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INTRODUCCION
RESERA HISTORICA DE LAS EVIDENCIAS SOBRE LA FUNCION
DE LA CELULA DE LEYDIG

La castracibn de animales dom&sticos y del homdbre pu-
30 en claro desde la antiglledad, el papel del testfculo en
la manifestacién de las caracter{sticas sexuales secunda=-
rias del macho. Por mucho tiempo se supuso que la regula-
cibn de estas caracterf{sticas sexuales, era mediada por
nervios que se extendfan desde el testfculo a los brganos
sexuales secundarios. Sin embargo, en 1849 Berthold (1),
notd que testfculos transplantados ectbdpicamente en gallos
castrados, eran todavia capaces de prevenir la atrofia de
la cresta de estas aves y concluyd que la regulacidn era
realmente ejercida a través de la sangre.

Un afio mAs tarde, en 1850, Franz Leydig describib la
presencia de c&lulas intersticiales en el testfculo de va-
rios mamiferos (2). MAs tarde otros autores especularon
sobre las posibles funciones de estas células, sugiriendo

que podrfan aportar nutrientes para el tubo seminffero,



producir una hormona masculina, almacenar productos hormo-

nales producidos por el tfibulo, eliminar sustancias nocivas

que pudieran dafiar los tfibulos o migrar al tubo seminffero

para reemplazar a c8lulas de Sertoli envejecidas (3).

Las evidencias m&s sobresalientes que atribufan un pa-
pel endScrino a la célula de Leydig fueron presentados en
una serie de trabajos que se inician en 1903 por Bowin y
Ancel (4). Esta evidencia Jjunto con la presentada por otros
autores se produjo en las siguientes 1{neas:

1. Las células de Leydig tienen forma epitelioide y nficleo
prominente y estas son caracterfsticas morfoldgicas de
células involucradas en procesos secretorios.

2. Las células de Leydig esthn nfs orientadas hacia la vas-
culatura que hacia los thbulos.

3. En nuchas condiciones patoldgicas o experimentales (ca-
lor, rayos x, algunos casos de vasectomfa y otros trata-
mientos), el tlibulo sufre un proceso regresivo, pero las
células de Leydig permanecen intactas, y las caracter{s-

ticas sexuales secundarias del macho también se mantienen.



Se vefa asf que estas caracter{sticas estaban mhs rela-
cionadas con el estadfo de las c&lulas de Leydig que con
el del tubo seminifero.

4, Las células de Leydig son numerosas en el test{culo em-
brionario de los mam{feros, en el momento en que el
tracto reproductivo masculino se desarrolla Yy en este
mismo momento el tubo seminf{fero es rudimentario.

Aunque todas estas evidencias sugerfan un papel endé-
crino para las células de Leydig, eran en realidad eviden-
ciag circunstanciales que podfan ser interpretadas por otros
mecanismos. Précticamente en todas las condiciones experi-
mentales donde se producf{a una regresibn del tubo seain{fe-
ro, eran las c8lulas germinales las que se afectaban, mien-
tras que las c&lulas de Sertoli (y tanbifn esperiatogonias)
permanecfan en lcs tibulos y constitaifan una posible fuente
de hormonas. Cuando se estudiaron adcisfds los ciclos repro-
ductivos estacionales en ciertos vertebrados y mam{feros,
aparecieron casos paradlgicos en los cuales los caracteres

sexuales secundarios parecfan estar desfasados con respecto



al desarrollo de las c&lulas de Leydig. Como resultado de
&stas y otras dificultades los principales investigadores
en células de Leydig entre los afios 1920 a 1935 eran escép-
ticos acerca de su funcibén. En una revisibn muy extensa
sobre las células de Leydig, Rasmussen discuti las eviden-
cias en detalle y concluyd que era necesario ser precavido
en las conclusiones que de ellas se extrajeran. Por otro
lado Steive, un investigador que habfa realizado numerosos
estudios sobre las células de Leydig de varias especies,
concluyd que toda la evidencia era consistente con el punto
de vista de que 1las células de Leydig simplemente nutrfan a
las c8lulas del tfibulo, y que eran estas Qltimas las que
realmente producfan la hormona masculina circulante.

En los primeros afios de la d8cada del 30 se establecid
que la hormona masculina era la testosterona (5), y que la
funcibn testicular estaba controlada por hormonas de la pi-
tuitaria (6).

La prueba definitiva de que las células de Leydig son

la principal fuente de andrfgenos se ha obtenido relativa-



mente hace pocos afios a través de dos desarrollos técnicos.
En 1958 aparecid una técnica histoquimica para localizar la
enzima esteroidogénica 3@-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(7, 8)y ¥ se vib que tanto en mamf{feros como en los otros
vertebrados estudiados, la actividad de esta enzima se ha-
llaba predominantemente sobre las células de lLeydig.

La otra evidencia se hizo posible por el desarrollo de
un método que permitib separar tlbulos de células de Leydig
en testfculo de rata. Cuando los dos componentes fueron
incubados separadamente con progesterona radioactiva se vib
que el tejido intersticial tenfa preponderantemente la ca=-
pacidad de convertir este sustrato a andrdgenos, adn cuando
el tubo seminffero también mostrbd alguna actividad (9).

Por otro lado Hall y col. demostraron que la conversidn de
colesterol a andrbgenos ocurrfa sblo en el tejido intersti=-
cial (10).

Mucho se ha avanzado desde aquellos primeros intentos

para definir el papel de las cflulas de Leydig en la orga-

nizacidn testicular. Se ha avanzado en el conocimiento del



mecanismo de accibdn de la hormona luteinizante que conduce
finalmente a la secrecién de testosterona, pero a pesar de
que se conoce hoy una constelacidn de hormonas que pueden
regular la funcibn de la c&lula de Léydig, queda todavia
muchf{simo por investigar sobre los complejos mecanismos que
se integran para obtener una célula de Leydig esteroidogé-

nicamente activa.

MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA RESPUESTA DE LA CELULA DE

LEYDIG A LA 1LH

1. Receptores de 1IH

La primera evidencia de que las células de Leydig po-
sefan receptores para IH, que le permitf{an interaccionar
selectivamente con la gonadotrofina circulante fué aportadeas
por: a- t8cnicas inmunohistoquimicas usando IH acoplada a
ferritina (11) y b— técnicas autoradiogrificas luego de ex-
poner al animal in vivo a LH marcada con 1251 (12, 13).

En estas condiciones, se demostrd que la 1H interaccio-

naba selectivamente con la célula de Leydig, mientras que no



se observaba unibén a las cflulas del tubo seminf{fero. Las
siguientes observaciones sugirieron que estos sitios de re-
conocimiento hormonal, se encontraban en la membrana plas-
mltica de las células de Leydig: a- La LH unida a Sepharo-
sa, que no pod{a penetrar a las c&lulas, era caphz de esti-
mular la esteroidogénesis (14) y b= la gonadotrofina unida
a la célula podfa eluirse simplemente disminuyendo el pH
del medio (15).

Un hallazgo mucho mhs reciente que claramente demues-
tra la localizacibn en la superficie celular de estos re-
ceptores hormonales, se debe a la visualizacibn del comple-
jo fluorescente que se obtiene utilizando una t8cnica de
inmunofluorescencia en la periferia celular (16).

Cada uno de estos métodos, independientemente, haan de-
mostrado que los receptores de LH se encuentran predominen-
temente sobre la superficie celular y coinciden con los es-
tudios en fracciones subcelulares de c&lulas intersticiales
que indicaron la misma localizacién.

