios realiz_a_

dos con el objeto de determinar la influencia de la PRL sobre el
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mecanismo de acción de los andrógenos. Para ello se us6 conïc

modelo 1a rata inmadura tratada con PRL ovina (PRLo) o con dro

gas que modifican 1a secreción hipofisaria de dicha hormona.

RESULTADOS

Efectos de 1a PRLo

Peso de órganos

La Tabla I. 1 muestra el efecto del tratamiento con PRLo

sobre el peso de testículo y órganos sexuales accesorios. Los

animales fueron inyectados diariamente durante 10 dfas a partir

de los 30 di'as de edad.

La dosis más alta (500 ug/rata/dfa) produjo un aumento

significativo en el peso de testículo, próstata y epidi'dimo.

Niveles séricos de andrógenos y de LH.

El tratamiento con PRLo en dosis crecientes (5-500 ug/

rata/día) produjo un aumento concomitante en los niveles séricos

de 3el -diol (Figura I. 1), mientras que los de T+DHTpermanecig

ron inalterados.

Con el objeto de determinar una posible causa , respo_n



Tabla1.1.EfectodeltratamientoconPRLosobreelpesodetestículoyórganossexua lesaccesoriosenratasmachosprepfiberes.

TratamientoTesti'culo(mg)Próstata(mg)Epidt‘dimo(mg) Controles(9)448i3864,713.058,2i4,0 PRLo(50ug)(13)44o-¿2660,0i3,261,0i3,3 PRLo(500ug)(14)583121*80,0¿4,o*72,115,o*

Losvaloresestándadoscomopromedios-_|-_E.S. .Losnúmerosentreparéntesisin

dicanlacantidaddeanimales.*=P<0,05comparadoconelgrupocontrol.
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sable de este incremento en los andrógenos circulantes, se midig

ron en los mismos animales los niveles séricos de LH. Como

puede observarse en la Figura I. 2, el tratamiento con PRLo prg

dujo un incremento en dichos valores que se hace máximo para la

dosis de 50 ug (p40.001).

Receptores para andrógenos

Seguidamente se procedió a medir el contenido del rece_p

tor citoplasmático para andrógenos en próstata mediante la dete;

minación de los sitios libres y totales de unión para el andrógeno

sintético R1881. El nfunero de sitios libres de unión fue determi

nado igualmente en la fracción nuclear extraible con KCl.

En 1a Figura I. 3 se muestran las representaciones de

Scatchard correspondientes a los estudios de saturación para las

fracciones citoplasmática y nuclear. Las constantes de afinidad

(Ka)para los sitios libres y totales fueron respectivamente 0,4.

109 y 0,1. 109 M-l. Para la fracción nuclear extraíble con KCl

la Ka fue 0.3.109 M'l.

La menor constante de afinidad para los sitios citoplas_

máticos totales de.unión, cuando se la compara con 1a de los si
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Figura 1.2. Niveles séricos de LH en ratas inmaduras tra
tadas con distintas dosis de PRLo. * =p ¿0,05
**= p l-0,001 , comparados con el grupo control
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(o) y a la fracción nuclear extraible por
KCl (panel b).

Figura Io3o
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tios libres, estaría de acuerdo con las comunicaciones previas de

Shain y col. (157) y Wilson y French (158), y podri'a ser explicada

por la mayor velocidad de disociación de la hormona a 20°C.

Una vez establecidas las condiciones óptimas de unión.

se efectuó el ensayo en los diferentes grupos, usando en este caso

la concentración saturante del ligando determinada previamente.

El número total de receptores citoplasmáticos, expresa

do como fmoles de R18881 unido por mg de proteI'na, resultó sig

nificativamente menor en los animales tratados con 50 y 500 ug

de PRLo (Figura. 1.4). Cuando los resultados se expresan como

fmoles unidos por órgano, la reducción es igualmente observable

en el grupo tratado con 50 ug (42 % del control) pero no asf en el

tratado con 500 ug (92 % del control). La disminución observada

en el lote tratado con 50 ug no serfa entonces atribuible a un incrg

mento en el contenido total de proteínas, con la consiguiente disrn_i

nución en 1a concentración relativa del receptor.

Por otra parte, el número de sitios libres de unión se in

crementó progresivamente a medida que aumentaba la dosis de PRLo

inyectada (Figura L4). No obstante, las diferencias con el control

sólo resultan significativas con las dosis"de 50 y 500 ug (p< 0,05).
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Figura I. 4.
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Resultados similares se obtienen expresando los datos en térmi

nos de contenido total por órgano (Controles: 30 i ó; PRLo 50ug:

70 ¿12 y PRLo 500 ug: 71 i 10 fmoles).

Es interesante notar que, en los grupos tratados con las

dosis más altas de PRLo, no existe diferencia entre el número tg

tal de sitios y el número de sitios libres. Aún cuando el número

total de sitios pudiera estar ligeramente subestimado debido a

un intercambio incompleto, o a una degradación parcial, resulta

evidente que, en estas dosis, la PRLo produce una virtual desa

parición de los sitios ocupados por la hormona (expresados como

la diferencia entre los totales y los libres).

En un intento de correlacionar estos cambios observados

en el receptor citoplasmático con alteraciones en el receptor nu

clear, se estudió la unión de andrógenos a la fracción extraíble

con KCl. Como puede observarse en la Tabla I. 2 , ninguna de las

dosis de PRLo ensayadas produjo cambios significativos en la ca

pacidad de unión de esta fracción.

Actividades enzimáticas

Dado que los niveles de DHT circulante son muy bajos
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Tabla I. 2.. Efecto del tratamiento con PRLo sobre la. unión de
3H-R1881 a 1a.fracción nuclear extraible con KCl.

Tratamiento Ka ( M-l) fmoles/ugADN fmoles/órgano

9
Controles 0,3 . 10 1,61 j; 0,06 134 i 6

PRLO (50 ug) 0,2 . 109 1,51 ¿0,06 121 ió
9

PRLo (500 ug) 0,3 . 10 1,42 ¿0,06 147 i 11
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en 1a rata inmadura (159), el aumento detectado en la concentración

sérica de 3 o< -diol en relación a 1a de T+DHT, sugería un incre

mento en las actividades tanto de la 5°<-reductasa como de 1a 3°<

HDH. Para verificar esta posibilidad, se procedió a estudiar el

metabolismo de la T en homogenatos de próstata, epidfdimo y tú

bulo semini'fero (TS) de ratas inyectadas con 50 y 500 ug de PRLo.

Los resultados pueden observarse en la Figura I. 5.

En la próstata (Figura I. 5.A) ), el tratamiento con la do

sis más alta de PRLo (500 ug)produjo un aumento significativo en

la actividad de 1a SOC-reductasa, expresada como la suma de los

metabolitos 5 M-reducidos formados por órgano. La actividad es

pecífica, sin embargo, no resultó alterada por esta dosis de PRLo

(0,338 vs. 0,337 pmoles/mg protel'na.min en el grupo control).

En epidfdimo y TS, 1a administración de PRLo no afectó

significativamente las velocidades de formación de DHT, 3o< y

3fi-diol. Consecuentemente, ninguna de las actividades enzimáti

cas (5 N-reductasa, 3o( y 3/Ó-HDH)parece ser afectada por dicha

hormona (Figura I. 5. B y C ).

Como puede observarse en 1a Figura I. 5. C ), la velocidad

de formación del 30(v-diol en homogenatos de TS es superior a 1a de
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DHT. Este hecho, aparentemente contradictorio, coincide sin em

bargo con lo demostrado por Cigorraga y col. (160), y sería ex

plicable por la actividad extramedamente alta de 1a 3 o(-HDH en

este tejido, debido a 1a cual, 1a DHT predomina sólo en tiempos

de incubación muy cortos.

Varios autores han demostrado que, tanto en el túbulo

semini'fero como en el epidïdimo, la Sot-reductasa y 1a 3oc-HDH

alcanzan su máxima. actividad entre los 20 y 30 dfas de edad. (58,

161,162). Con el objeto de comprobar si la PRL está involucrada

en estos cambios enla actividad enzimática, se estudió el efecto

de inyecciones diarias de PRLo a partir de los 15 dfas de edad.

La dosis administrada, 250 ug/rata/di’a, resulta equivalente en

términos del peso corporal, a la de 500 ug en ratas de 30 dfas.

Los animales se sacrificaron a.los 2.1di'as de edad y los

homogenatos de epidl'dirno y TS fueron incubados con T y DHT tri

tiadas.

En este caso no se observaron cambios en el peso de 6r

ganos ni en el peso corporal.

Como puede observarse en 1a Figura. I. 6, 1a actividad de

1a Su-reductasa no fue alterada por este tratamiento en ninguno
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de los dos tejidos. Por otra parte, cuando las incubaciones se

llevaron a cabo con DHT como sustrato (Figura I. 7), el único

cambio observado fue una.ligera. disminución en la velocidad de

formación del 3p -diol, mientras que la actividad de la 3o<-HDH

permaneció inalterada.

Efectos de 1a administración de agonistas y antagonistas de la

dopamina.

En 1a Figura I. 8, se hallan representados los niveles

séricos de PRL en animales tratados durante 10 días con bromo

criptina o con sulpirida.

Tal como se esperaba, el tratamiento con un agonista de

la dopamina, la bromocriptina, produce un descenso significativo

en 1a PRL sérica, mientras que el antagonista dopaminérgico sul

pirida, eleva considerablemente las concentraciones de esta hor

mona por sobre el nivel basal.

Niveles de LH y de andrógenos.

Ningunode los dos tratamientos modificó los niveles de

LH (Figura I. 9).
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C PRLo

Metabolismo de DHT en túbulos seminf
feros de ratas tratadas con PRLo entre
los 15 y 21 días de edad. Cada barra. re
presenta el promedio de tríplicados i E.
s. fi 3°<4diol;- 3/5-d101.* =p< 0,05
comparado con el control.
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Niveles séricos de PRL en animales trata
dos con bromocriptína (Br) o sulpirida (S).
Cada barra representa el promedio j; E. S.
de las determinaciones correspondientes a
10 animales, realizadas por duplicado.
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C Br

Niveles séricos de LH en animales tra
dos con bromocriptina (Br) o sulpírida (S).
Czdabarra representa el promedio _+_E. S.
de las determinaciones correspondientes a
10 animales, realizadas por duplicado.
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Cuando se midieron los valores séricos de andrógenos

se obtuvieron los resultados que se muestran en la figura I. 10.

En el grupo tratado con bromocriptina, los niveles séricos de 3°<

diol fueron sensiblemente inferiores a los de los animales control

mientras que la disminución en T+DHTno fue significativa.

Por el contrario, el tratamiento con sulpirida elevó sig

nificativamente los niveles séricos tanto del 3N -diol como los de

T+DHT.

Peso de órganos.

Tal como se observa en la Tabla I. 3, la administración

de bromocriptina redujo el peso de testículo y órganos sexuales

accesorios. Los incrementos aparentes observados con sulpirida

no resultaron significativos.

Actividades enzimáticas.

La actividad de la 50k-reductasa en próstata fue notablg

mente menor en el grupo tratado con bromocriptina, expresada

ya sea como actividad total por órgano (Figura I. 11) o como ac

tividad específica (27 %del control, p< 0,05). El tratamiento
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tina (Br) o sulpirída (S). Los valores están dados
como promedios i E.S. Las cifras entre paréntg
sis indican el nGInero de animales. * = p<0,05
comparado con los controles.
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Efecto del tratamiento con bromocriptína (Br) o sulpír_i
da (S) sobre el peso de testículo y órganos sexuales accesorios en
ratas inmaduras.

Tratamiento n Testl'culo (mg) Epidfdimo (mg) Próstata (mg)

Controles 10 447¿40 41,3 i 3,1 46,5 i 3,7

Br 8 341¿48* 31,6i3,7* 35,7i3,3*

s 3 47oi45 50,113.7 54,6i8,3

Los valores están dados como promedios +_E.S. . n = núJnero de an_i
males; * = p (0,05 comparado con el grupo control.
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Figura I. 11 Actividad de la 50K-reductasa en próstata de a"
nímales control (C) y tratados con bromocriptíw
na (Br) o sulpírida (S). Cada barra represen‘
ta el promedio i E. S. de tres homogenatos sen
parados. * =p<0,05 comparado con el control.
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con sulpirida, sin embargo, no modificó significativamente dicha

actividad.

El efecto de la bromocriptina sobre la Stx-reductasa fue

igualmente estudiado en TS. Como puede observarse en 1a Figu

ra I. 12, en forma similar a lo que ocurre en 1a próstata, la bro

mocriptina produce una disminución considerable en 1a actividad

de esta enzima, mientras que la PRLo, como habra sido observa

do anteriormente, no altera significativamente la 5°(-reductasa

en este tejido.

A pesar de la menor conversión total a metabolitos 50<

reducidos en los animales tratados con bromocriptina, se obser

vaba en estos una mayor proporción del 3 °<-diol que sugeri'a una

activación de la 3o<-HDH. Se procedió entonces a determinar el

efecto de los distintos tratamientos sobre 1a actividad de esta en

zima.

Sorprendentemente, tanto la bromocriptina como 1a sul

pirida produjeron un amnento de la 3°<-HDH, mientras que 1a PRLo,

en 1a dosis administrada (500ug) no afectó dicha actividad enzimá

tica (Figura I. 13).

Para tratar de esclarecer este hecho aparentemente con
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Figura I. 12. Actividad de 1a 56X"reductasa en túbulos
seminl'feros aislados de ratas control (C)
y tratadas con bromocríptína (Br) o PRLo.
Cada barra representa el promedio de tri
plicados iE. S. . * = p <0,05 comparado
con el control.
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C Br

Actividad de la 3ot-HDH en túbulo semínffe
ro de ratas control (C) y tratadas con bromo
críptina (Br), PRLo o sulpirída (S). Cada ba
rra representa el promedio de tríplícados j;
E.S. . * = p< 0.05 cuando se compara con el
control.

PRLo
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tradictorio, se decidió estudiar el efecto de la bromocriptina cn

una edad más temprana, cuando los niveles de PRL endógena son

relativamente muy bajos. Los animales fueron tratados con bromo_

criptina a partir de los 21 dfas y se sacrificaron al alcanzar los

25 días de edad.

Este tratamiento no produjo cambios significativos en el

peso de órganos, sin embargo, se observó un incremento signifi

cativo en 1a actividad de la 3ot-HDH tanto en TS como en epidfdi 

mo (Figura I. 14).

Posteriormente, para tratar de descartar la posibilidad

de una interferencia de la bromocriptina en la reacción enzimáti

ca, se estudió el efecto del agregado de esta droga, en una conceg

tración de 200 ng/ml a un homogenato de TS realizado en las con

diciones habituales. Este ensayo no mostró! efecto alguno sobre

1a velocidad total de Su-reducción ni sobre las proporciones de

los distintos metabolitos.

Por otra parte, se intentó corroborar el efecto estimula

torio de la sulpirida mediante la administración de otro antagonig

ta de la dopamina, la pimocida.

Los animales fueron tratados según el esquema habitual
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Figura 1.14.

TS

El
Epidl'dimo

Actividad de la 30<-HDI-Ien túbulo semínf
fero (TS) y epídfdímo de ratas controles (CI)
y tratadas con bromocríptina (-) entre los
21 y 25 días de edad. Cada barra. es el pro
medio de triplicados iE.S. . * = pc 0,02
comparado con los controles.
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durante 10 días a partir de los 30 dI'as de edad, pero en este caso

los animales fueron divididos en dos grupos, uno tratado con una

dosis de 0,63 mg/kg de peso cada 48 hs (P1) y otro tratado diaria

mente con la misma dosis (P2).