Se demostrd que, la asociacibn entre LH o hCG y los



sitios receptores es marcadamente dependiente de la tempe-
ratura de incubacibn y que a 37°C se produce rlpidamente.
Sin embargo, la mayorfa de los estudios de unibn de IH o
hCG marcadas, han sido realizados a temperaturas entre 20

y 24°C, para disminuir al m&ximo los efectos de degradacifin
de la hormona y/o de los sitios receptores durante la reac-
cibn de unibn. Se vib que la velocidad de la interaccin
entre sitios receptores y hormona depende también de la con-
centracibn de hormona utilizada y que sigue una cinética de
segundo orden,hasta que se utiliza un exceso de hormona en
que la reaccidn adquiere una cinética de pseudo-primer or-
den (17). Se ha encontrado que las caracter{sticas de ia
unidn de las gonadotrofinas a los receptores son id&nticas
en c8lulas de Leydig aisladas, en homogenatos testiculares
y en membranas de células intersticiales y se ha calculado
que existen aproximadamente 20.000 sitios receptores por cé-
lula de Leydig. Ia constante de unidn en el equilibrio Ka

0]

es 4 x 101 M—1 y pertenece a una sola clase de sitios de

unibn no interactivos, que se demostraron en la obtencién de



grificos de Scatchard lineales y en grificos de Hill con
pendiente 1.0. La vida media del complejo receptor-hormona
es de 24 horas a 24°C, y la disociacibn se produce afin més
lentamente a 4°C, Esta propiedad de los gl tios receptores
para gonadotrofina ha sido de incalculable valor en la so-
ludbilizacibdn y caracterizacibn f{sico-quifmica de los mismos;
permitiendo la utilizacibn de métodos tales como filtracibdn
en geles o gradientes de densidad, que son relativamente
largos.

Cuando se correlaciond la unibn de hCG a sus sitios
receptores con la esteroidogénesis se vid que la célula de
Leydig céntenia un gran exceso de receptores con respecto a
los necesarios para producir una respuesta esteroidogénica
rixima (18). Esta filtima puede ser inducida con una ocupa-
cibn de sitios receptores menor del 1 % (es decir 200). ILa
ocupacibn de sitios necesaria para producir pequefios incre-
mentos en la esteroidogénesis deberfa involucrar sblo unos
pocos sitios. No existen evidencias de que haya una subpo-

blacibn de sitios de alta afinidad que sea la responsable
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de la respuesta esteroidogénica aguda. La funcidn de este
gran exceso de sitios muy por encima de 1l0s necesarios para
producir una respuesta bioldgica mfxima y que han dado en
llamarse receptores redundantes no ha sido completamente
aclarada. Dos explicaciones posibles para su presencia se=-
rfan a) se favorecerfa la formacibn del complejo receptor-
hormona y por lo tanto indirectamente la respuesta biolbgi-
ca en condiciones de baja concentracibn del ligando y b)
proverfan un reservorio de sitios para reemplazar aquellos
utilizados o procesados como consecuencia de la interaccibn
de la hormona en concidiones fisiolbgicas que inducen la
secrecidn hormonal. ILas fluctuaciones en el nfinero de si-
tios receptores tendrfan efectos en la sensibilidad de las
curvas de dosis respuesta de cada célula.

Un grupo de investigadores (19) ha propuesto reciente-
mente la existencia de dos subpoblaciones de células de
Leydig en test{culo de ratas maduras. Los mismos autores
postulan que la subpoblacibn de células de ILeydig que tiene

menor nimero de sitios receptores y que no responde al es-



- 11 -

t{nulo gonadotrbfico con produccibn de Testosterona, repre-

senta a células de Leydig inmaduras.

2. Adenilato ciclasa

El primer efecto de la IH sobre la célula de Leydig,
es la activacidn mediada por el complejo receptor-hormona
de la adenilato ciclasa que resulta en la formacibn del
cAMP. En la c8lula de Leydig intacta los niveles de cAMP
se elevan rfpidamente, dentro de los primeros segundos lue-
go de la interaccibn IH-receptor, @ientras que la produc-
cibn de Testosterona se pone en evidencia luego de por lo
menos 10 minutos. ILa respuesta del nuclebtido c{clico a la
gonadotrofina en células de Leydig aisladas es grande y ré-
pida. El hecho de que la respuesta esteroidogénica a la
LH, pueda ser reproducida por anflogos del cAMP, por toxina
colérica y que adem&s sea potenciada por inhibidores de la
fosfodiesterasa es consistente con que el cAMP es el segun-
do mensajero de la accdifn gonadotrb8fica, as{ como de los e=
fectos de ACTH en la corteza adrenal. Sin embargo, las

marcadas discrepancias entre las curvas de dosis respuesta
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para el cAMP y para la produccibn de esteroides en células
de Leydig aisladas as{ como en c8lulas luteales y adrenales,
oscurecid por mucho tiempo el papel del cAMP en el mecanis-
mo de accibn hormonal, plantefndose la posible existencia

de otros mensajeros responsables de la respuesta esteroido-
génica a bajos niveles hormonales. S&lo recientemente, un
estudio detallado de los niveles intracelulares de cAMP, in-
cluyendo aquel que involucra el nuclebdtido unido a la sub-
unidad reguladora de la protefna guinasa, ha demostrado que
existe una muy buena correlacibn entre produccibdn de cAMP,
activacibn de protefna quinasa y esteroidogénesis durante

la estimulacién hormonal en testf{culo, ovario y adrenal (20,
21, 22, 23). En estos experimentos se puso asimismo en evi-
dencia que el proceso de activacidn regulado por cAMP estaba
controlado por cembios ouy pequenos en los niveles intrace-
lulares de cAMP y que existirfan respucstas mediadas por el
cAMP en determinados compartimentos celulares (21). ZEstos
hallazgos, junto con las observaciones recientes que demues-

tran la fosforilacibn de protefnas citosb8licas en células de
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Leydig y célules adrenales estimuladas por las respectivas
hormonas tréficas (24, 25), aportan evidencias firmes sobre
el papel de la adenilato ciclasa-protefna quinasa en el me=-
canismo de accién hormonal.

Dufau y col. (26) demostraron asimismo que es el re-
ceptor el que determina la especificidad de la respuesta ds
la adenilato ciclasa, transfiriendo receptores solubiliza-
dos de ovario a c8lulas ad.znales aisladas, hicieron que
estas Qlltimas c&lulas se hicieran ~:nsibles a la hCG res-
pondiendo a su estfmulo con la produccibn simultinea de
cAMP y de glucocorticoides.

Si bien el sistema de la adenilatociclasa ha sido poco
estudiado en particular en la c&lula de Leydig, parece ser
que también aquf al igual que en otros tejidos (27, 28) los
nucle8tidos guenflicos juegan un papel decisivo en el aco-
plamiento del receptor a la ciclasa y su activacibdn subsi-
guiente. El grado de activacibn parece ser dependiente de

las concentraciones en el medio de ma 12sio, calcio y ATP.



3. Protefna quinasa

Aunque se supo por mucho tiempo de la existencia de
protefna quinasa en c&lula de Leydig, sblo recientemente ¥y
con el advenimiento de nuevas técnicas de separacibn celu-
lar estas quinasas han sido caracterizadas (29, 30, 31, 32).
Estos estudios demcstraron en células de Leydig la existen-
cia de dos protefnas quinasas dependientes de cAMP y una
independiente de cAMP. Se crefa gque ésta {ltima era la
subunidad catalf{tica comfin a les dos holoenzimzs, ya que el
tratamiento de las cflulas de Leydig con bajas dosis de hCG
produc{a activacidn progresiva de ambas protefnas quinasas
y conversidn a la subunidad independiente de cAMP (32).
Cuando se estudiaron los pesos moleculares de estas quinasas
(33) se vid que el 70 % de la protefna kinasa dependiente
de cAMP de la célula de Ieydig, tiene dos subunidades regu-
latorias (PM 116.400). La segunda holoenzima con un peso
molecular menor (PM 59.600) derivarfa de la mayor y estarfa
constitufda por una subunidad reguladora unida a una subuni-

dad catalf{tica. Ia unibn del cAMP a las dos subunidades re-
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gulatorias de la holoenzima de mayor peso molecular, o0 & la
subunidad regulatoria inica de la menor, causarfa la libera-
cibn de las subunidades cataliticas respectivas (PM 33.000)
que fosforilar{anprotefnas celulares. Podest& y col. (34)
usando electroforesis en geles de poliacrilamida para sepa-
rar las diferentes holoenzimas, pudieron demostrar que usan-
do bajas dosis de hCG, el cAMP endbgeno ocupa las subunida-
des regulatorias correspondientes a la enzima de PM 116.400,
mientras que la segunda holoenzima, sblo es activada cuando
se utilizan dosis altas de gonadotrofina para el est{mulo.
De estos experimentos se deducirfa que la holoenzima de ma-
yor peso molecular, es la involucrada en la respuesta este-
roidogénica que se obtiene a bajos niveles de gonadotrofina.
Los estudios en que se comparan las curvas de dosis

respuesta del cAMP y de la Testosterona después de exponer
a la célula de Leydig a la hCG o a la toxina colérica indi=-
carfan que la protefna guinasa que se activa por la accibn
gonadotrbfica, estarfa ubicada en un compartimento celular

especf{fico. Esta aseveracibn se basa en la siguiente evi-



dencia durante la estimulacibn con la toxina, la curva de
dosis respuesta para la testosterona se obtiene con ocupa-
cibén del 75 - 100 % de los receptores de cAMP, mientras que
se necesita solamente una ocupacibn del 25 % de los sitios
receptores para el nuclebtico en la estimulacibn hormonal,
para producir niveles mlximos esteroidogénicos (20, 21).
Estas observaciones sugieren que el ciAMP producido en la
estizulaciédn hormonal, tiene un acceso mis répido o directo
a receptores de ciMP que se2 encuentian en las proximidades
de enzimas esteroidogénicas que son la clave de una produc-
cibn de Testosterona aumentada, y que serfan activadas por
la protefna quinasa. ILuego de la unidn de la toxina y de
la estimulacidn inespecf{fica de la ciclasa en mfiltiples
puntos de la membrana celular, el cAMP producido ocuparfia
recepltores que no se encuentran directamente relacionados
con la protefna quinasa involucrada en la esteroidogénesis
y se explicarfa asf el porqué se necesita un nfmero mucho

nmayor de receptores ocupados para activarla.
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4, Fosfodiesterasa

El grado de activacibén de la protefna quinasa depende
de los niveles intracelulares del cAMP, que estin regulados
por la actividad simulténea de dos enzimas: la adenilato
ciclasa que lo forma bajo el estimulo hormonal y la fosfo-
diesterasa que lo degrada al compuesto inactivo 5'AMP. En
varios tejidos se ha considerado qu2 las fosfodiesterasas
juegan un papel clave en la regulacibn de la respuesta ce-
lular a la hormona. Asf, en la célula de Sertoli se ha su-
puesto que uno de los mecanismos para la falta de respuesta
a la FSH en células de animales adultos, se debe a un incre-
mento en la actividad de estas enzimas. Existen evidencieas
indirectas de que en les células de Leydig las fosfodieste-
rasas regulan la respuesta celular a la gonadotrofina, ¥y
son las que se derivan de estudios realizados en presencia
de MIX o de teofilina. ILa incubacibdn de células de Leydig
aigladas en presencia de estos inhibidores, tienen un efec-
to potenciador sobre la respuesta esteroidogénica inducida

por LH/hCG (35, 36, 37), sugiriendo asimismo estos resulta-



dos que en condiciones normales la sefial hormonal es en
cierta forma atenuada por la presencia de fosfodiesteresas.
Sin embargo, la mayor parte de los estudios sobre fosfodies-
terasa testicular han sido realizados en homogenatos testi-
culares totales y existen muy pocos intentos para caracte-
rizar estas enzimas en las distintas poblaciones celulares.
Los trabajos realizados con células de Sertoli indicarfan
que existen mfiltiples forizs de estas enzimas, con diferen-
tes especificidades de sustrato, conmportarziento cinético y

requerimiento por calcio (38).

5. Protefnas espec{ficas

Ias prote{nag intracelulares que son fosforiladas por
la protefna quinasa, activan probablemente una secuencia de
eventos involucrados en la biosi{ntesis esteroidea, pero los
mecanismos precisos de su accibdn son alin desconocidos. Du-
rante la activacibén hormonal, se produce sfntesis proteica
en la célula de Leydig y este es un prerrequisito para una

respuesta esteroidogénica normal. Esto ha sido demostrado



por el efecto inhibitorio sobre la biosfntesis de esteroi-
des que ejercen los inhibidores de sintesis proteica (39,
40, 41, 42, 43)., Janszen y col. han descripto varias pro-
tefnas que son inducidas por estimulacibdn con IH en células
de Leydig normales y tumorales, sin embargo, estas protefnas
no parecen estar involucradas en la respuesta esteroidogéni-
ca aguda, ya que su presencia no ha podido ser detectada
antes de un perfodo de 2 horas luego de la estimulacibn con
gonadotrofina., Recientciznte se kan encontrado mis fosfo-
protefnas dependientes de IH en lz2s células de Leydig (44).
Las propiedades de estas protefnas deben ser investigadas

en mayor detalle tratando de encontrar correlaciones entre
fosforilaciones y activacidn proteica en fracciones subcelu-
lares aisladas y purificadas.

De los experimentos con cicloheximida se ha conclufdo
que ciertas protefnas con una vida media muy corta (t 1/2 -
13 min), estfn involucradas en la regulacidn de la esteroido-
génesis en la célula de Leydig (39).