La Tabla 1.4 muestra el efecto de estos tratamientos sg

bre el peso de los órganos sexuales acce sorios. En ninguno de los

casos se observaron diferencias significativas con respecto a los

controles.

La actividad de la 3 oc- I-IDHen cambio, fue notablemente

mayor en ambos grupos (Pl y P2 ), tanto en TS como en epidl'dimo,

comparada con los controles respectivos (Figura I. 15). En la pr6_s

tata el efecto parece ser similar, aunque en este caso no pudo efe_c

tuarse el análisis estadístico debido a que en el grupo control sólo

pudo usarse un homogenato.

Estos resultados parecerfan confirmar el efecto observa

do con la sulpirida, sin embargo cuando se midieron los niveles

séricos dePRL en los animales tratados con pimocida, se encon

tró que esta droga tiene una acción sustancialmente distinta de

1aprimera.

En la Figura I. 16 se hallan representados los niveles sé_
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Tabla 1.4. Efecto del tratamiento crónico con pimocida cada 48hs
(P1) o cada 24 hs (PZ) sobre el peso de órganos sexuales acceso
rios de ratas inmaduras.

Tratamiento n Epidfdimo (mg) Próstata (mg)

Controles 14 58,2 i 2,4 57,5i 5,5

P1 11 61.614,6 66,2i3,7

P2 13 56,2i3,2 60,8i9g8'

Los valores están dados como promedios i E. S. . n = número de
animales.
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Figura I. 15. Actividad de la 3°<-HDH en túbulo seminf
fero (A) y epidfdimo (B) de ratas control
(C) y tratadas con pimocida cada 48 (P1) o
24 hs (P2). Cada barra representa el pro
medio de tríplícados iE.S. . * =p<0,05
comparada con los controles.
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12 24 " ¿'e hs

Niveles séricos de PRL a distintos tiem
pos luego de un única.inyecc16n de pinïocida.
Cada valor es el promedio de tres determiná
ciones individuales i E.S. .
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ricos de PRL a distintos tiempos luego de una única inyección de

pimocida. A pesar de que las diferencias con respecto al control

no son significativas, dada la enorme variación individual y el re

ducido número de animales por grupo se observa un aparente in

cremento de dichos niveles por sobre el valor basal.

Contrariamente, el tratamiento crónico con esta droga

(grupos P1 y P2) , produjo una disminución del tipo dosis-respueg

ta en 1a PRL sérica (Figura I. 17). Estos resultados indicarfan que

en altas dosis, y a pesar de su acción antagónica con la dopamina,

la pimocida puede ejercer un efecto supresor sobre la secreción

de PRL.

DISCUSION

A pesar de que el sinergismo existente entre la PRL y

los andrógenos ha sido fehacientemente comprobado, el mecanis

mo por el cual esta hormona hipofisaria modula la acción andro

génica es escasamente conocido.

Este hecho se debe en parte a los resultados contradicto

rios obtenidos por los distintos autores según el modelo experirneli

tal utilizado.



-96

(JJbU1
III'

PRLsérica(ng/ml)

Niveles séricos de PRL en animales tra
tados crónicamente con pimocida cada 48
hs (P1) o Z4 hs (P2). Las cifras entre pa
réntesis indican el número de animales.
* = p40,05 cuando se compara con el grg
po control.

Figura I. 17.
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Numerosos grupos han utilizado ratas hipofisectomizadas

o castradas con el objeto de evitar aquellos efectos de la PRL que

pudiesen estar mediados por cambios en los niveles de gonadotro

finas o de andrógenos circulantes. No obstante, tanto la hipofisec

tomfa como la castración introducen una serie de alteraciones la

terales cuyas consecuencias fisiológicas resultan difíciles de eva

luar.

Es por ello que la administración de PRL exógena o la

modificación de sus niveles endógenos, en ratas intactas, aún cuar_1_

do requiera la medición simultánea de gonadotrofinas y andróge

nos circulantes, parece ser un modelo más adecuado para el estg

dio de las acciones de esta hormona en condiciones fisiológicas.

La elección de la rata imnadura se fundamenta además,

por una parte en el hecho de que, como se ha mencionado en la

Introducción, la PRL parece jugar un papel fundamental durante

el desarrollo sexual y por otra parte en su mayor sensibilidad a

los cambios en los niveles de esta hormona.

La rata inmadura presenta además niveles comparativa

mente bajos de PRL, sin embargo existen discrepancias sobre la

evolución cronológica de los mismos.
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En un primer trabajo, Negro-Vilar, Krulich y McCann

(163), mostraron que los niveles de PRL en la rata son muy bajos

entr los 15 y los 2.0dI'as de edad, experimentan un primer ascen

so a partir de los 25 dfas, se mantienen aproximadamente cons

tantes hasta los 50 di'as y luego experimentan un segundo ascenso

hasta alcanzar un máximo alrededor de los 90 dfas. Estos resul

tados fueron confirmados por Dohler (164), quien encuentra un

aumento a partir de los 29 dl'as y un pico de secreción alrededor

de los 37 dfas.

Sin embargo McCann, en un trabajo posterior (165), se

retractó parcialmente, afirmando que el primer pico, a los 25

días de edad, era en realidad debido al desarrollo de la respues

ta al"stress”, que dadas las condiciones de mantenimiento de los

animales, producía una elevación aparente en los niveles basales.

La existencia de un pico de PRL en el período prepuberal

ha sido no obstante comprobada en otras especies tales como el

ratón y la oveja (166), correlacionándose en ambos caso con el

comienzo del desarrollo de los órganos sexuales accesorios.

Por otra parte, el hecho de que los receptores para PRL

en próstata tengan una concentración máxima alrededor de los 20
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dfas de edad (167), es un indicio considerable de que esta hormo

na desempeña un papel importante en el desarrollo de esta glán

dula.

En cuanto a los resultados obtenidos por administración

de PRLo, el aun'lento observado en el peso de órganos estaría de

acuerdo con lo demostrado por Negro-Vilar (135) mediante el im

plante de hipófisis en ratas inmaduras.

Este aumento se observó también en epidl'dimo, hecho

que resulta sorprendente dado que, a pesar de haberse demostra

do en el conejo que este órgano posee receptores para PRL (168),

no es de los considerados clásicamente como efector de dicha ho;

mona.

El efecto tráfico observado en el epidfdimo podría ser

no obstante debido no sólo a un efecto directo de la hormona hipo

fisaria sino también al aumento en los niveles séricos del 3<x-diol.

Esta última suposición se apoyarl'a en el hecho de que este andró

geno es capaz de mantener la función epididimaria a juzgar por

su efecto sobre la supervivencia y "viabilidadde espermatozoides

en animales castrados (75,169).

El 3ot-diol es además el pricipal andrógeno circulante
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enla rata inmadura (54,160). Por lo tanto el amnento detectado

en las concentraciones séricas de dicho esteroide, implicaría un

incremento en la síntesis de andrógenos en la célula de Leydig.

El incremento en la esteroideogénesis podria ser produ

cido por la PRL ya sea actuando directamnete sobre la célula. de

Leydig, aumentando su sensibilidad hacia la LH, como ha sido de

mostrado recientemente (170,171) o indirectamente, a través del

aumento observado en los niveles de LI-L.

Con respecto a este último punto, los resultados presen

tados en este estudio, estarían de acuerdo con los obtenidos por

Morris y Saxena (172.)quienes encontraron igualmente un aumento

significativo en los valores de LH plasmática en ratas de 22 di'as

de edad tratadas con PRLo durante dos dl'as. Este efecto impli

caría una acción de la PRL sobre las estructuras centrales.

Las acciones a nivel central son igualmente sugeridas

por el hecho de que, siendo el 30<-diol un activo inhibidor de la

secreción de LH (77), sería. dable esperar que las concentracio

nes de esta gonadotrofina descendieran a medida que se incremeil

tan las concentraciones séricas del 30(-diol. El aumento conjug

to de LH y 3 CX-diolimplicaría pues una.alteración en los mecanig
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mos de retroalimentación producida por la PRL. A este repec

to, es interesante notar que se han descripto efectos de la PRL

sobre el metabolismo de andrógenos en hipófisis e hipotálamo(l73).

Por otra parte, la relación de las concentraciones séri

cas de 3°<-diol/T+DHT difiere de las obtenidas por Moger (60)

mediante la inyección de LH a ratas de la misma edad. Este autor

encontró un aumento de la T+DHT con un incremento subsecuente

en los niveles de 3o<-diol, lo que produce, en los animales esti

mulados, una disminución en la relación 30<-diol/T+DHT. El

amnento en la proporción de 3o<-diol en los animales tratados

con PRLo no serl'a entonces explicable exclusivamente por el au

mento en los niveles de LH, sino que implicaría además un efec

to de la PRL sobre el metabolismo de la T.

La acción estimulatoria de la PRLo sobre el peso del

testículo y órganos sexuales accesorios, y sobre los niveles sé

ricos de LH y andrógenos presentada en este trabajo, se opondrfa

al efecto antigonadotrófico observado en ratas implantadas con tg

mures productores de PRL (138) o con cuatro explantes hipofisa

rios (139,174). Esta diferencia podría estar relacionada con las

concentraciones extremadamente altas de PRL alcanzadas en es
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tos animale s.

Con respecto a este hecho, Bartke (175) ha propuesto que

para una función testicular normal son necesarios niveles bajos

de PRL, que niveles más altos estimulan el crecimiento de los 6_r

ganos sexuales accesorios sin afectar el testículo, pero que la el;

vación de la concetración sérica de PRL por encima de determina

do umbral causa la involución testicular.

Aún cuando el mecanismo involucrado en este posible

efecto bifásico no se conoce hasta el momento, es interesante no

tar que, en el presente trabajo, los niveles máximos de LH se al

canzaron con una dosis de PRLo de 50 ug mientras que con una

dosis diez veces mayor este efecto es parcialmente revertido y

que, en los animales con hiperprolactinemia extrema (139,174)

la secreción hipofisaria de LH se encuentra notablemente dismi

nufda.

Más allá de su acción sobre el eje hipófiso-testicular,

los resultados obtenidos indican que la PRL es capaz de influir

sobre el mecanismo de acción de la T en sus tejidos efectores.

El tratamiento con dosis crecientes de PRLo produjo

una reducción en el contenido total de receptores para andróge
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nos en próstata con un aumento concomitante en el número de si

tios libres de unión. Estas "variaciones se traducirfan en una vi;

tual desaparición de los sitios ocupados. es decir del complejo re_

ceptor-DHT citoplasmático.

Para este hecho podri'an proponerse al menos tres expli

caciones posibles. Primero, la disminución observada podri'a co

rresponder a un incremento en el proceso de translocación del

complejo receptor-hormona. hacia el núcleo. Este hecho concor

- daria con la mayor captación de radiactividad en núcleos de prós

tatas incubadas con T-3H y bajas concentraciones de PRLo (152)

y con el aumento en la concentración de DHT en núcleos de ratas

hipofisectomizadas tratadas con PRLo (153). La falta de cambios

en los receptores nucleares podría ser explicada en ese caso por

el hecho de que los mismos representan sólo los sitios libres de

unión, ya que no fueron medidos en condiciones de intercambio.

Segundo, siendo la DHT el andrógeno que se halla prefe

rentemente unido al receptor, la.variación en la relación de sitios

libres a sitios totales de unión, podria ser un reflejo de una dis

minución en la concentración intracelular de dicho metabolito de

la T. No obstante, esta. hipótesis se contrapondrl'a. a los resulta
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dos del metabolismo de andrógenos que indican un aumento en 1a

conversión de la T a DHT en 1a próstata de los animales tratados

con PRLo.

Por último, no puede descartarse la posibilidad de una

regulación directa de la sfntesis del receptor para andrógenos por

PRL. El fenómeno inverso, es decir la regulación por andróge

nos del recepbr para PRL ha sido demostrada por Charreau y col.

(176) y será analizada en la sección siguiente.

El tratamiento con la dosis más alta de PRLo (500ug)prg

dujo, por otra parte, un incremento en la actividad de la 5o<-re_

ductasa en próstata, expresada como la suma de metabolitos re

ducidos formados.

Este resultado concordarfa con lo descripto por Yamana

ka y col. (156) en ratas castradas mantenidas con distintas dosis

de T. Sin embargo, dado que la actividad específica no resultó

alterada, este efecto podría atribufrse tanto a una estimulación

selectiva de la enzima, con el cosiguiente aumento de la acción

trófica de la T sobre la síntesis de proteínas, como a un amnen_

to generalizado de la síntesis proteica producido directamente por

la. PRL.
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En testl'culo y epidfdimo no fue observado efecto alguno

de 1a PRLo sobre el metabolismo de andrógenos de estos tejidos

en ratas de 40 y 25 di'as de edad.

Para comprobar si esto era debido a una diferencia en

1a actividad biológica de la hormona heteróloga, se decidió estu

diar el efecto producido por la variación de los niveles de 1a PRL

endógena mediante 1a administración de agonistas o antagonistas

de 1a dopamina.

La elección de este tipo de tratamiento se fundamentó en

demostraciones previas que indicaban que el sistema dopaminér

gico que controla 1a secreción de PRL se halla presente ya duran

te 1a "vida fetal (177).

La bromocriptina, agonista dopaminérgico derivado de

la ergotamina, ha sido usado con éxito de los casos clínicos de

hipogonadismo asociado a hiperprolactinemia (178). Sin embar

go, en sujetos euprolactinémicos y en ratas intactas, 1a adminig

tración crónica de este compuesto produce una disminución en los

niveles plasmáticos de T (179,180).

Contrariamente, el agente bloqueante dopaminérgico, 1a

sulpirida, produce hiperprolactinemia tanto en el hombre (144)
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como en la rata (181). Este compuesto es igualmente capaz de rg

'vertir los cambios estacionales del tracto reproductivo en el ham_s

ter dorado, debidas presumiblemente a una disminución en la se

creción de PRL (182). En 1a rata adulta, sin embargo, ha demo__s

trado tener poco o ningún efecto (183).

En el presente trabajo, el tratamiento con bromocriptina

redujo en forma significativa el peso de testículo y órganos sexua

les accesorios, simultáneamente con una disminución considera

ble en los niveles de andrógenos circulantes.

Dado que los niveles de LH no fueron alterados por este

tratamiento, la disminución observada en los niveles de andróge

nos se deberia a una menor sensibilidad de 1a célula de Leydig a1

estímulo por esta gonadotrofina. Este hecho estaria de acuerdo

con la. menor respuesta del testfculo "in vitro” demostrada por

Purvis y col. (170), y seri'a explicable por la disminución en el

número de receptores para LH en la célula de Leydig hallada por

Calvo (171) en las mismas condiciones experimentales que las us_a_

das en el presente trabajo.

Harper, sin embargo, trabajando con ratas adultas no

observó cambios en el peso de órganos luego del tratamiento cró
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nico con bromocriptina (184). Esta discrepancia podrfa ser debi

da a la diferente edad de los animales y serfa coherente con el he

cho de que, en el animal maduro-pla. administración de PRL tam

poco produce cambios apreciables en estos parámetros (79).

Por otra parte, la elevación de los niveles de PRL endó

gena mediante la administración de sulpirida, produjo un aumento

en los andrógenos séricos comparable al observado luego del tra

tamiento con PRLo. A diferencia de esta última, sin embargo,

la sulpirida incrementó también los valores de T+DHT;no obstan

te la relación 3X-diol/T+DHT en el grupo tratado con esta droga

resulta ser superior a la observada en los animales controles.