Ademls de estos estudios sobre el papel del metabolismo
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proteico en la respuesta esteroidogénica, se han investiga=-
do especificamente ciertas protef{nas. Se ha detectado en te-
jido testicular (45), una protefna termoestable que une es-
peci{ficamente al colesterol, y se ha sugerido que esta pro-
tefna podrfa cumplir un papel en el transporte del coleste-
rol desde el espacio extramitocondrial al intramitocondrial.
Hall y col. (46) han demostrado recientemente que los micro-
filamentos conteniendo actina en las células de Leydig po-
drfan estar involucrados en el transporte de colesterol, ya
que la esteroidogfnesis es inhibida luego del tratamiento

de las células con liposomas conteniendo anticuerpo anti-
actina. El requerimiento de los microfilamentos para el
suministro de colesterol a la mitocondria parece ser condi-
cibén necesaria pero no suficiente, ya que no existen eviden=-
cias de que el sistema de transporte del colesterol consti-
tuya la etapa de velocidad limitante en el control de la
esteroidogfnesis. Ios experimentos con anticuerpos contra
protefnas intracelulares especi{ficas, introducidos en célu-

lag intactas ya sea via liposomas o fusidn celular parecen
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promisorios y podrfan contribuir a un mejor entendimiento
acerca del papel de ciertas protefnas en el mecanismo de

accibn de la IH.
BIOSINTESIS DE ANDROGENOS
1. El1 colesterol como precursor de esteroides

No existen dudas de que los 8rganos esteroidogénicos
pueden convertir el colesterol a las hormonas segregadas
por estos b&rganos, es decir: corticoesteroides en la adre-
nal (47, 48, 49); Progesterona en el cuerpo lhteo (50, 51);
y Testosterona en el testfculo (52, 53). Ademés, la conver-
sién de colesterol a estas hormonas es estimulada por las
hormonas trbficas, ACTH (48, 49) y IH (51, 53). Arbas hor—
monas producen una disminucibn del contenido en colesterol
en sus érganos blancos respectivos (47, 54) y en el caso de
la corteza adrenal la disminucidn absoluta en colesterol es
del mismo orden que la produccibdn de esteroides. Sin em-
bargo la mayor parte del colesterol en los brganos esteroi-

dogénicos esti presente en una forma en la que no es direc-
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tamente precursor de hormonas esteroideas y ademfs se en-
cuentra en compartimentos celulares espec{ficos complichn-
dose asf la experimentacibn en este campd. El colesterol
exbgeno marcado no es un buen precursor de andrbgenos ob-
servlndose un porcentaje de conversibdn muy bajo. Esto se
debe en parte a que el colesterol es insoluble en agua sien-
do asf diffcil ofrecerlo a los tejidos y con el resultado de
que es muy poco lo que entra y por otra parte 1o poco que
uno consiguae incorporar es dilufdo por una gran cantidad de
colesterol endbégeno no marcado (51). Por otro lado, el
acetato 140 sirve como un pfecursor medianamente efectivo
para hormonas esteroideas (55, 49). Estos resultados fueron
interpretados hace algunos afios (56) como que el colesterol
no era el precursor fisiolbgico de esteroides, y como que

el acetato podrfa formar esteroides sin pasar por el coles-
terol, o sea que se planted en aquel momento que el coleste-
rol podfa no ser un precursor obligatorio de las hormonas
esteroideas. Actualmente se consikra que no existe ninguna

evidencia que no pueda ser reconciliada con que el coleste-
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rol es precursor obligatorio de esteroides y con que el
acetato es convertido a esteroides luego de pasar parcoles-
terol. Cuando se estudia la contribucibdn del colesterol
plasmético al nivel de colesterol precursor de hormonas es-
teroideas la situacibn parece diferir en distintos 8rganos.
En adrenal la fuente principal de esteroides parece ser el
colesterol plasmftico: en el hombre, 80 % (57); perro 90%
(58); rata 90 % (59); y cobayo, 60 % (60). En estu-
dios similares en que se estudid la contribucibn del coles-
terol plasmético a la produccidn de andrbgenos testiculares,
se vib que era del 13 % en cobayo (60), y aproximada-
mente 40 % en la rata (59).

En realidad las contribuciones relativas del coleste-
rol testicular y del colesterol plasmitico a la sintesis de
esteroides pueden variar en distintas circunstancias (por
ejemplo de acuerdo a la velocidad con que se sintetizan los

andrbgenos) y las evidencias presentadas respecto al origen
del colesterol que estl involucrado en la esteroidogénesis,

no resultan concluyentes.
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Los &cidos grasos constituyen probablemente los princi-
pales precursores iniciales de la bios{ntesis de colesterol
testicular (la glucosa puede ser también un buen sustrato).
Upa vez en el interior de la c&lula, tanto los lcidos grasos
como la glucosa pueden transofrmarse en acetil-CoA, pilar
fundamental de la biosfntesis de esteroides. El sistema
enzimftico para la degradacibn de los &cidos grasos (é oxi~
dacibn) se localiza en las mitocondrias. Una vez foriada la
acetil-CoA destinada a la biosintesis de esteroides, debe
abandonar esta organela (posiblemente vfa citrato), por ser
la membrana mitocondrial impermeable a la acetil-CoA, lle-
gando al citoplasma donde se encuentran las enzimas respon-
sables de catalizar los dos pasos siguientes que lo trans-
forman en 3-hidroxi-3-metil glutaril CoA (HMGCoA) cuya pos-
terior reduccibn a 4cido mevaldnico depende de enzimas fuer-
temente asociadas al retfculo endoplésmico.

Los pasos sucesivos que dan lugar a la formacibn de
farnesil-pirofosfatos (a partir de 3 de los 5 carbonos pro-

venientes del mevaldnico) son catalizados por enzimas cito-
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plasmiticas solubles mientras que la transformacibdn de es-
te compuesto a colesterol depende de sistemas enzimiticos
presentes en el retfculo endoplésmico. Quiz&s, esto sea
una ventaja ya que el farnesil-pirofosfato y los productos
posteriores son comparativamente m&s insolubles en el ci-
toplasma acuoso. En esta forma estos sustratos podrian a-
sociarse con las porciones m&s hidrofbbicas del retfculo
endoplésmico, facilitando su presentacibn & las enzimas
responsables de la sfntesis de colesterol.

En la fig. a se muestra un esquema de la biosintesis
del colesterol y la localizacibn intracelular de las prin-

cipales enzimas involucradas.

Fig. a
Acetil CoA
l 1 sol

3-hidroxi-3-metil glutaril-CoA
l 2 mic

Acido mevalénico
l 3 sol
Farnesil-pirofosfato
4 mic
Colesterol



Una vez sintetizado en la célula o tomado desde el
plasma, el colesterol es rlpidamente esterificado con 4ci-
dos grasos y acumulado en grénulos lipidiﬁos, de los cuales
puede ser hidrolizados por esterasas citoplasmiticas, que
proveen de esta forma m&s colesterol libre para ser utili-

zado en la biosintesis de esteroides.

2. Conversibn del Colesterol en Pregnenolona

Como ya se menciond, el principal punto de accibn
tanto de ACTH coimo de LH sobre la esteroidogénesis parece
ser la conversidn de colesterol en Pregnenolona (49, 61), ¥
por lo tanto es probable que las protefnas fosforiladas por
la protefna quinasa, asf{ como las protefnas 14biles que
son sintetizadas en las células de Leydig (36), estén invo-
lucradas en esta etapa de la biosf{ntesis esteroidea., Tales
protefnas podrfan ser necesarias para el transporte del co-
lesterol dentro de la mitocondria y/o para la activacibn
del sistema enzimético que rompe la cadena lateral del co-

lesterol. Segln Burnstein y col. (62) precisamente la eta



pa que es estimulada por la IH en la secuencia biosintética
entre colesterol y Pregnenolona, serfa la conversibn del co-
lesterol a 20 y 22X -hidroxicolesterol. Por otro lado,
tanto en testfculo como en ovario, ILH y prolactina parecen
tener influencia sobre la sfntesis y el metabolismo de los
ésteres del colesterol. Bajo tratamiento con LH se ha ob-
servado en las gonadas una actividad aumentada de la coles=
terolesterasa y una actividad disminufda de la enzima que
esterifica al colesterol (61, 63, 64), favoreciéndose de
esta forma la presencia de colesterol libre que puede ser
utilizado para la biosfntesis de andrbgenos. El tratamien-
to con prolactina induce la acumulacibn de ésteres dél co-
lesterol en el testfculo de ratbn y conducirfa a una produc-
cién incrementada de andrbgenos testiculares en presencia
de IH (65).

Una vez formado en el citoplasma, el colesterol libre
debe movilizarse hacia la membrana mitocondrial externa, y
probablemente lo realiza combin&ndose con una protefna

transportadora (66). Ya que, el complejo enzimftico que
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rompe la cadena lateral del colesterol se halla situado en
la membrana interna mitocondrial, el colesterol debe ahora
incorporarse a esta zona de la organela celular. En la a-~
drenal, se ha demcstrado que la ACTH induce la unibn del
colesterol al citocromo P-450, siendo este {iltimo un compo-
nente del complejo enzimbtico. La reaccibdn enzimhtica que
ocurre en la membrana interna mitocondrial serfa el paso
limitante de la esteroidogénesis; este sistema enzimftico
es sumamente complejo e incluye a les 20 y 22 hidroxilasas
que introducen grupos hidroxilos en las posiciones respecti-
vas, previamente a la ruptura del enlace carbono entre los
carbonos 20 y 22 por la 20, 22 liasa (cada una de las hidro-
xXilasas posee un transportador de electrones diferente al
conocido para la respiracibn, actuando el citocromo P450
como oxidesa terminal de las hidroxilaciones).

La hipofisectomfa produce un decaimiento notable en el
contenido testicular de citocromo P-450 y enzimas relaciona-
das, mientras que la administracibn prolongada y simultfnea

de IH evita esta disminucibn (67). Caron y col. (68) demos-
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traron asimismo que la fosforilacibdn con protefna quinasa
cAMP dependiente proveniente de ovario, de un sistema enzi-
mftico reconstitufdo in vitro, aumenta la actividad de rup-
tura de la cadena lateral. La esterasa del colesterol pro-
veniente de extractos crudos de corteza adrenal incrementa
su actividad en una reaccidn que es dependiete de Mg ATPasa
y que es estimulada por cAMP o sus derivados (69, 70, 71,
72). La reaccidn es incrementada por la adicibn de protef-
na quinasa cAMP dependiente ex6gena y es bloqueada por un
inhibidor de esta protef{na, no quedando as{ préicticamente
dudas de que la fosforilacibn estarfa involucrada.

La colesterol esterasa altamente purificada puede ser
fosforilada y activada por cAMP, sin embargo el grado de
activacibdn alcanzado es pequefio cuando se lo compara con el
grado de estimulacibn de la produccibn hormonal inducida
por ACTH (72). De todas estas evidencias puede verse clara-
mente, culles podrfan ser los puntos de control, importantes

en la regulacibn de la biosfntesis esteroidea que ejerce

la IH.
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3. Conversibn de Pregnenolona a Testosterona.

Si se examina la fig. b, se ve claramente gue la con-
versibn de Pregnenolona a andrbgenos requiere cinco rea-
ciones enzim&ticas catalizadas por lesenzimas: 17 X hidro-
Xxilasa, C17-20 liasa o desmolasa, 3(&,hidroxiesteroide

deshidrogenasa,A -3 cetohidroxiesteroide isomerasa y

>
17 ﬁ' bidroxiesteroide deshidrogenasa. En esta figura puede

asimismo observarse que estas operaciones enzimé&ticas pueden
ser realizadas con secuencias diferentes, dando lugar & va-
rios caminos alternativos para la sfintesis de Testosterona

a partir de Pregnenolona.Ya que la etapa limitante de 1la
velocidad en la sintesis de andr8genos ocurre antes de la
produccibn de Pregnenolona, el determinar el camino que pre-
valece parecerf{a tener un interés meramente académico. Sin
embargo los hallazgos sobre la predominancia de un camino
en las distintas especies, podrfan sugerir un ordenaiiento
preciso de las enzimas involucradas en el retfculo endoplés-
mico. Afin asf, el camino predominante podrfa cambiar cuando

calbia la velocidad de la bidsintesis esteroidea. Se ha es-
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Fig. b

Pregnenolona (3 I@ OHSD + Iso@%
(17« -OHasa) l
1 Hidroxipregnenolona (3 \6 OHSD + Isom)
(17-20 liasa)l
Dehidroepiandrosterona (BB OHSD + Isom)%
(17@-0381)) l \
A 5;Androstenodiol (3 B OESD + Isom)%

3 6 OESD: 3 ﬁ Hidroxiesteroide deshidrogenasa

Isom: A 5-30etohidroxiesteroide isomerasa

17 d <OHasa: 17d -hidroxilasa

17-20 liasa: C 17-20 liasa o desmolasa

Progesterona

i (17 -OHasa)
17«(-Hidrogiprogesterona

, (17-20 liasa)
Andrgétenodiona

l (17 B -0HSD)

Testosterona

17(_))—OHSD: 17@)-hidroxiesteroide deshidrogenasa
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peculado con que la entrada de la Pregnenolona al retfculo
endoplésmico podrfa efectuarse a través de una "puerta es-
pecifica™, determinfndose as{ la primer enzima con que en-
trarfa en contacto (73).

Parecer{a que el camino de la Progesterona, o bien
"via/xu" es la que predomina en la rata (74), si bien otros
caminos alternativos no pueden ser exclufdos. En el testi-
culo humano la "viaﬁ&s" parece ser la mAs significativa.

Zn el testfculo fetal humano se ha demcstrado que estén
presentes Pregnenolona y Lehidroepiandrosterona pero no
Frogesterona (75) y se concluyd que la formacibn de Testos-

terona ocurre via Fregnenolona, Dehidroepiandrosterona y

Androstenodiona (76, 77, 78).

4, Otros metabolitos de la Pregnenolona y de la Testosterona

Cuando se miden los esteroides endbgenos, se demuestra
que existe en los mismos, de acuerdo a las especies y al
grado de desarrollo una gran variabilidad (79). Por ejem-

plo en el testiculo de rata inmadura el 5of —androstano-3o(,
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17 6 diol y el 3% -hidroxi=-50~androstan-17ona (Androstero-
na) estln presentes en cantidades muy superiores a la Tes-
tosterona, mientras que esta Qltima se halla incrementada
en el testiculo maduro (80). Se han hecho observaiones
semejantes para las cantidades relativas de Testosterona y
androstenodiona en el testfculo del toro, siendo &ste Glti-
mo esteroide cuantitativamente m&s importante en animales
inmaduros, mientras que la Testosterona lo es en animales
adultos (81).

En la fig. ¢ se muestran alguhos de lcs metabolitos
que han sido encontrados en tejido testicular.

Ias enzimas requeridas para la formacibn de Pregneno-
lona, asf{ como para su posterior conversibn a Androsteno-
diona y Testosterona estén localizadas fundamentelmente en
la célula de Leydig. Algunas de estas enzimas sin embargo,
han sido localizadas en mis de un tipo celular testicular

(Tabla A)-.
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Otros tipos celulares, distintos de la célula de
Leydig, en el testficulo podrfan estar involucrados en la
bios{ntesis de otros esteroides biolbgicamente activos de
la Testosterona, tales como la Dihidrotestosterona y el Es-
tradiol, o podrfan asimismo ser responsables de la inacti-
vacibn de esteroides biolbgicamente activos. Cabe mencionar
que los esteroides tebricamente difunden fhcilmente a través
de las membranas, pudiendo as{ permitirse una cooperacibn
metabblica entre los distintos tipos celulares (92, 93).