El incremento en los andrógenos circulantes observado

con sulpirida se deberl'a fundamentalmente a un aumento de la seg

sibilidad del tejido intersticial a la estimulación por LH, ya que

en este caso no se produce el aumento en los niveles de esta go

nadotrofina previamente detectado en los animales tratados con

PRLo. Esta disparidad en el efecto sobre los niveles de LH se

gún se administre PRL exógena o se estimule la secreción hipo

fisaria de esta hormona, podrl'a atribufrse ya sea a las diferen

tes concentraciones locales alcanzadas en cada caso o a la dife
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rente actividad biológica de 1a PRL endógena.

Es necesario considerar además que, dado que el sistema

dopaminérgico también podria hallarse involucrado en el control

de la secreción hipofisaria de LH (185), las diferencias observa

das podrfan deberse al hecho de que en el caso de 1a administra

ción de PRLo se estaría alterando el "turn over” de dopamina(186)

mientras que en el otro se estari'an bloqueandolos receptores pa

ra dicho neurotrasmisor a nivel hipofisario.

El peso de testfculo y órganos sexuales accesorios en

los animales tratados con sulpirida no resultó ser significativa

mente distinto del de los controles, sin embargo, este hecho pa

recería ser debido a1 reducido número de animales usados y a la

gran variación individual, ya que las diferencias observadas en

cada caso son comparables a las obtenidas con la dosis más a1

ta de PRLo (Tablas I. 1 y I. 3).

Las modificaciones observadas en el peso de órganos en

los distintos tratamientos se correlacionan parcialmente con los

cambios encontrados a nivel de las actividades enzimáticas, sin

embargo, también a este nivel se manifiestan algunas disparida

des entre el efecto de la PRL exógena y el producido por los ageg
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tes dopaminérgicos.

El tratamiento con bromocriptina disminuyó significati

vamente 1a actividad de la Sot-reductasa en próstata y también en

TS, aún cuando en este último caso la administración de PRLo no

produjo cambios apreciables en la actividad de la enzima.

Nayfeh y col. (83) han demostrado que la LH y la FSH es

tán involucradas en el control de la Su-reductasa testicular. No

obstante, dado que la LH no fue modificada por el tratamiento con

bromocriptina, y que, según Doherty y col. (187) esta droga tam

poco altera los niveles de FSH, estos resultados permitirían su

poner_que, para la actividad de la Su-reductasa en el TS se re

quieren igualmente niveles fisiológicos de PRL.

Por otra parte, podrI'a aducirse que los cambios obse;

vados en la actividad de la Sot-reductasa en los animales tratados

con bromocriptina, pueden ser mediados por la disminución en

los andrógenos circulantes. Esto podría ser posible en la enzi

ma prostática, dada su andrógeno-dependencia(79) , pero no en el

TS , donde los andrógenos parecerfan ejercer un efecto inhibito

rio (83.188). En el caso de la enzima prostática, sin embargo,

se ha observado igualmente una disminución en su actividad en
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animales castrados mantenidos con T , luego de la administración

de otro derivado de 1a ergotamina (mesilato de 1ergotryl )(156),

lo que indicarfa que el efecto de 1a bromocriptina-no se produce

a través de un descenso de los andrógenos circulantes.

Además, el hecho de que la. Sofi-reductasa de adrenal

también se halle bajo el control por PRL (189) sugerirfa que éste

es un mecanismo generalizado para la regulación de esta enzima.

Con respecto al efecto de la PRL sobre 1a 3cx-HDH, 1a

situación es más compleja, ya que si bien el tratamiento con PRLo

produjo un incremento considerable en la relación 3o<-diol/T+DHT

séricos, en las presentes condiciones no pudo detectarse un ag

mento concomitante en la actividad de esta enzima en los tejidos

efectores de andrógenos.

La alteración en los metabolitos plasmáticos podría de

berse entonces a otros factores tales como la diferente velocidad

de depuración o a modificaciones en 1a metabolización hepática.

Esta última posibilidad parece especialmezbefactible, por cuan

to se ha comprobado que el tratamiento con PRLo de ratas ma

chos adultas produce, en el hígado, un incremento en la relación

de metabolitos 304-reducidos/5 Ok-reducidos formados a partir
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54-androstenodiona (189).

La inefectividad de la PRLo para la alterar la actividad

de la 3°L-HDHen los tejidos efectores de andrógenos, hace aún

más sorprendente el hecho de que, tanto 1a bromocriptina como

la sulpirida, hayan producido un aumento significativo en la acti

vidad de esta enzima en TS y epidfdimo.

Este mismo efecto se observó también luego del trata

miento con otro antagonista de la dopamina, la pimocida, aunque

contrariamente a lo esperado, esta droga produjo una disminución

en los niveles séricos de PRL. Esta acción de la pimocida sobre

los niveles de PRL estaría de acuerdo sin embargo, con demos

traciones previas que indican que la pimocida y la sulpirida se

comportan en forma diferente en ciertos ensayos biológicos (190).

Más aún,experiencias "in vitro" han demostrado que aunque la pi_

mocida, en bajas concentraciones es un potente antagonista de la

dopamina en el control de la secreción de PRL, en altas concen

traciones, esta droga es capaz de inhibir la secreción de PRL,

aún cuando continúa inhibiendo parCialmente la acción de la do

pamina (191). Este efecto a altas concentraciones es compartido

con otras drogas anti-psicóticas tales como el haloperidol y apa
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rentemente no estaría mediado por los receptores de alta afini

dad para la dopamina (192).

No obstante, el único precedente encontrado en la litera

tura sobre 1a demostración "in vivo" de este eparente efecto bi

fásico es el trabajo de Lawson y Gala (193), quienes en ratas ova

rectomizadas tratadas con estrógenos, encontraron que la pimo

cida, en una dosis de 2,5 mg por kg de peso es menos efectiva

para incrementar los niveles plasmáticos de PRL que en dosis

menores. La presente seri'a entonces la primera demostración

de que la pimocida, administrada en forma crónica, puede redu

cir significativamente los niveles de PRL circulante.

Con respecto al efecto sobre las actividades enzimáticas,

es importante puntualizar que la ineficacia de 1a hormona heteró

loga para producir cambios en la 30<-HDHno permite excluir la

posibilidad de que 1a acción de los agentes dopaminérgicos sea

mediada a través de 1a modificación de los niveles de PRL endó

gena. Sin embargo, el hecho de que la bromocriptina, la sulpiri_

da y la pimocida hayan producido cambios similares en la activi

dad enzimática, sugiere la posibilidad de efectos directos sobre

los tejidos estudiados, ya que, independientemente de su acción
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sobre la secreción de PRL, estos tres compuestos tienen en co

mún 1a capacidad de interactuar con el receptor para dopamina.

Esta última posibilidad resulta especialmente atrayente,

dado que, aunque numerosos trabajos han demostrado 1a amplia

localización de la.neurotrasmisión dopaminérgica, y la importan

cia de la dopamina en los mecanismos autónomos (194), se ha preg

tado muy poca atención a los posibles efectos de esta catecolamina

sobre el tracto reproductivo masculino.

Recientemente, sin embargo, la demostración de la exig

tencia de receptores beta-adrenérgicos en las células de Sertoli

(195), ha abierto la posibilidad de que las catecolaminas cumplan

una importante función en la regulación de la actividad del túbulo

seminffero.

Por otra parte, en el caso de la. bromocriptina, se ha

comprobado que esta droga es capaz de producir efectos "in vitro"

tanto sobre la esteroideogénesis en la célula de Leydig (196) como

sobre la actividad de la ornitina descarboxilasa de testículo (197).

Más aún, en un trabajo reciente Di Carlo y col. (198) comunica

ron un efecto de la bromocriptina sobre el recptor de estrógenos

en útero de rata, producido tanto "in "vivo"como “in vitro" y que
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notablemente, se observa igualmente por administración de sulpi

rida.

El efecto observado con sulpirida en el presente trabajo

merece además un comentario especial.

Magrini y col (144), estudiaron el efecto de la administra

ción de sulpirida a sujetos normales sobre 1a respuesta de T y

DHT plasmáticas a 1a estimulación por hCG y observaron que, si

bien este tratamiento no modifica la respuesta de T, produce una

marcada inhibición de 1a respuesta de DHT. Estos autores con

cluyen que la PRL podría estar inhibiendola conversión periféri

ca de 1a T en. su metabolito 54x-reducido.

Esta hipótesis se opondrfa a lo demostrado en el presea

te trabajo, no obstante, y a pesar de que las discrepancias pueden

deberse a las diferencias en e1modelo experimental, es interesan

te notar que 1a disminucfón en 1a respuesta de DHT en los sujetos

tratados con sulpirida, podrfa ser igualmente una consecuencia

de una mayor conversión de ésta en 3o<-diol, lo que concordarfa

con 1a activación de la. 3D(-HDH producida por esta droga.

Aún cuando el mecanismo responsable del incremento

observado en 1a 3cx-.HDH en los tejidos efectores de andrógenos
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no pueda ser dilucidada con los resultados presentes, éstos re

sultan de considerable interés, dado que hasta el momento esta

es 1a única demostración de una estimulación de dicha actividad

en animales intactos. Por otra parte, 1aposibilidad planteada

de efectos directos de ciertos neurotrasmisores, abre una.nueva

perspectiva para el estudio de los factores involucrados en el con

trol de 1a acción androgénica.



-1ló

II. INSULINA Y MECANISMO DE ACCION ANDRO

GENICA. ALTERACIONES EN LA DIABETES

EXPERIMENTAL.

Las alteraciones reproductivas que suelen acompañar a

1a diabetes experimental y humana, indican que la insulina juega

un papel fundamental en la regulación del mecanismo de acción

androgénica.

En el hombre diabético, ha sido señalada repetidamente

la alta incidencia de la impotencia sexual, que afecta del 25 a1

75 % de los pacientes, proporción que aumenta con la edad de los

mismos (199,200).

La diabetes suele acompañarse asimismo de esterilidad,

atribuible a lesiones testiculares que incluyen : atrofia, desapa

rición de la lfnea germinal, engrosamiento de la membrana basal

de los túbulos y esclerosis del vaso deferente (201-205). Estas

alteraciones sumadas a una presumible disfunción de los órganos

sexuales accesorios, se traducirfan finalmente en una disminu

ción del número de espermatozoides en el semen (203) y en su con

tenido de fructosa (206).
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En la orina se ha descripto un menor contenido de 17-ce

toesteroides (207-209) y de andrógenos (207), mientras que los ni

veles plasmáticos de T son normales para ciertos autores (210,211)

y disminufdos para otros (214).

En cuanto a la diabetes experimental, si bien histórica

mente nace en 1889 cuando Von Mering y Minkowski (213) logran

extirpar totalmente el páncreas en el perro, los estudios sistemé

ticos sobre las alteraciones reproducti'vas comienzan a efectuarse

recién a partir de 1944, con la descripción de la pancreatectomfa

subtotal por Foglia (214). Este modelo permitiría en los años sug

siguientes, la realización de aportes fundamentales sobre el tema

(215-219).

La. rata diabética por aloxano ha sido igualmente útil en

el estudio de las alteraciones reproducti'vas en el macho. En es

tos animales Soulairac (22.0)describió lesiones testiculares sirrLi

lares a las observadas en el hombre, con desaparición de la línea

germinal de los túbulos, en los que restan solamente las células

de Sertoli. Estas alteraciones se re'vierten por tratamiento con

insulina.

Estudios posteriores realizados por Schofling y col. en
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1967(203), permitieron localizar las alteraciones en el proceso

espermatogénico a nivel del pasaje de espermatocitos a espermá

tides, mientras que el tejido intersticial se conserva relativameg

te fntegro.

Las alteraciones producidas por el estado diabético re

sultan también evidentes en los órganos sexuales accesorios. La

próstata, glándula coagulante y vesículas seminales se atrofian

durante la fase hiperglucémica de la diabetes por pancreatectomfa

parcial (215). Estas alteraciones podrían ser atribul'das, en pri

mera instancia, a la disminución de los niveles plasmáticos de T.

No obstante existen evidencias de que, en ausencia de insulina ha

bri'a además una menor respuesta de los tejidos al estímulo trófi

co de los andrógenos.

Angerwall y col. (221), midiendo el peso húmedo de los

órganos, observaron una respuesta disminul'da a la T en ratas tra

tadas con aloxano. En un estudio más detallado, Sufrin ycol. (222),

demostraron que en animales diabéticos castrados es necesaria

la ad ministración conjunta de T e insulina para la normalización

de los órganos sexuales accesorios, ya que la T por sI' misma prg

duce sólo una restauración parcial de los tejidos afectados.
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En un intento de localizar las causas de esta respuesta

disminuida a los andrógenos, Oksanen y col. (223) estudiaron la

captación de T-3H en órganos sexuales accesorios de animales

castrados. En los animales diabéticos por estreptozotocina se

produce una notable disminución en la captación de T. Este fenó

meno es revertido parcialmente por tratamiento con insulina.

Estos mismos autores estudiaron asimismo 1a metaboli

zación "in vitro" de T-3H en próstata, y encontraron una menor

conversión a DHT en los animales diabéticos castrados. Las con

versiones a androstanodioles y androstenediona eran comparables

a las de los controles, no obstante ese hecho lo atribuyen ala ba

ja proporción de estos metabolitos, que dificulta la detección de

sus variaciones.

Por otra parte, estudios con cultivos de órganos, han de

mostrado el requerimiento conjunto de T e insulina para el mante

nimiento del tejido prostático. Lostroh yo col. (224,225), demos

traron que sólo en presencia de insulina 1a T es capaz de desarro

llar su máximo efecto estimulatorio sobre 1a capacidad metabóli

ca de la próstata en tanto que 1a insulina, por si' misma, induce

proliferación irregular del epitelio prostático (226).
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Efectos directos de la insulina sobre la si'ntesis de ARN

y proteínas en próstata de rata en cultivo fueron igualmente des

criptos por Johansson (227). Este efecto aumenta sinérgicamente

con el agregado de T (228).

Estos resultados, conjuntamente con las altera-ciones ob

servadas en la diabetes experimental, sugieren fuertemente que

la insulina es un requisito imprescindible para la completa expre

sión del estímulo androgénico en los tejidos efectores.

En trabajos anteriores del laboratorio, usando como mo

delo la rata diabética por estreptozotocina, se habra demostrado

una disminución en los niveles plasmáticos y testiculares de T (229),

probablemente debidas a la menor respuesta de la célula de Ley

dig a1 estl'mulo de la LH (230). Estos estudios habran demostrado

además que la disminución en la respuesta del tejido intersticial

se deberfa no sólo al menor número de receptores para la gonado

trofina (231) sino también a alteraciones en los mecanismos intra

celulares de amplificación del estímulo hormonal (171) y en los

sistemas enzimáticos responsables de la esteroideogénesis (171,

230).

A nivel de los órganos sexuales accesorios, se habra de
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tectado una disminución significativa en el contenido epididimario

de ABP (229) y en el contenido del receptor para andrógenos en

próstata, medido por la técnica semicuantitativa de geles de aga

rosa (251).

Con el objeto de determinar en qué medida estas altera

ciones están mediadas por la disminución en los niveles de T cir

culante y si existe alguna modificación en el metabolismo de an

drógenos, se procedió a medir los niveles de ABP, la concentra

cion del receptor para andrógenos (sitios libres y totales citoplas_

máticos y nucleares) y la actividad de las enzimas metabolizantes

de andrógenos en animales diabéticos tratados con distintas dosis

de propionato de testosterona (PT).

Dado que en los animales diabéticos se han verificado al

teraciones en el eje hipófiso-testicular que podrían deberse a una

falla en los mecanismos de retroalimentación por andrógenos la

actividad de la Sax-reductasa y el contenido de receptores fueron

igualmente determinados en hipófisis e hipotálamo.
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RESULTADOS

'I‘ratamiento con PT.

La eficacia del tratamiento, realizado durante 10 días

según se describió en Materiales y Métodos, fue verificada a tra

vés de la medición de la concentración sérica de T.

Como puede observarse en la Figura Il. 1, 1a administra

ción de PT en dosis de 5 y 50 ug/rata/di'a produce una disminución

sl gnificativa en los valores de T circulante en los animales con

troles, en tanto que las dosis más altas (500 y 5. 000 ug/rata/dfa)

elevan considerablemente dichos niveles séricos en ambos grupos.

Esta disminución observada en los niveles séricos de T

en los controles, es probablemente debida a un descenso de 1a

sfntesis de este andrógeno provocada por 1a inhibición de la secre

ción hipofisaria de LH. Dado que los animales fueron sacrifica

dos aproximadamente 18 hs después de la última inyección, los

valores determinados no representan 1a concentración máxima a1

canzada. En el caso de las dosis bajas, 1a velocidad de depuración

de 1a hormona exógena seri'a comparativamente mayor que el tierg

po requerido para que el testículo normalice su secreción. En
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FiguraH.1. Niveles plasmáticos de T en animales inyecta
dos con dosis crecientes de PT.
Barras blancas = animales controles.
Barras sombreadas = animales diabéticos.
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cambio las dosis mayores (SGO-5.000 ug) inducirI'an una elevación

considerablemente más prolongada de 1a T circulante. Estos re

sultados concordarl'an con recientemente presentados por Cunnin

gham y Huckins (237). "' a.

...|

Nivele s de ABP .

La administración de PT en dosis crecientes a los anima

les diabéticos produjo un aumento del tipo dosis-respuesta en el

contenido de ABP medido en cabeza de epidl'dimo, hasta alcanzar

los valores normales (Figura Il. Z).

Por otra parte, si bien este resultado indicaba que la dig

minución en el contenido de ABP en la rata diabética serl'a princi

palmente debido a la menor producción de andrógenos, esto no pe;

mitfa excluir una alteración en la. regulación por FSH de la sI'nte

sis de esta proteína.

Para comprobar esta última posibilidad, se midió la con

centración de ABP en epidfdimo de animales normales y diabéticos,

previamente hipofisectomizados, inyectados por vi'a endovenosa

con 200 ug de FSH ovina.

Como puede observarse en la Figura II. 3, los animales
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diabéticos responden al estfmulo por FSH, presentando incluso

una aparente hipersensibilidad a la hormona. Resulta notable ob

servar además, que la inyección de FSH produjo simultáneamente

un incremento significativo en los niveles de T, tanto séricos co

mo testiculares (Figura 11.4), no detectándose en este caso dife

rencia entre los animales diabéticos y los controles respectivos.

Por ’otraparte, este resultado corroborarfa los obteni

dos con tratamiento con PT, en lo referente a que la insulina,

"per se", no serl'a requisito imprescindible para la síntesis de

ABP.

Efecto del tratargiento con PT sobre los órganos sexuales acce

sorios.

En los animales diabéticos por estreptozotocina, se ob

serva una marcada reducción tanto en el peso testicular como en

el de los órganos sexuales accesorios (Figura II. 5). El tratamieg

to con insulina restaura parcialmente el peso de próstata y epidf

dimo, aunque el peso testicular, continuó siendo significativameg

te menor que en los controles.

La administración de PT en dosis por encima de 50 ug
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-130

produjo una recuperación total del peso testicular y del de epidï

dimo. Por otra parte, si bien las diferencias en el peso de prós

tata no fueron significativas para los lotes tratados con 50 ug, en

los animales normales la administración de dosis mayores produ

jo un incremento significativo en el peso de este órgano que no se

verificó en los diabéticos. Esto indicarl'a la necesidad de la insu

lina para la expresión plena del efecto trófico de los andrógenos.

Con el objeto de determinar las posibles alteraciones en

el mecanismo de acción de la T, que pudiesen dar cuenta de 1a m_e

nor sensibilidad del tejido prostático en los animales diabéticos a

la estimulación androgénica, se procedió al estudio de la actividad

de la 5cx-reductasa.

Actividad de 1a 504-reductasa prostática.

Sorprendentemente, la actividad específica de la 5°<-re_

ductasa en la fracción microsomal se encontró significativamente

aumentada en los animales diabéticos (Figura JI. 6). Sin embar

go el tratamiento con dosis crecientes de PT no alteró en forma

significativa esta actividad mientras que en los controles hubo una

correlación positiva (r2: 0,94; p 4 0,001) entre la actividad espe
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Figura 11.6. Actividad específica de la 5 K-reductasa en
próstata de animales control (o), diabéticos
(o) y diabéticos tratados con insulina (o) in
yectados con distintas dosis de propionato de
testosterona.
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ci'fica de esta enzima y las dosis de PT administradas. El tra

tamiento con insulina normaliza tanto 1a actividad basal como 1a

respuesta a la administración de PT.

Contrariamente a lo observado en 1a actividad específica,

1a actividad total de 1a 50(-reductasa, expresada por órgano, se

halló notablemente disminufda en los animales diabéticos, persis

tiendo esta diferencia con la administración de altas dosis de PT

(Figura JI. 7).

Estos resultados indicarl’an que el aumento observado en

1a actividad específica de la fracción microsomal no serI'a debido

a una activación selectiva de la enzima, sino más bien a una alte

ración enla composición proteica de dicha fracción, con el consi

guiente amnento en la concentración relativa de la 5 K-reductasa.

En este respecto, cambios en 1a composición de las membranas

microsomales de hígado han sido recientemente demostrados en

ratas diabéticas (234).

Actividad de 3 0‘ y 3 P-HDH.

La actividad de estas enzimas, en próstata ventral, se

determinó en las fracciones microsomal y soluble.
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Como se aprecia en la Figura H. 8, la relación 3 ot /3[1‘>

diol formados enla fracción microsomal por incubación con DHT

31-1,está marcadamente alterada en los animales diabéticos.

La administración de insulina normaliza la actividad de

la 3 CX-HDH, mientras que la 3fb-HDH permanece anormalmente

elevada. Ambas actividades tienden igualmente a normalizarse

cuando los animales diabéticos son tratados con una dosis de 500 ug

de PT, en tanto que la dosis menor (50 ug) resulta inefectiva en

la reversión de esta alteración.

Cuandolos estudios enzimáticos se realizaron en 1a frac

ción soluble, se encontró que ambas actividades se hallaban dism_i

nui'das en igual proporción (Figura II. 9), no habiendo cambios sig

nificativos en la relación 3 °</3fi -diol formados. Como en el

caso anterior, el tratamiento con insulina produjo una normaliza

ción parcial de la alteración.

Actividad de la 50! -reductasa en epidl'dimo.

A diferencia de lo observado en próstata, la actividad es

pecífica de 1a enzima es notablemente menor en los animales dia

béticos, restaurándose tanto por el tratamiento con insulina como
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Barras blancas = 3d-di01.

Barras negras = 3P-diol.
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con PT (500 ug) (Figura 11.10). Los mismos resultados se ob

tienen expresando los datos en términos de actividad total por ó_r

gano, lo que indicarfa que, en el caso del epidfdimo, no se pro

duciri'an alteraciones considerables en la composición proteica

de la fracción microsornal.

Niveles plasmáticos de andrógenos

Con el objeto de determinar si las alteraciones en el me

tabolismo de 1a T en los órganos sexuales accesorios se traduci'an

en una modificación de los metabolitos circulantes, se procedió a

medir los niveles séricos de T+DHT. 304 Y3/5 'díolc

Los resultados se muestran en la Figura 11.11. Como

puede observarse, a pesar de la marcada disminución en los ni

veles de T+DHT en los animales diabéticos, los valores de 3o< y

3P-diol no difieren significativamente de los determinados en los

controles.

Receptores para andrógenos en próstata.

Determinación de los sitios citoplasmáticos totales de unión pa

ra el andrógeno sintético R1881 en condiciones de intercambio.

La Figura 11.12.muestra una curva tipica de saturación
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Figura H.10.Activídad de 5d-reductasa en 1afracción micrg
somal de epídí'dímos de ratas controles (C), dig
béticas (D), diabéticas tratadas con 500 ug de PT
(D + T) y díabétícas tratadas con insulina (D + I).
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Figura II. 11. Niveles de andrógenos círculantes en ratas
normales (N) y díabétícas (D).* =P<0,05
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FiguraJI. 12.Curva de saturación (ensayo de intercambio) del
andrógeno sintético H-R1881 específicamente
unido a receptores citosólicos de próstata de ra
ta. control. Insertado se puede ver el gráfico de
Scatchard correspondiente.
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para la unión de R1881-3H a citosol de próstata de animales nor

males. La unión específica resultó saturable a una concetración

de aproximadamente 20 nM luego de 16 hs de incubación a 15°C.

Cuando los datos de unión se sometieron al análisis de

Scatchard, se obtuvo para los controles una constante de asocia-
9 -lción (Ka) de 0,13 ¿0,01 . 10 M . Para los otros grupos no hu

bo diferencias significativas en este parámetro, siendo los valores
9obtenidos : Diabéticos: 0,17 i 0,02 . 10 M-l; Diabéticos+ PT:

9 -1 9
0,12 ¿0,01. 10 M y Diabéticos + Insulina: 0,10 i 0,02 . 10

M'l.

Determinación de los sitios libres de unión

Luego de 16 hs de incubación a 0°C con cantidades cre
3

cientes de R1881- H se observa que la saturación se alcanza a

una concentración relativamente baja del esteroide (4 nM), indicag

do un número limitado de sitios de unión (Figura. Il. 13).

3
Unión de R1881- H al extracto nuclear.

La FiguraII. 14 muestra la curva de saturación de la
3

unión de R1881- H al extracto nuclear luego de 16 hs de incub_a
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Figura Il. 13.Curva de saturación de 3H.-R1881a receptores ci
tosólicos de próstata de rata control. Ali'cuotas de
citosol de próstata, proveniente de un “pool” de 10
animales, fueron incubados a 0°C durante 16 h con
concentraciones crecientes de hormona marcada,
con (A) o sin exceso de 500 veces de R1881 fri’o.
La unión específica se calculó como diferencia en
tre ambos (Ó).
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ción a 0°C. La unión específica resultó saturable a una concen

tración de 6 nM .

Comparación entre ratas normales y diabéticas. Efecto del tra

tamiento con PT o con insulina.

Según puede observarse en 1a Tabla II. 1, el estado diabé_

tico produce un descenso significativo en la capacidad de unión de

andrógenos en próstata (citosólicos y nucleares), expresada tan

to en sitios totales o sitios libres. Este resultado concuerda con

lo demostrado anteriormente en el laboratorio, usando 1a técnica

semicuantitativa de geles de agarosa (232).

El tratamiento con insulina aumenta levemente 1a capa

cidad de unión en tanto que 1a administración de PT a los anima

les diabéticos produce una notable mejoría en este parámetro lle

gando casi a la normalidad en el caso de 1a unión nuclear.

Receptores para PRL en próstata.

Dado que la PRL, como se vió en 1a sección anterior,

ejerce un efecto regulatorio tanto sobre el metabolismo de andr6_

genos como sobre 1a unión de los mismos a sus receptores espe



Tabla11.1.Comparacióndesitiosdeuniónde3H-R1881citosólicosynucleares

enpróstataderatanormal,diabética,diabéticatratadacontestos teronaydiabéticatratadaconinsulina.

Nuclear

Sitios/cél.fmoles/ugDNA

Citosol(fmoles/mg) LibresTotales

Animales
Control94,2i11,3**11230i765*2,87io,4* Diabético2,8+1,012,6i3.o7043i2341,80i0,06 Diabético+ Testosterona41,1i3,1*9665i586*2,47i0,15* Diabético+ Insulina18,3i2,47709i1561,97i0,04 LosvaloressonpromedioiE.S.dedeterminacionesportriplicado.Cadagrupocon sisti’ade10animalesylaspróstatasfueronagrupadasentres"pools"separados.Reapectodelosanimalesdiabéticos:*p<0,05;**p<0,001.
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ci'ficos, se consideró de interés 1a determinación de los receptores

para PRL en próstata de animales diabéticos y de su regulación

por andrógenos.

El nGJnerode receptores para PRL, expresado como fmo

les de hormona especificamente unida por órgano, está significati

vamente disminul'do en los animales diabéticos (Figura Il. 15 A).

La disminución es igualmente notable cuando los resultados se ex

presan por ug de ADN(Figura II. 16). Por otra parte, el conteni

do de ADNpor órgano es menor en ratas diabéticas (12 vs. 22 ug

en los controles). Esto indicari'a que la disminución en el núme

ro de receptores por órgano es debida no sólo a un menor conteni

do de receptores por célula, sino también a una disminución en el

número de células por órgano.

El tratamiento con PT produjo un notable incremento en

el número de receptores por órgano en los controles, mientras

que en los diabéticos sólo se eleva hasta alcanzar el valor normal

basal (Figura II. 15.A). Un esquema similar se observa en el c011

tenido de ADNpor órgano, indicando que la hiperplasia producida

por el tratamiento con andrógenos es considerablemente menor en

los animale s diabéticos .
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Figura H. 15.Uniónde prolactina- I a membranas de prós

tata de animales controles (barras blancas),
diabéticos (barras negras) y diabéticos tratados
con insulina (barras sombreadas) tratados con
las dosis indicadas de PT. .
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Figura II. 16. A) PRL específicamente unida a próstatas de ra

tas normales (N), diabéticas (D) y diabéticas tra
tadas con insulina (D+I). B) Contenido de ADN en
próstatas de los mismos animales.



-149

Cuando los resultados se expresan por mg de proteína,

no se observan diferencias significativas entre los animales diabé

ticos y los controles ( Figura H.15.B ). Sin embargo, en los pri

meros no se produce el aumento enla concentración de receptores

por tratamiento con PT.

En todos los casos la administración de insulina produjo

una normalización parcial tanto en el número inicial de receptores

como en 1a respuesta ¿.1tratamiento con andrógenos.

Metabolismo de andrógenos y receptores en hipófisis e hipotálamo

Elpeao delas hipófisis e hipotálamos resultó ser signifi

cativamente menor en los animales diabéticos (Figura II. 17). El

tratamiento con insulina los restablece totalmente.

Las incubaciones de T-3H se realizaron usando como fue_x_1

te enzimática el precipitado de 105.000 x g de homogenatos de hi

pófisis e hipotálamo.

La actividad de la 5oa-reductasa en hipófisis, expresada

como suma de metabolitos 54x-reducidos formados, fue significa

tivamente menor en los animales diabéticos (Figura Il. 18). Sin

embargo, en estos últimos se produjo un incremento en la relación



d 0 .
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(10) (11) (7)

FiguraII. 17.Peso de hipófisis de animales normales (N),
diabéticos (D)y diabéticos tratados con insu
lina (D + I). Los númerosentre paréntesis in
dican 1a cantidad de animales en cada lote.
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Figura II.-18 Metabolitos formados por incubación de fraccig
nes microsomales de hipófisis e hípotálamo con
T- H.
Barras blancas = DHT

Barras negras = 3d + 3‘6-di01
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3 ot + 3p-diol /DHT formados, lo que indicari'a una mayor activi

dad de las 3-hidroxiesteroide deshidrogenasas asociadas a mem

brana.