Se deduce entonces, que la produccidn de esteroides testi-
culares esté fundamentalmente determinada por las activida-
des enzimlticas totales, m4&s que por la distribucibn celu-
lar especifica de estas enzimas. Por otro lado la regula-
cibn de las actividades enzimbticas en los distintos tipos
celulares podrfa ser distinta, y esto podrfa contribuir a
un aporte cuantitativamente diferente de los distintos ti-
pos celulares. En los filtimos afos ha recibido particular
interés la distribucibn celular de la aromatasa testicular.

El esclarecimiento de la localizacibn celular de esta enzi-
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ma responsable de la conversibn de andrbgenos a estrégenos,
podr{a contribuir a un mejor entendimiento del papel que
ejercen distintas hormonas que estfn involucradas en el
control de la produccibn de Estradiol testicular. El1 Es-
tradiol puede inhibir la esteroidogénesis testicular y se-
r{a importante por lo tanto, saber si el Estradiol actfa
como una sehal intercelular para la interaccibn entre las
células de leydig y otras células tales como las de Sertoli,
llevando consigo el mensaje para detener la produccibn de
andrbgenos.

Tos experimentos realizados con células de Sertoli en
cultivo (94, 95, 95), ademés de los realizados con fraccibm
tubular testicular (90), parecerfan indicar que las c8lulas
de Sertoli constituyen la principal fuente testicular de
estrbgenos. Otros autores, sin embargo discrepan con estos
resultados (97, 98). Recientemente se ha demostrado, que
ésta actividad, es mucho menor en c&lulas de Sertoli de ra-
tas mayores de 20 dfas (94), y que en animales adultos pue-

de detectarse actividad aromatizante estimulable por trata-
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miento con hCG "in vivo" (97, 99). Se concluye que la dis-
tribucibn subcelular de la aromatasa podrfa cambiar con la
maduracibn testicular. ILos efectos de la LH sobre la acti=-
vidad de aromatasa testicular en fracciones subcelulares se
ponen en evidencia luego de 2 6§ 3 dfas de tratamiento con
la gonadotrofina (97, 99), mientras que puede observarse un
incremento en el contenido testicular de estrbgenos luego de
30 minutos de la administracibén de LH (100). Luego de una
hora de la administracibn in vivo de LH se observa un in-
cremento en el nivel de estrbfgenos en el plasma venoso tes-
ticular (101) y en células de Leydig aisladas incubadas en
presencia de 3H-ihstostefona se observa produccibn de 3H
Estradiol dentro de los primeros 30 minutos de incubacibn
(99). La célula de Leydig parecerfa asf ejercer un papel
dominante en la biosfintesis de esteroides biolbgicamente
importantes. Sin embargo no debe olvidarse que el testfculo
ejerce otra funcibn importante que es la de producir es-

permatozoides y que estarfa directamente relacionada con

una esteroidogénesis normal.
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REGULACION HORMONAL DE LA FUNCION TESTICULAR

La regulacibn de la funcibdn endbcrina testicular por
mecanismos hormonales, depende de las acciones integradas
de las hormonas hipofisarias (I1H, FSH, prolactina, GH e in-
sulina) y de los esteroides (estrbgenos y andrbgenos) sobre
la célula de Leydig. En las siguientes 1fneas intentaré

reswiir las evidencias acumuladas en tal sentido.

INHIBICION DE LA FUNCION DE IA CELULA DE LEYDIG POR DEFI-
CIENCIA DE GONADOTROFINAS

La hipofisectomfa de la rata adulta es seguida por una
disminucibn en la poblacibdn de receptores testiculares para
4 (102, 103, 104, 16, 105, 106), lo que indica que la po-
blacibn de receptores testiculares debe ser restitufda con-
t{nuamente por factores que son dependientes de la gléindula
pituitaria. El efecto sobre los niveles de receptores pa-
rece depender de la edad del animal al que se le realiza

la ablacibn, y esto podrf{a explicar las diferencias obser—



vadas por varios laboratorios. En la rata adulta, esta
pérdida de sitios receptores para IH se aproxima al 50 %
(16, 102, 106), y Hsueh y col. (16) en experimentos de
marcacibn de los receptores por inmunofluorescencia hen
sugerido que esta pérdida no es generalizada, sino debida
a la desaparicidn de sitios receptores en una subpoblacién
de células de Leydig. Otro grupo de investigadores han
por su parte sugerido que se debe a la primera posibilidad
(103, 108). En cualquiera de los casos, parecerfa existir
una poblacibn de receptores que escapa al control hipofi-
sario, o que serfa relativamente independiente de &ste.

La produccibn de cAMP en células de Leydig, luego de
la hipofisectomfa, se encuentra aumentada con respecto a
los controles (109). En todos los casos se ha observado
que la produccibdn de cAMP es mantenida mientras que la es-
teroidogbnesis mhxima as{ como los niveles de receptores
para LH se encuentran disminufdos. Se ha sugerido que este
fenbmeno podrf{a resultar de una eficiencia mayor de acopla-

miento del receptor a la unidad catalftica de la adenilato
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ciclasa, o de una actividad de fosfodiesterasa disminufda,
Esta Gltima posibilidad parece tener confirmacibdn experi-
mental (105), y podrfa explicar la sensibilidad aumentada
de la curva de dosis respuesta para cAMP observada en célu-
las de Leydig de animales hipofisectomizados. Los efectos
principales de la hipofisectomf{a sobre la esteroidogénesis

parecen encontrarse mAs all de la produccidn del cAMP (109).

INHIBICION DE LA FUNCION DE LA CELULA DE LEYDIG POR ESTE-

ROIDES.

Cuando se administran esteroides a animales intactos,
la produccidn de andrbgenos se ve disminufda. Este efecto
ha sido atribufdo a la accibn de los esteroides sobre 1la
hipéfisis que causa inhibicibn en la secrecibn de gonado-
trofinas y altera secundariamente el estado endocrino de
las gonadas (110, 111, 112, 113). Este mecanismo es clara-
mente un factor muy importante en la accibdn de los andrbge-
nos y de los estrbgenos sobre la secrecidn de Testosterona,

pero la presencia de un receptor de Estradiol en la célula
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de Leydig (114, 115) y las observaciones que demuestran
disminucibén de la produccibdn de Testosterona sin cambios
asociados en los niveles plasméticos de IH (116, 117, 118,
119) son compatibles con la idea de que los estr8genos pue-
den ejercer una accibén inhibitoria directa sobre la funcibn
de la célula de Leydig (120, 121, 122); ya que el testiculo
puede producir a la vez que unir mediante receptores espe-
c{ficos tanto a andrbgenos como estrbgenos, es posible que
ambos esteroides esten involucrados en algin tipo de regu-
lacibn mutua.