En hipotálamo no se observaron cambios significativos en

la formación de DHT tritiada a partir de T entre ambos grupos

(Figura II. 18). Tanto en los animales diabéticos como en los con

troles, la velocidad de formación de androstanodioles en hipotál_a

mo fue no detectable.

Los' estudios realizados en hipófisis e hipotálamo, usan

do T-3H como ligando, indicaron una notable disminución en 1a con

centración de receptores en las ratas diabéticas, parcialmente r_g

vertida por el tratamiento con insulina (Figura II. 19).

D I S C U SI O N

Los resultados obtenidos con los animales diabéticos, tra

tados con PT, indican que la disminución en el contenido de ABP

presentada por estos animales, se debe fundamentalmente a la re

ducción en la producción de T, con la consiguiente disminución en

1a estimulación de su síntesis por parte de la célula de Sertoli.

Contrariamente a lo esperado por tratarse de una glico
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H-Tunida(fmoles/mgprof.)3

FiguraII. 19.Uni6n de 3H-T a la fracción soluble de hipófisis
de animales normales (N), diabéticos (D) y dia
béticos tratados con insulina (D + I).
*indica p<0, 05 comparado con el control.
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protefna, la insulina no seri'a -unrequisito esencial para su síntesis.

Aunquelos niveles de FSH sérica no parecen estar altera

dos en la diabetes experimental (235,236), 1a disminución en el con

tenido de ABP podrfa ser igualmente una consecuencia de una me

nor respuesta de la célula de Sertoli a esta gonadotrofina. Los rg

sultados presentados indican sin embargo que los animales diabét_i

cos presentan una hipersensibilidad a la FSH. Esta hipersensibi

lidad, propia de los animales prepúberes, seri'a coherente con la

hipótesis que supone que, en muchos aspectos, el efecto de 1a dia

betes sobre la función sexual es asimilable a un retardo en el pro

ceso de maduración.

Nopueden descartarse, sin embargo, otras posibles cau

sas para esta respuesta aumentada en 1a estimulación de ABP por

FSH, tales como una alteración en los mecanismos de control de

su síntesis.

Con respecto a los órganos sexuales accesorios, el hecho

de que, en el caso del epidfdimo, el tratamiento con PT haya res

taurado totalmente el peso del órgano, indica que, similarmente

a lo observado en el caso de la ABP, las alteraciones observadas

en el estado diabético se deberfan a la disminución en 1a concentra
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ciones de andrógenos circulantes.

En el caso de la próstata, sin embargo, parecería existir

un requerimiento estricto de insulina para mantener su trofismo.

Este resultado serfa coherente con el hecho de que 1a adición de ig

sulina es necesaria para 1a manutención de 1a morfología del tejido

prostático en cultivo (222.).

Unaposible explicación para la diferencia en la respuesta

ante el estl'mulo androgénico entre la próstata y el epidi'dimo en ag

sencia de insulina, podría estar dada por el diferente comportamieg

to de la. Bok-reductasa en ambos órganos.

La andrógeno dependencia de la 5Ot-reductasa ha sido de

mostrada tanto en 1a próstata como en el epidfdimo (79, 80). Por

lo tanto, en ambos casos seri'a dable esperar una disminución en la

actividad de dicha enzima como consecuencia de 1a reducción en los

niveles de T circulante en los animales diabéticos.

Esto ocurre efectivamente en el epidfdimo, tanto cuando la

actividad se expresa por órgano como en términos de actividad es

pecífica. En próstata, en cambio, si bien la actividad total se en

cuentra notablemente disminufda en las ratas diabéticas, la activi

dad especi'fica resulta ser superior a la de los controles.
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Este hallazgo aparentemente contradictorio,coincide no

obstante con lo comunicado por Sandberg (237), en ratas tratadas

crónicamente con estreptozotocina (7 mg/kg de peso/día durante

7 dfas). Este autor atribuye el aumento de 1a actividad específica

de 1a 5 Dt-reductasa a un efecto tóxico de la estreptozotocina y no

considera su posible acción diabetogénica. Sin embargo, el hecho

de que como se ha demostrado en el presente trabajo, la alteración

sea revertida por tratamiento con insulina, indica que los cambios

observados se deberian a 1a deficiencia de esta hormona más que

a un efecto directo de ladroga.

Por otra parte, en los animales diabéticos, 1a T es inca

paz de aumentar la-actividad especifica de la enzima en próstata,

lo que indicari'a que la insulina es necesaria para la inducción por

andrógenos de la actividad de la 5 cx -reductasa en este órgano.

La incapacidad de la T “per se" para normalizar la acti

vidad de esta enzima, clave en el mecanismo de acción androgéni

ca, podria explicar en parte la menor respuesta del tejido prostá

tico a los andrógenos en los animales diabéticos.

Por el contrario, el epidl'dimono parece tener un reque

rimiento estricto de insulina, ya que el tratamiento con PT en los



animales diabéticos normaliza la actividad de la Soc-reductasa con

juntamente con una total recuperación del peso del órgano.

Con respecto a las alteraciones observadas en las activi

dades de las 3 cx y 3f5 -HDHen próstata ventral, se hace más diff

cil establecer sus posibles consecuencias fisiológicas. Como se

ha mencionado en la Introducción,. si bien se acepta que dichas en

zimas contribuyen a controlar la concentración intracelular de

DHT, a través de su conversión en 3M y 3/3-diol, los posibles

efectos de estos últimos no han sido aún plenamente establecidos.

E1 aumento en la 3/3 -HDH en la fracción microsomal de

la próstata de los animales diabéticos, podrfa ser en parte debido

a la reducción en la actividad de la 3°<-HDH, con la consiguiente

mayor disponibilidad de sustrato. Asimismo, tal como se ha dis-

cutido p: ra el caso de la 5°(-reductasa, el aumento aparente en

la actividad especl'fica puede ser una consecuencia de una altera

ción en la composición de las membranas que integran la fracción

microsomal.

E1 efecto similar observado con la administración de in“

sulina c de PT en la dcsis de 500 ug, podrl'a indicar que esta alte

ración está mediada en parte por 1a reducción en los andrógenos
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circulantes.

En 1a fracción soluble, tanto la 3 ot como la 3/5 -IIDH se

encontraron disminufdas en igual proporción. Esta disparidad en

las alteraciones observadas en ambos compartimentos subcelula

res podrl'a reforzar la hipótesis de la existencia de ísoenzimas,

postulada por Clark y col. (47). Hasta el momento, sin embargo,

esta serfa la primera demostración de una diferencia en la regula

ción hormonal entre las enzimas solubles y las particuladas.

Dada la naturaleza de las alteraciones enzimáticas obser

vadas, es difícil establecer una correlación entre las mismas y

los valores séricos de los distintos metabolitos. Noobstante, pa

rece probable que dichos valores reflejen fundamentalmente el mg

tabolismo testicular de la 'I‘. En este sentido, Tesone (232) habra

demostrado previamente un incremento en 1a conversión a metabg

litos reducidos en el túbulo seminffero, que podrí'a explicar el ha

llazgo de valores relativamente normales de 3O<y 3/5-diol a pe

sar del descenso en los niveles de T+DHT.

En lo referente al receptor citoplasmático, los resultados

presentados confirmari’an los hallazgos previos realizados en el

laboratorio (232) mediante geles de agarosa y las observaciones
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de Oksane y Tuohima (223) relativas a la disminución de 1a cap

tación y retención de T-3H en animales diabéticos. El empleo de

técnicas de intercambio ha permitido además demostrar que la al

teración observada se debe a una disminución en el contenido total

del receptor y no a una simple disminución en el número de sitios

libres de unión. Por otra parte, el número de receptores en el

núcleo estaría igualmente reducido en la próstata de los animales

diabéticos, concordantemente con las alteraciones observadas en

los pasos precedentes del mecanismo de acción androgénica.

En cuanto a las posibles causas de la disminución en el

número de receptores, es probable que, al igual que en el caso de

las enzimas estudiadas, ésta sea parcialmente debida a la disminu

ción en los andrógenos circulantes. Esta suposición estaría basa

da, por una parte, en las demostraciones previas de 1a disminu-

ción en el contenido del receptor para andrógenos producida luego

de la castración (105,106) , y por otra en el hecho de que el trata

miento de los animales diabéticos con P'I‘ produjo una restaura

ción considerable en la concentración de dichos receptores.

Por otra parte, el tratamiento con insulina produjo un in

cremento discreto en el contenido de receptores acorde con el res
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tablecimiento parcial de los niveles de T.

Los resultados obtenidos en los estudios de unión de PRL

1251a membranas de próstata indican que el número de receptores

para esta hormona está disminuido en los animales diabéticos por

estreptozotocina. Esta alteración serl'a debida no sólo a una dis

minución en el número de células sino también a una menor con

centración de receptores por célula.

La insulina parece parece ser necesaria para 1a regula

ción por andrógenos de los receptores para PRL, ya que sólo en

presencia de esta hormona se verifica un incremento en el número

de sitios de unión por mg de protei'na (que es una medida de la den

sidad de receptores en la membrana), por tratamiento con T. Por

lo tanto, en los animales diabéticos, la T serI'a incapaz de incre

mentar la sensibilidad del tejido prostático hacia 1aPRL.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Smith

y col (238) trabajando con un tumor mamario que responde a la

PRL. Estos autores demostraron que el número de receptores

para PRL en el tumor disminuye significativamente cuando el mig

mo es transplantado a ratas diabéticas por estreptozotocina. Esta

disminución es también evidente comparando el número de recep
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tores para PRL en hígado de los animales diabéticos con los res

pectivos controles.

El requerimiento de insulina para la regulación de los

receptores lactogénicos serl'a por lo tanto un mecanismo genera

lizado, cuyas implicaciones son por el momento difíciles de dis

cernir.

Dada la complejidad de las interrelaciones entre los pa

rámetros estudiados, esquematizadas en la Figura JI. 20, es difr

cil establecer relaciones causales para las alteraciones observa

das en el mecanismo de acción de los andrógenos en los órganos

sexuales accesorios de los animales diabéticos.

Noobstante, en primera instancia es posible discernir

entre las alteraciones producidas por 1a disminución en los nive

les de andrógenos, y que son por lo tanto revertidas por tratamieg

to con PT, y aquellas que sólo se normalizan por tratamiento con

insulina, indicando un requerimiento estricto de esta última hor

mona. Al primer grupo pertenecerfan por ejemplo la disminución

del peso del epidl'dimo y su contenido de ABP y al segundo la ac

tividad de la 50<-reductasa y los receptores para PRL en prósta

ta.
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Figura JI. 2.0. Esquema general del mecanismo de
acción de andrógenos y de su regula
ción en tejidos efectores. Las flechas
blancas indican la localización de las
alteraciones encontradas en 1a diabg
tes experimental en la presente seg
ción. '
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Se ha comprobado además, que un mismo parámetro pue

de verse afectado de un modo diferente según el órgano estudiado.

Así, la actividad de la 51x-reductasa en epidfdimo parece estar

principalmente bajo control androgénico, mientras que en 1a prós

tata el tratamiento exclusivo con andrógenos resulta insuficiente

para normalizar dicha actividad.

El diferente comportamiento podría deberse al hecho de

que la próstata es además tejido efector de otra hormona, la PRL,

que ejercerfa un efecto modulador sobre la estimulación androgé

nica.

En la sección precedente se ha demostrado que esta hor

mona hipofisaria es capaz de modificar la concentración de recep

tores citosólicos para andrógenos en próstata y de estimular la

actividad de la SIX-reductasa en dicho órgano pero no en epidi'di

mo.

Siendola insulina aparentemente necesaria para la man

tención del receptor para PRL , una posible explicación para la

falta de efectividad del PT para normalizar la actividad de la 5°( 

reductasa prostática en los animales diabéticos, podría estar da

da por la falta del estl'mulo sinérgico de la PRL, que no seri'a ne
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cesario en el caso del epidfdimo.

Sin embargo, no es posible excluir 1a posibilidad inversa,

es decir que la alteración se produ zca a nivel de 1a regulación

por andrógenos del receptor para PRL. Aún cuando el mecanismo

bioquímico responsable de esta regulación no ha sido establecido

hasta el momento, es probable que la SR-reducción de la T sea

necesaria para que se manifieste su efecto estimulatorio sobre

el número de receptores para PRL, como lo sugiere 1a alta efec

tividad de la DHTpara aumentar la capacidad de unión de esta

hormona (176).

De este modo, la disminución en la actividad de la Sot 

reductasa se traducirl'a en una menor capacidad de la T para au

mentar el número de receptores para PRL y por ende en una me

nor sensibilidad del tejido prostático para responder al estímulo

trófico de esta última.

A las hipótesis mencionadas sería necesario agregar los

posibles efectos de 1a insulina sobre 1a actividad biosintética de

la próstata, que podrían afectar la síntesis de los receptores y/o

enzimas metabolizantes de andrógenos.

Las alteraciones mencionadas no parecen limitarse. por
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otra parte, a los órganos sexuales accesorios. Tanto la actividad

de la 5 ot-reductasa como el contenido de receptores se encontra

ron alterados en hipófisis de los animales diabéticos.

En el caso de la Sm-reductasa de hipófisis, la disminu

ción observada en su actividad no serfa mediada por la reducción

en los niveles séricos de andrógenos, ya que éstos ejercen un e

fecto inhibitorio sobre esta enzima (52).

Las alteraciones observadas en la Sex-reductasa hipofi

saria y en el contenido de receptores podri’ancontribuir a explicar

las modificaciones en el mecanismo de retroalimentacián por es

teroides, posiblemente responsables de la disminución en\.la res

puesta de la LH a la castración descripta en estos animales (171).

De los datos presentados se desprende que las alteracio

nes producidas por el estado diabético no se limitan a un nivel en

particular, indicando que 1a insulina estari'a involucrada no sólo

en los procesos intracelulares conducentes a la síntesis de andró

genos, como ha sido anteriormente demostrado (230,231), sino

también en los complejos mecanismos que condicionan la respues

ta de sus tejidos efectores.
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III. EFECTOS DE LA ANDROGENIZACION

NEONATAL

Los efectos de los andrógenos sobre la diferenciación

sexual, tendientes a la futura reproducción del individuo, se po

nen en marcha ya durante la vida fetal, es decir aún antes de que

éste haya comenzado su vida independiente (239). No obstante, la

plena capacidad reproductiva se alcanza considerablemente más

tarde, luego de un proceso de maduración que requiere la presen

cia de un conjunto hormonal sujeto a complejas interrelaciones,

algunas de las cuales han sido analizadas en las secciones prece

dentes.

En los mami’feros, este proceso de maduración abarca

un período considerable de 1a vida del animal, sin embargo, exis

te un intervalo critico, inmediatamente después del nacimiento,

durante el cual los andrógenos provocan cambios profundos e irre

versibles tanto en la diferenciación de estructuras nerviosas como

sobre los tejidos periféricos.

El efecto de los esteroides gonadales durante el período

neonatal fue estudiado inicialmente en 1a hembra, donde la admi
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nistración de dosis farmacológicas de andrógenos o de estrógenos

conduce a una supresión del ritmo cfclico de secreción de gonado

trofinas, dando una secreción tónica tfpica del macho (240).

En el macho, sin embargo, Moguilevsky y col (241) de

mostraron que la administración de PT en el segundo dI'ade vida

induce, en el animal adulto, niveles anormalmente altos de FSH

y PRL, mientras que no produce cambios en los de LH y T.

Estos hechos permiten suponer que, durante el período

neonatal, los andrógenos testiculares serl'an los responsables del

proceso de diferenciación sexual del hipotálamo a través de un

efecto de masculinización del sistema hipotálamo-hipofisario.

A nivel periférico, la administración neonatal de andró

genos produce cambios irreversibles en la actividad de determina

das enzimas metabolizantes de esteroides.

Ghraf y col (242) demostraron que la admistración de T

en el primer dI'a de vida.produce, cuando el animal llega a la adul

tez, una elevación de la 3oc-HDHen riñón, mientras que el mismo

tratamiento disminuye la actividad de la ¿5-3/5-hidroxiesteroide

deshidrogenasa-isomerasa en el testículo (243).

Por otra parte, la castración neonatal induce un aumento



-168

mucho mayor de la 5M-reductasa adrenal que el observado luego

de la castración del animal adulto (2.44), que indicarra igualmente

un efecto crl'tico de los andrógenos durante los primeros dl'as de

vida.

En animales intactos, la administración de altas dosis de

andrógenos en el periodo neonatal produce además una inhibición

considerable del desarrollo sexual.

El tratamiento con PT de ratas machos, entre los 2 y 5

di'as después del nacimiento, inhibe el crecimiento corporal y cag

sa atrofia de los testículos, próstata y vesículas seminales (245).

La espermatogénesis, sin embargo, no se ve mayormente

afectada por este tratamiento. y los animales androgenizados con

servan su fertilidad (246). No obstante, estos animales presentan

una menor capacidad reproductiva, probablemente debida a los tra_s

tornos observados en su conducta sexual (2.47).

A pesar de las evidencias que se acaban de mencionar,

que indican el papel fundamental de los andrógenos neonatales en

los procesos de diferenciación y maduración sexual, poco es lo que

se sabe respecto de las estructuras afectadas por su acción o sobre

los mecanismos involucrados en 1a misma.
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Se ha comprobado que los animales adultos, castrados neg

natalmente, presentan una menor respuesta a los andrógenos que

aquellos que fueron mantenidos con T desde el nacimiento (248

2.50). Este hecho indicarfa que, de algún modo, durante el perfo

do neonatal, los andrógenos podrían condicionar la futura respueg

ta de sus tejidos efectores.

Por otra parte, el hecho de que la inhibición del desarro

llo de los órganos sexuales accesorios de los animales intactos,

androgenizados neonatalmente, se halle asociado aniveles norma

les de T circulante, sugiere 1a existencia de alteraciones en el mg

canismo de acción de andrógenos , que podrfan atribufrse a una

falla en este mecanismo de "programación" durante los primeros

dl'as de vida.

Con el objeto de verificar esta hipótesis, se procedió a estu

estudiar el contenido de ABP, la actividad de 1a 50( —reductasa y

las 3 u/{ó -HDH y el contenido de receptores para andrógenos en

ratas machos inyectadas con 1 mg de PT en el 2do di'a de vida.

Asimismo, en un intento de localizar 1a causa de 1a secrg

ción anormal de gonadotrofinas observada en estos animales (241),

se midió la la actividad de 1a 504-reductasa y el contenido de re
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ceptores en hipófisis e hipotálamo.

RE SUL TA DOS

La Tabla III. l muestra el efecto de la androgenización

neonatal sobre el peso corporal, de testl'culo y de los órganos se

xuales accesorios en animales de 2.7y 90 dl'as de edad.

En los animales inmaduros se observa una disminución

significativa del peso corporal que, sin embargo, desaparece en

los adultos.

El peso de testl'culo y órganos sexuales accesorios es seg

siblemente menor en los animales androgenizados, tanto a los 27

como a los 90 días de edad. En los animales imnaduros esta difg

rencia es igualmente significativa cuando los resultados se exPre

san por g de peso corporal, lo que indica que no es debida simple

mente a un retardo generalizado en el crecimiento.

Niveles séricos de andrógenos y de estradiol.

Como puede observarse enla Tabla ILL2, los niveles de

T sérica no se encuentran significativamente alterados en los ani

males androgenizados. En cuanto a los niveles de 3o<-diol, si



TablaIII.l.Pesocorporal,detestl'culoyórganossexualesaccesoriosenratasandrogenizadasneonatalmente.

Adultas(90dl'as)Inrnaduras(27dfas)

Controles(30)Androgenizadas(30)Controles(20)Androgenizadas(27)

Pesocorporal(g)320ilS305i1258,0i1,351,0i1,0* Testfculo(mg)1500i21109oi23**192,3i5,4149,7i2.3:“<

352+25**32,4¿1,9%

Epidfdimo(mg)467i2543,9i0,2 Próstata(mg)31oi15227i10M

Lascifrasentreparéntesisindicanelnútnerodeanimales.Losvaloresestándadoscomo

promediosiE.S..* =p<0,05;**=p<0,001,comparadoconloscontroles.

-17l



Tabla111.2.

Adultas(90días)

ControlesAndrogenizadas

T+DHT(ng/ml)33010,702.7oio,35 3oc-diol(ng/rnl)1,57io,152,60i0,35* Estradiol(ng/100m1)11,6

LosvaloresestánexpresadoscomopromediosiE.S. .

control.

*

Esteroidesséricosenratasandrogenízadasneonatalmente.

Inrnaduras(27dfas)

ControlesAndrogenizadas

1,79io,2o1,56i0,20 2,09_+__o,282,10io,15

=p<0,01cuandosecomparaconel

-l72
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son normales en los animales de 27 di'as, en los adultos alcanzan

valores significativamente mayores que los de los controles res

pectivos.

Los niveles séricos de estradiol, medidos en los anima

les adultos, no mostraron diferencias entre los androgenizados y

los controles.

Niveles de ABP .

El contenido de ABP en epidl'dimo de ratas inmaduras es

significativamente menor en los animales androgenizados (Figura

111.1), sin embargo, cuando los niveles de esta proteina se midig

ron en testículo, estos no mostraron diferencias con respecto a

los controles.

En los animales adultos, a pesar de 1a aparente disminu

ción en el contenido de ABP en el epidfdimo, expresado por órga

no, ésta no resultó significativa, probablemente debido a la enor

me variación individual en este parámetro (Figura ILI.2).

Acti vidades enzimáticas .

Los datos obtenidos en incubaciones de homogenatos tota



Figura. III. 1.
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Figura. JJI. 2. Concentración (panel A) y contenido to
tal (panel B) de ABP en epidfdimo de ra
tas adultas control (C) y androgenizadaa
neonatalmente (A).
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Actividad de la SK-reductasa en ho
mogenatoa de próstata (panel A) y epica?
dimo (panel B) de ratas control (C) y
androgenizadas (A). * = p<0,05 com
parado con los controles.
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les de próstata y epidfdimo, muestran una marcada disminución

en la actividad total de la 5 tx-reductasa en los animales androge

nizados (Figura III. 3). En el caso de la próstata, ésta disminu

ción se observa también enla actividad específica de 1a enzima

(57 “lodel control, p¿0,05). En el epidi'dimo, sin embargo, la

actividad especi'fica de la Soc-reductasa no se encontró significa

tivamente alterada (87 “70del control, N.S.).

Las actividades de las 3°! y 3fÓ-HDHse determinaron

en forma conjunta, dado que no se realizó la separación del 31x

y 3f3 -diol.

Como puede observarse en la Figura III. 4, en los anima

les adultos androgenizados, la actividad de las 3 or//5 -HDH está.

significativamente disminul'da tanto en la próstata como en el epi

di'dimo .

A pesar de esta disminución en la actividad total, la acti_

vidad específica fue similar a la de los controles (120 y 95 “¡ode

los controles para la próstata y el epidi'dimorespectivamente)

En ninguno de los casos se observaron diferencias en el

contenido de proteínas por mg de tejido.

Con respecto a las discrepancias entre la actividad total
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Actividad de 3 °<//5 -HDH cn la frac
ción soluble de próstata (panel A) y c
pidfdimo (panel B) de animales control
(C) y androgenízados (A). * = p< 0,05
comparado con los controles.
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y 1a actividad específica. es necesario considerar que una dismi

nución de la actividad de la SN-reductasa traeri'a aparejada una

reducción en la capacidad estimulatoria de 1a T sobre la síntesis de

proteínas. Esta. suposición se basa en 1a comprobación de que la

inhibición "in vivo" de 1a 5M-reductasa produce una disminución

considerable del efecto trófico de la T sobre el peso prostático

(70). Es factible entonces que una disminución en 1a actividad

de esta enzima se viese enmascarada si los datos se expresan por

mg de proteina. Por lo tanto, la expresión de los resultados co

mo actividad total por órgano parece más adecuada para detectar

cambios en las actividades enzimáticas.

Receptores para andrógenos en próstata.

La androgenización neonatal no produce cambios aprecia

bles en los receptores citoplasmáticos especificos para andróge

nos en próstata. ya sea en los sitios totales de unión o en su gra

do de ocupación (Tabla HI. 3).

Alteraciones en hipófisis e hipotálamo.

Como puede observarse en la Figura HI. 5, la actividad
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Tabla 1.11.3. Comparación de los sitios citosólicos de unión
para 3H-R1881en próstata entre ratas controles y androgenizg
das.

Controles Androgenizadas

fmoles/mg proteína.

Libres 19.7iz.1 18,5i3,5

Totales 40.1i3,5 41,9i3,2

fmoles/órgano

Libres 240 i 26 200 i 38

Totales 489 j; 43 453 i 36

Las próstatas correspondientes a 5-6 animales adultos de ca_
da grupo fueron reunidas y la fracción soluble correspondiente se
procesó por triplicado. Los valores son promedios j; S.E. .



.A)
_ ï

.s
F: .

‘9" . "T
Q.
GW

E05+ J
\ I
U1

.9
O ..
E
.0. _.

r

o CA ‘c A

Figura. UI. S. Actividad de la. 5el -reductasa en 1a frac
ción microsomal de hípófísís (panel A) e h_í
potálamo (panel B) de animales control (C)
y androgenizados (A).* = ¡340,05 compara
do con el control.

-181



'182

de la Six-reductasa en hipófisis de los animales androgenizados

no es significativamente distinta de la de los controles. En cara

bio en hipotálamo, esta actividad se halla notablemete elevada en

los animales tratados.

Receptores para andrógenos y para estradiol.

Los estudios de unión de andrógenos en hipófisis e hipo

tálamo se realizaron usando T-3H, basándose en demostraciones

previas que indicaban su mayor efectividad para determinar el cor;

tenido de receptores en estas estructuras.

Tanto en hipófisis como en hipotálamo de los animales

androgenizados se observó una disminución significativa en el nú

mero de receptores citoplasmáticos para andrógenos (Tabla 111.4).

El número de sitios de unión en la fracción nuclear, en cambio no

fue significativamente distinto en ambos grupos.

Los receptores citoplasmáticos para estradiol tampoco

mostraron alteraciones en los animales tratados neonatalmente

con PT. Sin embargo, los receptores nucleares para este este

roide en hipófisis se encuentran marcadamente disminuidos en los

animales androgenizados (Tabla III.4). Esta alteración no se ob_



Tabla111.4.Receptoresparaandrógenosyparaestradiolenhipófisisehipotálamode ratasadultasandrogenizadaq.(A).

Hipófisis

LigandoFracciónCAC 3H-TCitosola7,4i0,3

Núcleosa11,9i3,o10,3¿3,0

3 H-EstradiolCitosol39,949,0N-S-14,6

Núcleos92,116.648.916,4’I‘

4.010,4»c5,9i0,6

22,6¿12

Hipotálamo

.523,6i10,3

a:fmoles/mgdeproteína;*=1340,05comparadoconelcontrol;N.S.

=nosignificativo.

'183
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serva en hipotálamo.

DISCUSION

Los resultados presentados ei; esta sección indican que

1a administración de PT en el segundo dl'a de vida, produce en 1a

rata macho alteraciones importantes en los mecanismos de acción

androgénica, tanto a nivel de los órganos sexuales accesorios co

mo de las estructuras nerviosas.

Por otra parte, el menor peso corporal de los animales

inmaduros indicarl'a una disminución de la velocidad de crecimieg

to corporal que coincidiri’a con lo previamente demostrado por o

tros autores (245), en animales tratados neonatalmente con altas

dosis de esteroides.

A nivel testicular, la disminución en el contenido de ABP

en el efiidl’dimoen las ratas inrnaduras, indicari'a una alteración en

el proceso de secreción de dicha protel'na. Dado que la concentra

ción testicular de LBP es normal, la disminución en su contenido

epididimario podria ser atribuida, en primera instancia a una dis

minución en la luz del túbulo seminl'fero que dificultase el pasaje

del flui'do testicular hacia el epidi’dimo. Sin embargo, el estudio
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histológico de los testículos de ratas inmaduras no mostró altera

ciones apreciables del diámetro tubular ni en la morfología de los

distintos tipos celulares (Dr. H.E. Chemes, comunicación perso

nal).

No obstante, considerando que la síntesis de ABP en 1a

rata inmadura es estimulable por FSH (17-20) y que los niveles de

esta gonadotrofina en los animales androgenizados se encuentran

notablemente elevados. sería de esperar que estos animales pre

sentasen niveles comparativamente altos de ABP. El hecho de que

el contenido de ABP sea normal (o menor en el caso del epidi'dimo) ,

indicarl'a una alteración en la sensibilidad de la célula de Sertoli

al estímulo por FSH.

Noes posible descartar, por otra parte, que la disminu

ción observada en el contenido de ABP sea debida a una mayor ve

locidad de degradación en el epidfdimo o a una mayor pasaje desde

el testículo hacia la circulación periférica, como ha sido demosr

trado recientemente (251).

Dado que la célula de Sertoli es capaz de aromatizar la

T (63) y que esta capacidad es estimulable por FSH (252), se con

sideró de interés la determinación de los niveles séricos de estra
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diol en los animales androgenizados. Dicho niveles no mostraron

alteraciones significativas en los animales tratados. lo que indica

rfa además que las alteraciones observadas en el tracto reproduc

tivo de los animales androgenizados no seri'an debidas a un efecto

inhibitorio por altas concentraciones de este esteroide (253).

Con respecto a las modificaciones enzimáticas observa

das, se ha demostrado que la administración de andrógenos duran

te el perfodo neonatal produce una disminución en la actividad de

varias enzimas testiculares metabolizantes de esteroides tales co

mo la ¿5-3/3 -hidroxiesteroide deshidrogenasa (243)y la l7-oxido

reductasa (254).

En el caso de la adrenal, Goldman y col. (244) han llega

do a proponer que los andrógenos podrían ejercer un control inhi

bitorio sobre la Soc-reductasa de dos maneras: mediante una inhi

bición reversible en el adulto y a través de una programación irre

versible durante el perfodo neonatal.

En el caso de 1a próstata y el epidi'dimo, como se ha visto

anteriormente, los andrógenos tienen un efecto estimulatorio sobre

la 5Ot-reductasa y sobre las 3OC/fi -HDH. Sin embargo, los resul

tados presentados podri'an indicar que estas enzimas se hallan su
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jetas igualmente a una'brogramación" neonatal por andrógenos.

Dado que el contenido del receptor para andrógenos no pa

rece estar alterado en los animales androgenizados, la disminución

del peso de los órganos sexuales accesorios, observada en estos

animales , sert'a debida a’la menor conversión de la T en sus me

tabolitos Stx-reducidos, con la. consiguiente disminución de su ca

pacidad estimulatoria.

Las alteraciones enzimáticas demostradas, no permiten

explicar si embargo el aumento en los niveles séricos de 30(-diol

detectado en los animales adultos androgenizados neonatalmente.

Dado que 1a contribución de la metabolización en los tejidos efec

tores es mínima, comparada con la de otros compartimentos tales

como el hígado y el riñón, el aumento observado en las concentra

ciones del 3o<-diol podrfa ser debido al aumento en la actividad de

la 3o<-HDHen este último órgano, como ha sido demostrado por

Ghraf y col. (242).