Para estudiar la influencia de los estrbgenos sobre la
funcidn testicular se ha utilizado un modelo que evita la
complicacibdn de tener un efecto inhibitorio de la secrecibn
de gonadotrofinas por el estrbgeno administrado. Este mo-
delo experimental en el que se tiene un aporte estable y
definido de gonadotrofinas, es la rata hipofisectomizada
mantenida con FSH, en la que se ha demostrado que se man=-
tiene la funcibn testicular (123, 124, 125, 126). En este

modelo se han estudiado los efectos locales de los estrdge-
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nos sobre la unibn de gonadotrofinas a los receptores tes-
ticulares, la produccibn de cAMP y la formacibn de Testos-
terona (109) y se ha demostrado un efecto inhibitorio di-
recto de los estrbgenos en la funcidn de la célula de Ley-
dig. De acuerdo con estos estudios parecerf{a haber un e-
fecto bifhsico de los estrbgenos sobre la funcidn testicu-
lar. A bajos niveles de esteroide existirfa una disminu-
cibn de la produccibn de Testosterona como consecuencia de
una lesibdn en una etapa lejana a la activacién del receptor,
mientras que con altas dosis de estrbdgenos administrado ha-
brf{a un efecto inhibitorio adicional sobre la concentracibn
de receptores de IH. La accibn de los estrdgenos serfa de
acuerdo a estos estudios ejercida sobre enzimas especificas
de la biosfntesis de andrbgenos. Por otro lado otros auto-
res han demostrado que las actividades de la 17X -hidroxi-~-
lasa y de la 17-20 desmolasa se encuentran disminufdas lue-~
go del tratamiento con estrbgenos en: testfculos de ratores
normales y criptdrquidos (127, 128, 129, 130).

Se han demostrado receptores citoplasmbticos de estrb-



genos en células de Leydig y se ha probado que estos pueden
translocarse & 1la fraccibn nuclear luego de formar un com-
plejo con la molécula de Estradiol (115, 131). la existen-
cia de tales receptores proveen un mecanismo posible a tra-
vés del cual podria operar la accibdn directa del Estradiol
en la regulacibén de la célula de Leydig. Como ya se ha mencio-
nado, varios estudios han indicado que los estrégenos pueden
ser sintetizados por células testiculares,De Jong y col.
(90) sugirieron que el Estradiol era sintetizado en el tubo
semin{fero y que era principalmente acumulado en el tejido
intersticial. Las células de Sertoli en cultivo sintetizan
Estradiol en un proceso dependiente de FSH (132). Otro
grupo de autores ha sugerido que es la cflula de Leydig la
responsable de la sfintesis de estrégenos (133, 97, 90, 99).
A pesar de que existe incertidumbre sobre el origen del
estrbgeno testicular, es claro que este esteroide puede ju-
gar un papel importante en una regulacibn intratesticular
de la funcibn de la c&lula de Leydig.

En incubaciones in vitro con preparaciones de tejido
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testicular se demuestra que varios esteroides pueden inhi-
bir enzimas involucradas en la esteroidogénesis. Entre es-
tos esteroides varios son producidos endégenamente en el
test{culo.

En la tabla B se muestran varios ejemplos de tales in-
hibiciones. ILa importancia fisiolbgica de tales observa-
ciones in vitro no es clara afin (134), pero algunas corre-
laciones observadas entre los cambios en las actividades
enzimlticas y los niveles de esteroides endbgenos (135) po-
drfan estar reflejando una relacibdn causal.

La presencia de receptores de andrdgenos en la célula
de Leydig fue demostrada autoradiogrificamente (147) y bio-
quimicamente (148) y sobre esta base se ha especulado que
los andrbgenos pueden ejercer un efecto sobre la funcibn de
la célula de Leydig. Recientemente Chen y col. (149) en un
estudio preliminar muestran que bajo ciertas condiciones
este influjo puede ser negativo. De los estudios de Purvis
y col. (150) parecerf{an extraerse las mismas conclusiones.

Existen dos explicaciones posibles para tal efecto inhibi-



ACTIVIDAD ENZIMATICA

Ruptura cadena lateral
del colesterol

A 5 3 B -hidroxiesteroide
deshidrogenasa

17 o{ =hidroxilasa

017_20-1iasa

17 ﬁ ~-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

TABLA B

ESTEROIDE

Pregnenolona (136)

Testosterona (137)

7 =hidroxiandrostenodio=-

na (138, 139)

7X -hidroxitestosterona
(138, 139)

17 3 estradiol (140)

I

17 -hidroxiprogesterona
(141)

'1’7i5 estradiol (142, 143)

Progesterona (145, 146)
17x , 20X -dihidroxi-t-
pregnen-3-ona (85)
17f3estradiol (129)
Testosterona (138)
7K -hidroxiandrostencdiona
(138, 139)

17 @_estradiol (140)
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toric de 1los andrdgenos sobre la esteroidogénesis. Prime-
ramente podrfa estar involucrada una retroalimentacién di-
recta sobre alguna de las enzimas claves de la esteroidogé-
nesis, y en segundo lugar podrfa simplemente ser el reflejo
de la conversibn de Testosterona a estrbgenos en la célula
de Leydig, los cuales, eﬁtonces ejercerfan el efecto inhi-
bitorio.Bontra esta filtima hipdtesis estarfa el hecho de
que un andrbgeno no aromatlizable como la Dihidrotestoste-
rona pueda ejercer un efecto inhibitorio (150). DPor otro
lado, altas concentraciones de andrbzenos podrfan causar la
translocacibn nuclear de los receptores de estrbgenos. ILa
posibilidad de que los efectos androgénicos pueda también
ser explicada por activacibn del receptor de estrbgenos aln
no puede ser descartada.

Si un bloqueo esteroidogénico puede ser mediado por
andrbégenos, es diffcil creer que este involucre al receptor
de andrbgenos, ya que bajo condiciones normales los altos
niveles intratesticulares de andrdgenos saturarfan todos los

sitios para andrdgenos disponibles a menos que exista com-



partamentalizacibn de las acciones androgénicas. En el
caso del receptor de estrbgenos, sin embargo, implican que
sblo una proporcibén relativamente pequeiia de la poblacién
de receptores estar{a ocupada. Este hecho combinado con
la teorfa de la compartamentalizacién en la célula de
Leydig, implica que cambios extremadamente pequenos en la
cantidad de estrbgenos, pueden ejercer marcados efectos

sobre la esteroidogénesis local.

REGULACION DE LA FUNCION TESTICULAR POR HORMONAS PROTEICAS

La funcidn endbcrina de la célula de Leydig es regula-
da por las acciones agudas y tréficas de la hormoné lutei-
nizante, y es modulada por los efectos sinergi{sticos de
FSH, prolactina y hormona de crecimiento (GH). ILa forma en
la cual la IH actha sobre la célula de Leydig para estimu-
lar la biosintesis de andrbgenos ha sido ya analizada en la
presente introduccidn, donde también se han comentado los
conocimientos actuales sobre este proceso. Ya que la IH

ejerce efectos regulatorios sobre la esteroidogénesis a la
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vez que produce una accibn trbfica para mantener la funcidn
de la célula de Leydig, es importante distinguir estos dos
procesos cuando se analizan los mecanismos por los cuales
las gonadotrofinas controlan la produccidn de esteroides.
De esta forma, algunos de los efectos de las gonadotrofinas
sobre la produccidn de andrbgenos, son para mantener los
caminos enzimbticos de la esteroidogénesis en una célula de
TLeydig diferenciada; mientras que otros efectos se ejercen
sobre procesos regulatorios agudos que estimulan la biosin-
tesis esteroidea y concluyen con una produccibn aumentada
de Testosterona.