Es interesante notar que el efecto inhibitorio de la inyec

ción neonatal de PT, se opondrfa a las demostraciones previas,

que indican que 1a administración de T a ratas castrada neonatal

mente, aumenta la sensibilidad de los órganos sexuales accesorios
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hacia los andrógenos, en el animal adulto (248-250).

Esta discrepancia podría deberse tanto a las diferencias en

el medio hormonal entre los animales intactas y los castrados , co_

mo a las dosis más altas de T usadas en este caso. Esta última su

posición se basarfa en el hecho de que la administración de dosis

más bajas de PT (250 ug) a ratas intactas, no produce alteraciones

en el peso de testículo ni en el de los órganos sexuales accesorios

en el animal adulto (255).

Estos resultados, conjuntamente con las alteraciones de

mostradas en la presente sección permiten postular que la "progrg

mación" normal de los tejidos efectores requiere niveles fisiológi

cos de andrógenos durante el perfodo neonatal, mientras que la ad

ministración de dosis farmacológicas de T puede causar alteracio

nes irreversibles en este delicado mecanismo.

Por otra parte, las alteraciones demostradas en las es

tructuras nerviosas, podrfan contribuir a explicar la secreción a

normal de gonadotrofinas observada en los animales androgenizados.

Según el modelo actualmente aceptado para la regulación

de la secreción de gonadotrofinas (256), la secreción de LH y FSH

en hipófisis se producirfa bajo el estfmulo positivo de un único fac
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tor único de liberación hipotalámico, el LH-RH. Existen no obstan

te evidencias que indican una disociación en el mecanismo de con

trol de ambas gonadotrofinas. atribuible a las diferencias en el e

fecto de los esteroides gonadales.

Experiencias "in vivo" han demostrado que el orden de

efectividad para suprimir la secreción de.LH en ratas castradas

es: 3c<-diol>DHT> T (257). Para la supresión de FSH, en cambio,

se verifica el orden inverso y. a diferencia de lo observado con

la LH, ni aún las dosis más altas de andrógenos consiguen reducir

los valores séricos hasta el nivel de los animales intactos (257).

En cuanto al sitio de acción. implantes locales de andró

genos permitieron comprobar que éstos pueden actuar tanto sobre

la hipófisis como sobre el hipotálamo. No obstante, en ambos ca

sos el efecto producido es inhibitorio sobre 1a secreción de LH pe

ro estimulatorio sobre la de FSH (257). Este efecto es particular

mente evidente para la DHT, y ha sido corroborado en experienci

as "in vitro" (258,259) y puede aún ser evidente "in vivo"en dete;

minadas condiciones (259,260).

Por otra parte, el estradiol y los andrógenos aromatiza

bles resultan comparativamente mucho más eficaces que los 50(
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reducidos para inhibir la secreción de FSH (261). Este hecho,

conjuntamente con la presencia en el hipotálamo de enzimas ca

paces de aromatizar la T, demostrada por Naftolin (262). indica

rfan que, similarmente a lo postulado por este autor para ciertas

acciones a nivel cerebral (2.63), el efecto inhibitorio de la T sobre

la secreción de FSH podrl'a verificarse a través de su conversión

local a estradiol (264).

El efecto inhibitorio sobre la secreción de LH se produ

cirfa, sin embargo, a través del mecanismo clásico de acción,

mediante la Six-reducción de la T (257). La coexistencia de am

bos mecanismos se apoyarl’a además en la existencia e'n el hipotá

lamo de receptores especl'ficos tanto para DHT (265,266) como pa

ra estradiol (266,267).

Se ha comprobado además que en ratas machos castradas,

la cantidad de estradiol-3H unido al receptor en hipotálamo dismi

nuye por tratamiento con T pero no con DHT (264). Este último

resultado se explicaría por la incapacidad de la. DHT de ser aroma

tizada y por lo tanto de producir un aumento local de estradiol que

pudiese desplazar al asteroide radiactivo (264).

Basándose en estos hechos, es posible suponer que el au
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mento detectado en la SIX-reducción de la T en el hipotálamo, li 

mite su capacidad para ser aromatizada y por ende para suprimir

la secreción de FSH a través de su conversión a estradiol. Esto

explicaría los mayores niveles de FSH en los animales androge

nizados.

No obstante, dado que este aumento de la SN-reducción

no se halló asociado a cambios evidentes en el receptor citoplas

mático para estradiol, el efecto sobre los niveles de FSH parece

ri'a ser más bien debido a. una acción estimulaízoria directa de 1a

DH'I‘en el ‘hipotálamo. Esta, última posibilidad serl'a coherente

con la disminución en los sitios libres de unión para andrógenos

en el hipotálamo.

Es importante considerar, además. que la relación cau

sal entre el aumento de la SN-reducción y el de los niveles de FSH

podría ser igualmente la inversa, ya que se ha comprobado que la

administración de FSH produce un aumento significativo en la ac

tividad de la SN-reductasa en estructuras nerviosas (268).

Sin embargo, dado que la alteración de las enzimas me

tabolizantes de andrógenos parece ser un fenómeno generalizado

en los animales androgenizados, parece probable que la falla pri
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maria se produzca a nivel de la 5°<-reductasa hipotalámica.

Por otra parte, el aumento detectado en los niveles de

3o<-diol circulante podrfa contribuir a explicar no sólo los mayo

res niveles de FSH sino también el hecho de que los animales an

drogenizados presenten una menor respuesta a la liberación de LH

ante el estímulo con LH-RH (Dr. J. A. Moguilevsky, comunicación

personal).

Con respecto a las alteraciones observadas en los recep

tores nucleares para esteroides en estructuras nerviosas, su in

terpretación es dificultosa, dado que su papel dentro del mecanis

mo de acción no está claramente definido. No obstante. el estudio

de sus variaciones en distintas condiciones fisiológicas, tales co

mo las que se han presentado en esta sección y las precedentes ,

puede resultar de utilidad para la futura interpretación de su sig

nific ado biológico.
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IV. MECANISMOS INTRACELULARES DE REGULACION

En las secciones precedentes se han considerado al recep

tor, a 1a Su-reductasa y a las 3o<- y 3/5-HDH como entidades

distintas. Esta suposición se fundamenta en la demostración reali

zada.por Mainwaring (269) de las diferencias existentes entre el

receptor citoplasmático y 1a 50€-reductasa y en 1a separación par

cial efectuada por Unjhem (270) del receptor y 1a actividad de la

3u-HDH soluble. Ciertos hechos sugieren, sin embargo, que tan

to el receptor como las enzimas metabolizantes de andrógenos no

actúan en forma independiente, sino que están sujetos a estrechas

interrelaciones, posibilitando 1a existencia de complejos mecanis

mos de regulación intracelular.

Nozu y Tamaoki (271), analizando el efecto de las distin

tas fracciones subcelulares sobre 1a Set-reductasa microsomal,

observaron que ésta era inhibida por agregado de una fracción so

luble que contiene tanto al receptor como ala 3°<-HDH. Estos

autores (272), demostraron también que por incubación del comple

jo receptor--DHT-3H con una preparación dela 30<-HDI-Ise produ

ce una rápida conversión de 1a DHT unida a 3ok-diol, con 1a consi

guiente disociación del complejo hormona-receptor.
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Por otra parte, Taurog, Moore y Wilson (43), llamaron

la atención sobre el hecho de que la actividad de la 3o<-HDHen

próstata es aproximadamente diez veces mayor que la de la 51x

reductasa, lo que implicaría que prácticamente toda la DHTfor

mada tendri'a que ser convertida a 3<><-diol. Para posibilitar la

acumulación de la DHT observada "in vivo”, debe existir entonces

algún mecanismo de control sobre la velocidad de 3o<-reducción.

Estos autores proponen una serie de factores que podrían regular

la actividad de la 3°<-HDH, tales como el contenido endógeno de

cofactores, la unión de DHT a proteínas o la existencia de algún

efector que module a dicha enzima.

Las posibilidades de regulación no se limitari'an sólo a

la interacción entre macromoléculas.

Charreau y Salmoral (273), demostraron que los fosfolï

pidos son esenciales para la actividad de la SN-reductasa.

La actividad de esta enzima, en próstata y epidïdimo de

rata, es inhibible por cationes de metales pesados, tales como el

5M (274,50). En próstaZn2+ en concentraciones del orden de 10'

ta humana sin embargo, se ha demostrado que bajas concentracio

nes de Zn2+ (5. 10'7M) tienen un efecto estimulatorio sobre la 50(
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reducción en la fracción nuclear (275).

Por otra parte, el Zn2+produce cambios en 1a constante

de sedimentación del complejo receptor-DHT, sin afectar 1a can

tidad de esteroide unido (97).

Los efectos del Zn2+ resultan de particular interés dadas

las altas concentraciones de este catión en el tracto reproductivo

masculino y su regulación por andrógenos (276). Más aún, en el

caso de la próstata de rata se ha demostrado que 1a PRL, por si'

misma, es capaz de regular el contenido de 2112+(151) y que éste

disminuye significativamente por tratamiento con bromocriptina

(184). Estos resultados brindan una atrayente posibilidad para el

mecanismo de interacción entre la PRL y los andrógenos tratada

en la primera sección.

Experiencias preliminares realizadas en el laboratorio

habran indicado que el agregado de albúmina sérica bovina (BSA)

al medio de incubación producfa un incremento considerable en 1a

actividad de 1a 5d -reductasa. En 1a presente sección se presen

tarán los resultados obtenidos en las experiencias tendientes a ca

racterizar este efecto, y se compararán con el producido por una

fracción parcialemente purificada del receptor citoplasmático pa
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ra andrógenos.

RES UL TAD OS

En la Tabla IV. 1 se muestran los resultados obtenidos a1

agregar BSAen una concentración de 2 mg/ml a las fracciones

nuclear y microsomal. En ambas fracciones se observa un incre

mento de la actividad de la Sot-reductasa. La relación 30X-p 

diol/DHT sin embargo no se ve alterada por el agregado de la BSA

lo que indicarl'a que el efecto estaría localizado fundamentalmente

a nivel de 1a SM-reductasa.

Para tratar de comprobar si este efecto estimulatorio era

privativo de la BSA o era simplemente debido a. una protección de

1a acción de proteasas, se ensayó el agregado de otras protefnas

al medio de incubación.

Como puede observarse en 1a Tabla IV. 2 ninguna de las

proteinas ensayadas, fuera de 1a BSAprodujo un cambio aprecia

ble en la actividad de la 5o<--reductasa en la fracción microsomal.

Se procedió entonces a determinar la concentración ópti

ma de BSApara lograr 1a máxima activación. La Figura IV. 1

muestra el efecto del agregado de cantidades crecientes de BSA
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Tabla. IV.1 . Efecto del agrcgado de BSA a1 medio de incubación
sobre 1a.actividad de 1a 5°: -reductasa (en pmoles/mg protefna. h).

BSA
- 2 ¡ng/ml

Núcleos

DHT 19,25 26,98

30141101 3.98 5,35

Total 23,24 32,33

Microsomas

DHT 22 ,00 32,71

30k-diol 6.69 9.70

Total 28,69 42,41
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Tabla IV.2. Efecto del agregado de distintas proteínas al medio
de incubación sobre la actividad de 1a Sot-reductasa. en la fracción
microaomal.

Proteína. a ' pmolea/mg prot. . h

Control 28, 3

BSA 57 , 5

Gamma globulina humana 32. 9

Míoglobina 27 , 5

Ovoalbúmina 31, 6

Quimotrípsínógeno 29,0

Apoferritína 31o3

a : 1a.concentración fue en todos los casos de 3 mg/ml.
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Figura. IV. l. Efecto del agregado de cantidades crecientes
de BSA al medio de incubación sobre la activi
dad de 1a SN-reductasa microaomal de prósta
ta. de rata.
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al medio de incubación. El porcentaje de activación aumenta pro

gresivamente hasta alcanzar un máximo para una concentración

de BSAentre 5 y 6 mg/ml. Esta última concentración fue usada

en los ensayos posteriores.

Para tratar de dilucidar el mecanismo responsable de es

ta activación se estudió el efecto del agregado de BSA sobre los

parámetros cinéticos de la enzima. Los resultados obtenidos se

hallan representados en la Figura IV. Z. En presencia de BSA se

produce un incremento de la velocidad máxima de l ,2 a 2.2 pmo

les/mg.min. El valor de Km hallado. 0,9.10-7M. coincide con

el determinado por Sandberg (237) en condiciones similares. Este

valor no se modifica apreciablemente por agregado de BSA.

Por otra parte, el agregado de la fracción del citosol que

precipita en el rango del 0-35% de saturación de sulfato de amonio,

en la que se halla presente el receptor para andrógenos, aumenta

notablemente la actividad de la 5Ok-reductasa en la fracción micro

somal (Tabla IV. 3). Sin embargo, a diferencia de lo observado en

el caso de la BSA. en este caso se produce un incremento de la

relación 3ot+3/3 -diol/DHT, probablemente debido a la presencia

de la 3o<-HDHen la fracción ensayada.
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Figura. IV.2. Efecto del agregado de BSA sobre los paráme
tros cinéticos de la Su-reductaaa en la fracción
microsomal de próstata de rata. o : Controles
o : BSA 6 mg/rnl.
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Tabla IV.3. Efecto del agregado de la fracción citoplasmática
que contiene al receptor (R) sobre 1a actividad de 1a Soc-redacta
sa en 1a fracción microsomal de próstata de rata.

- R

Actividad total (pmoles/mg . h) 6,7 i 2,7 16,6 j; 2,6

Relación 31x-diol/ DHT 0.23- 1,13
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DISCUSION

Los resultados presentados indican que de las protefnas

ensayadas la albúmina es la única que posee la propiedad de incre

mentar la actividad de la SOL-reductasa "in vitro".

Este hallazgo coincidirfa con lo comunicado por Vreeburg

y Scholte (277), quienes encuentran que la adición de BSA (10 mg/

ml) al medio de incubación, aumenta en un 100%la actividad de la

50<-reductasa en homogenato de epidi'dimo, efecto que no se veri

fica por agregado de ovoalbúrnina.

Es interesante notar que una de las propiedades que dife

rencian a la BSAdel resto de las protel'nas utilizadas es su capaci

dad de unir esteroides. La afinidad por los distintos esteroides

varl'a además según la estructura de los mismos, hecho que ha si

do exhaustivamente estudiado por Stoppani y col. (278).

La albúmina es por otra parte, 1a principal proteína tran_s_

portadora de esteroides sexuales en la rata (10), habiéndose demog

trado además que el 30<-diol se une en mayor proporción que la

DHT (ll).

Estas caracteri'sticas podrían explicar la peculiaridad
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de su acción sobre la Soc-reductasa. No obstante, el mecanismo

por el cual produce esta activación resulta difícil de dilucidar.

Las variaciones observadas en los parámetros cinéticos

de la enzima son similares a las esperadas en el caso de la remo

ción de un inhibidor no competitivo, aumetando la concentración

de enzima disponible para el sustrato, sin alterar su afinidad.

El mismo resultado se obtendría como consecuencia de una prote_c

ción de la acción de proteasas, no obstante, esta posibilidad ha s_i

do descartada dada 1a ineficacia de otr-as protel'nas para reprodu

cir este efecto.

Por otra parte, otro componentecapaz de unir esteroides,

la fracción citoplasmática que contiene al receptor para andróge

nos, produjo igualmente un aumento considerable de la Sol-redu_c

tasa en la fracción microsomal.

Este efecto estimulatorio se contrapone con la inhibición

de la enzima encontrada por Nozu y Tamaoki (271) en condiciones

similares. Esta discrepancia podri'a ser debida parcialmente a

la mayor proporción de protel'nas de la fracción soluble con res

pecto a 1a microsomal usada por estos autores (6 veces mayor que

en el presente trabajo).
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Nozu y Tamaoki atribuyen el efecto inhibitorio del recep

tcr al posible secuestro del sustrato. Esta hipótesis, sin embar

go, no resulta sostenible considerando nuestro conocimiento actual

de la capacidad de unión de andrógenos de 1a fracción citoplasma

tica, ya que en las condiciones por elllos usadas, sólo un fnfimo

porcentaje ( menor que el 0,5 %)de la cantidad total de sustrato

podria estar unida al receptor.

Una complicación adicional para la interpretación de es

tos resultados, surge de la presencia de la 3o<-HDHenla fracción

citoplasmática usada que conduce. coincidentemente con lo hallado

por los autores mencionados, a una mayor proporción de 3o(-diol

en los productos de reacción. Por lo tanto, 1a naturaleza de este

fenómeno no parece ser posible de dilucidar hasta tanto no se cueg

te con una preparación suficientemente pura del receptor.

De todos modos , todo parece indicar que proteínas con

capacidad de unir esteroides ( ya sea la BSA, el receptor o la 3d

-HDH), podrían ejercer un efecto regulatorio sobre la actividad

de la SK-reductasa.

Enel caso delreceptor, su interacción con la SN-reducta

sa podrfa constituir un posible mecanismo para la formación del
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complejo con la DHT afin en presencia de la 30(-HDH. Esta hipó

tesis ya habra sido parcialmente considerada por Liao, basándose

en experiencias que demostraban la posibilidad de aislar, de las

membranas microsomales, una protei'na con caracterfsticas sim_i_

lares a las del receptor (279,280).

Los resultados presentados en esta sección, si bien pre

liminares, sugieren la necesidad de reconsiderar el esquema de

regulación de la acción androgénica, contemplando la posibilidad

de complejos mecanismos de regulación intracelular.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo, ponen de ma

nifiesto la extraordinaria complejidad de los mecanismos involucra

dos en el control de la acción androgénica y su estrecha dependen

cia con el estado fisiológico del individuo. Estas características

dificultan notablemente el establecimiento de relaciones causales

entre las alteraciones observadas en cada uno de los modelos ex

perimentales. Más aún, la existencia de una verdadera red de in

terrelaciones entre los distintos parámetros, permite suponer

que las modificaciones efectuadas sobre las concentraciones hor

monales, no se trasmiten en forma uni‘voca, sino que inducen mo

dificaciones simultáneas en los distintos niveles, produciendo en

unos casos un efecto compensatorio y en otros una ampliación del

estímulo original.

No obstante, basándose en los datos obtenidos es posible

extraer ciertas conclusiones que se enumeran a continuación:

1) El tratamiento con prolactina ovina (PRLo) de los a

nimales inmaduros, produce un aumento significativo en el peso

del testículo Yórganos sexuales accesorios. Por el contrario,
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el peso de dichos órganos se reduce cuando se suprime la sec re

ción hipofisaria de PRL mediante el tratamiento con el agonista

dopaminérgico bromocriptina.

2) La administración de PRLo aumenta los niveles séri

cos de Su-androstano 3°<,17fb-diol (3tx-diol) sin modificar los

de testosterona (T) más 50<-androstano 17/5ol 3 ona (DHT). La

hiperprolactinemia moderada inducida por sulpirida (antagonista

de 1a dopamina) produce igualmente un aumento en el 3o<-diol ci;

culante, aunque asociado en este caso a un incremento de T+DHT.

En forma inversa, los niveles de andrógenos disminuyen notable

mente en los animales tratados con bromocriptina. Estos resul

tados indican que las variaciones en el peso de órganos sexuales

accesorios podrian estar mediadas en parte por cambios de los

niveles séricos de andrógenos.

3) La PRL podría incentivar la esteroideogénesis en las

células de Leydig no sólo a través de un aumento en su sensibilidad

a1 estímulo por LH, sino también aumentando los niveles circulaxl

tes de esta última gonadotrofina. Este efecto es evidente cuando

se administra PRLo exógena y parecerfa ser revertido a altas co_n

centraciones de esta hormona.
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4) A nivel de los tejidos efectores de andrógenos, la PRLo

es capaz de modificar la concentración total de receptores citoplas

máticos para andrógenos (en próstata) y del grado de ocupación de

los mismos.

5) La administración de PRL exógena produce un aumento

de la actividad total de la A4-3-cetoesteroide, 50<-reductasa (Soc

reductasa) en próstata. Este efecto no se verifica en epidfdimo

ni en túbulo seminl'fero (TS). No obstante la supresión de la PRL

endógena mediante el tratamiento con bromocriptina, disminuye

significativamente dicha actividad tanto en próstata como en TS.

Esto indicarfa el requerimiento de niveles fisiológicos de PRL

para una actividad normal de la enzima en los tejidos efectores de

andrógenos.

6) Los agentes dopaminérgicos tales como la bromocripti_

na, la sulpirida y la pimocida, a pesar de sus efectos disímiles so

bre los niveles de PRL endógena, inducen aumentos semejantes en

la actividad de la 3x-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3o<-HDH).

Esto sugiere que los efectos observados con estas drogas podrfan de

berse a una acción directa de las mismas sobre los tejidos andróge

no dependientes.
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7) En el caso de 1a pimocida, se ha comprobado además

que si bien esta droga se comporta como antagonista de la dopami

na, en altas dosis es capaz de producir un descenso significativo

en los valores séricos de 1a PRL.

8) La disminución del peso de testfculo y epidi'dimo obse;

vada en los animales diabéticos, sería debida fundamentalmente al

descenso en los niveles de andrógenos circulantes ya que esta alte

ración es revertida por tratamiento con propionato de testosterona

(PT). El peso de próstata sin embargo sólo se normaliza por la

administración conjunta de PT e insulina.

9) El tratamiento con PT de los animales diabéticos pro

duce un aumento del tipo dosis-respuesta en el contenido epididim_a

rio de la proteína transportadora de andrógenos (ABP) , alcanzando

valores normales. Este resultado indica que 1a síntesis de esta pr_o

tei'na no tiene un requerimiento estricto de insulina.

10) En las ratas diabéticas se observa una hiperrespuesta

en la producción de ABP ante el estímulo por FSH, que es atribui

ble ya sea a un retraso en el proceso de maduración o a una mayor

proporción de células de Sertoli en el testl'culo de estos animales.

Este resultado, conjuntamente con el anterior, permiten concluir
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que la disminución en el contenido epididimario de ABP que se pro

duce en los animales diabéticos, es debida fundamentalmente al de;

censo observado en los niveles de T circulante.

ll) La actividad total de la 5 ok-reductasa se halló disminu

l'da tanto en la próstata como en el epidl'dimo de los animales diabé

ticos. En este último, la actividad de la enzima se normaliza cor_n

pletamente por tratamiento con PT, mientras que en la próstata la

T "per se" resulta insuficiente para el completo restablecimiento

de la enzima, que se logra solamente en presencia de insulina.

12.) La diabetes por estreptozotocina produce igualmente

una disminución de la actividad de la 30( -HDHprostática, tanto en

1a fracción microsomal como en la soluble. La 3o(-hidroxiesteroi

de deshidrogenasa (31x-HDH) se encuentra también disminufda en

la fracción soluble, pero su actividad se halla anormalmente eleva

da.en la fracción microsomal. Esta disparidad de comportamiento,

apoyarfa 1a hipótesis de la existencia de isoenzimas en ambos com

partimentos subcelulares.

13) El contenido total del receptor citoplasmático para an

drógenos, medido en condiciones de intercambio, es sensiblemente

menor en los animales diabéticos. Este resultado confirma el obtg

nido anteriormente mediante técnicas semicuantitativas. Por otra
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parte, se ha establecido que la disminución de receptores es obser

vable igualmente en el núcleo, y que en ambos casos las alteracio

nes son revertidas tanto por tratamiento con PT como con insulina.

14) Las alteraciones observadas en 1a próstata de los ani

males diabéticos y la ineficacia de 1a T “per se" para normalizar

algunos de los parámetros, podrian ser parcialmente debidas a1 mg

nor contenido de receptores para PRL en dicho órgano y a1 requer_i

miento estricto de insulina para la completa restauración de los

mismos.

15) A nivel central, la diabetes por estreptozotocina pro

duce una disminución de la actividad de 1a 5ot-reductasa hipofisaria

y una reducción concomitante en el contenido de receptores para an

drógenos tanto en hipófisis como en hipotálamo. Estas alteraciones

podri'an ser responsables de las modificaciones observadas en estos

animales en los mecanismos de retroalimentación por andrógenos

de la secreción de gonadotrofinas.

16) La administración de PT en el periodo neonatal produ

ce, en el animal adulto, una atrofia parcial del testículo y de los

órganos sexuales accesorios, sin que se modifiquen apreciablemente

te los niveles de T circulante. La menor actividad total de la 5 0(
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reductasa y de 1a 3u-HDH, detectada en próstata y epidi'dimo, y

la falta de alteraciones en el receptor citoplasmático para andró

genos en próstata, permiten suponer que la disminución en el pg

so de órganos es debida a una menor conversión periférica de 1a T

en sus metabolitos activos. Este resultado indicarfa además que

estas actividades enzimáticas podrian estar también sujetas a un

proceso de "programación" neonatal por andrógenos.

17) A pesar de los niveles comparativamente altos de FSH

demostrado por otros autores en los animales androgenizados, es

tos animales presentan, en el perl'odo prepuberal, un contenido

de ABP normal en testi'culo y significativamente menor en epidf

dimo. Esta alteración, es aparentemente revertida al alcanzar 1a

madurez, y podri'a indicar una menor capacidad de la célula de Ser_

toli para responder al esti'mulo por FSH.

18) La androgenización neonatal produce también un au

mento de 1a actividad de la 5cx-reductasa en hipotálamo, mientras

que no altera dicha actividad en hipófisis. El efecto de la androge

nización neonatal se observa también sobre los receptores para an

drógenos y para estradiol, aunque el sentido y la magnitud de las

alteraciones difieren en ambos tejidos. Estos resultados sugieren
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que la conocida acción "masculinizante" de los andrógenos neona

tales sobre el proceso de diferenciación hipotalámica, podri'a veri

ficarse a nivel de los mecanismos de retroalimentación por estero_i

des, la alteración de estos mecanismos por la administración de do_

sis farmacológicas de T, podrl'a ser una posible causa para la ano_r

mal secreción de gonadotrofinas que se observa en los animales an

drogenizados.

19) Con respecto a otros posibles mecanismos intracelula

res de control de la acción androgénica, se ha determinado que 1a

actividad de la. Su-reductasa de próstata puede ser modulada por la

interacción con determinadas protefnas tal como lo sugiere la esti

mulación de esta enzima por el agregado de albúmina al medio de

incubación. Este efecto no fue observado con otras protefnas, y los

estudios cinéticos indican que la albúmina actuarfa aumentando la

cantidad de enzima disponible para el sustrato sin modificar signi

ficativamente su afinidad por el mismo.

20) El aumento en la actividad de la Sot -reductasa "in vitro"

se produjo también por agregado de la fracción citoplasmática que

contiene al receptor para andrógenos, lo que plantea la posibilidad

de una interrelación entre ambos.
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Más allá de su posible aporte a1 conocimiento teórico de

los mecanismos de regulación de la acción androgénica, algunos de

estos resultados podrl'an ser de utilidad en el esclarecimiento de la

etiológi’ade las alteraciones reproductivas asociadas a ciertos es

tados patológicos.

Asf por ejemplo, se ha establecido que 1a PRL ejerce un

profundo efecto sobre el proceso de maduración sexual y que puede

actuar a tres niveles distintos : controlando 1a secreción de LH,

actuando sinérgicamente con esta hormona en la estimulación de la

sintesis de andrógenos y modulando 1a acción de 1a T en los tejidos

efectores. Este efecto trófico de 1a PRL indicarra que el hipogona

dismo asociado a 1a hiperprolactinemia en el hombre, no serfa deb_i

do a una acción antigonadotrófica de 1a PRL “per se" , sino más

bien a la. supresión de 1a secreción de LH producida. por altas con

centraciones de esta hormona.

Por otra parte, el efecto estimulatorio de los agentes do

paminérgicos sobre 1a 3ot-HDH, además de constituir la primera

demostración de un factor regulatorio para dicha actividad fuera de

los andrógenos, plantea la interesante posisbilidad de un control ne;

vioso del mecanismo de acción androgénica.
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Los efectos inhibitorios de la bromocriptina sobre los ni

veles de andrógenos y sobre la actividad de la 5 K-reductasa, po

drl'an explicar además el hecho de que esta droga resulte ineficaz

para restablecer la función reproductiva en ciertos pacientes hipe;

prolactinémicos.

Es interesante notar, por otra parte, que la sulpirida es

usada corrientemente como antipsicótico y que otras drogas tales

como la cimetidina, administrada para el tratamiento de trastor

nos gástricos, y antihipertensivos como la reserpina, son capaces

de inducir aumentos significativos en los niveles séricos de PRL.

En todos estos casos se han descripto alteraciones reproductivas

asociadas al tratamiento prolongado que son generalmente atribuf

das a la discreta hiperprolactinemia. No obstante, basándose en

los resultados presentados en este trabajo, sería necesario consi

derar un posible efecto de estas drogas sobre los tejidos efectores

de andrógenos.

En cuanto a las alteraciones observadas en las ratas dia

béticas por estreptozotocina, ya se ha discutido la similitud exis

tente entre los trastornos reproductivos demostrados en estos ani

males y los que acompañan al estado diabético en la especie huma



-Zl7

na. La elección de dicho modelo parece entonces adecuada para

el estudio de las posibles causas de las alteraciones en la esfera

sexual en pacientes diabéticos.

Los resultados obtenidos demuestran 1a importancia crï

tica de la insulina en el mecanismo de acción androgénica. El re

querimiento de insulina se manifiesta no sólo a nivel de la célula

de Leydig para la sintesis de andrógenos, sino también a nivel de

determinados tejidos efectores, tales como 1a próstata, para 1a

completa expresión del efecto trófico de la T.

Sin embargo, se ha visto también que, en el caso de las

células de Sertoli y en el del epidl'dimo, los andrógenos constituyen

el estímulo primordial, siendo las alteraciones observadas en las

ratas diabéticas sólo una consecuencia indirecta de la falta de in

sulina, producidas a través del descenso en la producción de T.

La posible correlación clinica de las alteraciones demos

tradas en los animales androgenizados resulta más difl'cil de esta

blecer, ya que si bien se reconoce la importancia fundamental de

los andrógenos durante el periodo perinatal para el proceso de di

ferenciación sexual, no se han comunicado hasta el momento pato

logías asimilables a la observada en estos animales. No obstan



-218

te, pueden resultar de interés las observaciones preliminares efec

tuadas por Gorski (281) en cuanto alas alteraciones en la conduc

ta de niños cuyas madres fueron tratadas con dietilbestrol durante

el embarazo.

Resulta evidente que ninguno de los temas tratados en es

te trabajo ha quedado completamente agotado sino que por el con

trario en cada caso se plantea una multitud de nuevos interrogan

tes y es probable que muchos de los conceptos vertidos necesiten

ser reconsiderados a.1a luz de futuras investigaciones.

Más importante que el comprender los fenómenos vitales

es que la razón esté puesta al servicio de 1a Vida.
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