Se ha demostrado que la LH mantiene la funcibn de la
célula de Leydig en ratas hipofisectomizadas (102, 151),
mientras gue el tratamiento con IH o hCG es seguido por una
disminucibn de los receptores de LH testiculares, reflejan-
do Ja regulacibn negativa de estos sitios receptores que si-
gue a la elevacibn de los niveles de LH circulante. La ha-
bilidad de las hormonas peptidicas de regular la concentracibn

de sus sitios receptores espec{ficos, es un fenbmeno que ha



- 50 -

sido reconocido y estudiado recientemente (152, 153, 154,
155, 156). Este fenbmeno fue inicialmente interpretado co-
mo modulacibn antigénica de las inmunoglobulinas de super-
ficie y més tarde como regulacién hombéloga de los receptores
res de hormonas peptfdicas (157, 158). Tal regulacibdn puede
ser positiva o negativa, pero es mucho m&s frecuente obser-
var la pérdida de sitios receptores, sin cambio en las pro-
piedades de unidn de los sitios receptores residuales.

Como se menciond® anteriormente, la administracibn de
IH y hCG, produce una marcada disminucidn en el nlmero de
gsitios receptores especificos en el testiculo y en el ova-
rio (159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168). En
la mayorfa de los tejidos, no han sido examinados en deta-
lle las consecuencias sobre la funcidn de la célula blanco
que siguen a la pérdida de receptores inducida por la hor-
mona, aunque en algunos trabajos ha podido ser establecida
una correlacidn entre desensibilizacién de adenilato cicla-
sa y pérdida de sitios receptores (169, 170, 171, 172, 173,
162, 163).
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El presente trabajo describe una serie de estudios
realizados en tejido testicular y en cé&lulas de Leydig pu-
rificadas donde se demuestra que existen consecuencias fun-

cionales muy importantes como resultado de la regulacién de

receptores inducida por IH y hCG (165, 174, 109, 175, 100).
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MATERIALES Y METODOS

ANTMATLES

Se utilizaron ratas macho adultas de 50 dfas de edad
(200-250 g) que fueron obtenidas de Charles River Laborato-
ries, Wilmington Mass. Estos animales corresponden a la

cepa Sprague Dawley.

TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

Los animales fueron inyectados con hCG en forma endove-
nosa, via la vena yugular externa. La hCG utilizada para
la desensibilizacibn fue Pregnyl de laboratorios Organon
(3000 UI/mg) y se administrd® en dosis de 2, 10 y 100 UI en
100 ul de buffer PBS Dulbecco pH 7.4. Los animales contro-
les recibieron veh{culo solamente. FEstas dosis fueron e-
quivalentes a 0.2, 1 y 10 ug de hCG purificada con una ac-
tividad biolbgica de 10.000 UI/mg.

En algunos casos el tratamiento consistid en una finica

inyeccibn subcuténea de 10 ug de hCG, en el mismo vehf{culo.
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Para el tratamiento con LH-RH se utiliz6 IH~-RH porcino
que se adquirib de Beckman Instruments, Bioproducts Divi-
sion. El tratamiento consistid en una finica inyeccibén sub-
cutfnea en dosis de 0.1, 1 y 10 ug del factor, disueltos en
buffer PBS Dulbecco. Los animales controles recibieron ve=-
hfculo. El1 antiestrbgeno Tamoxifeno, fue administrado sblo
o junto con la inyeccibdn endovenosa de hCG en una dosis de
1.5 ug. Cuando el tratamiento fue en conjunto con LH-RH, se
realizb primero una inyeccibn endovenosa de 1.5 ug de Tamo-
xifeno e inmediatamente la dosis 6orrespondiente de LH-RH
vfa subcutfnea. En todos los casos inmediatamente despuls
de los tratamientos mencionados, se aplicd una inyeccibn
intramuscular de 1.5 ug de Tamoxifeno disuelto en 100 ul de
buffer PBS Dulbecco.

Los animales fueron sacrificados por decapitacibn a
diferentes tiempos. Los suercs se utilizaron para las de-
terminaciones hormonales correspondientes. Se retiraron
los testf{culos y se colocaron en hielo para su procesamien-—

to inmediato.
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ATSLAMIENTO DE CZLULAS DE LEYDIG POR TRATAMIENTO CON COLA-

GENASA

Se utilizb la técnica descripta por Mendelson y col.
(36), utilizando colagenasa para la dispersibn del tejido
testicular.

Los test{culos decapsulados, colocados en tubos plhsti-
cos (seis testfculos por tubo) fueron suspendidos en Medio
199 (Difco Co.) conteniendo alblmina sérica bovina (BSA) al
0.1 %, en la relacibn 1 testficulo por ml de medio, conte-
niendo 0.3 mg de colagenasa/ml.

La incubacibn se realizb a 34°C, durante 15-20 minutos
en un incubador Dubnoff, bajo atmbsfera de carbdgeno (0,:
95 %, CO,t 5 %), con agitacibn constante.

Finalizada la incubacibn, la reaccidn se detuvo por
dilucibn con Medio 199 (8 ml por cada ml de incubacibn).

Con el objeto de dispersar mejor el tejido, se agitd
en forma rotatoria el tubo incubado, durente 3 minutos, de-
jéndolo reposar otros 3 minutos. Cuando los tfibulos hubie-

ron decantado, el sobrenadante fue aspirado con una Jjeringa
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de pléstico y filtrado a través de Nitex (malla de poro 50),
recogiéndose el 1fquido filtrado en otro tubo de plhstico.
La resuspensidn se repitib una vez mls y el 1fquido filtra-
do se juntd con el anterior.

Este filtrado, conteniendo las c&lulas intersticiales,
se centrifugd a 700 x g durante 10 minutos. El precipitado
asf obtenido, se suspendid en Medio 199- 0.1 % BSA, en 1la
relacibn de 6 testfculos por 2 ml. ZILas células de Leydig
as{ obtenideas, fueron purificadas por centrifugacibn en un
gradiente de densidad de Metrizamida (Accurate Chemical),
segfin 1a t&cnica descripta por Conn y col. (176).

Los gradientes lineales de 40 ml. se prepararon a par-
tir de una solucibn al 80 % de Metrizamida en Medio “199-
0.1 % BSA con una bomba peristlltica.

Sobre estos gradientes se sembraron 2 ml de la prepa-
racibn celular obtenida con colagenasa, que contenfa apro-
ximadamente 10 células. Se centrifugd el gradiente duran-
te 5 minutos a 3300 x g. Se tom§ la banda celular corres-
pondiente a las células de Leydig (la tercera desde arriba

localizada inmediatamente encima de la banda correspondien-



te a los glbbulos rojos).

Se mezcld esta suspensibn celular con 30 ml de medio
199~ 0.1 % BSA fresco y se centrifugbh a 700 x g durante 10
minutos. E1 precipitado resultante se resuspendid en una
proporcibn equivalente a 3 ml por test{culo, que correspon-
d{a a 2 x 106 células de Leydig purificadas (90-95 % de pu-
reza).

La determinacibn del nfimero de células se realizbd so-
bre 50 ul de esta preparacibn, tefiidas con 150 ul de una
solucibn acuosa de azul de metileno al 0.2 %. TLuego de 10
minutos, se agregaron 300 ul de medio 199 y las células se

contaron en una cémara.

OBTENCION DE GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA RADIOACTIVA

Para preparaciones &ptimas de la hormona marcada, 6 ug
de hCG (10.000 UI/mg, CR117, proporcionada por el Dr. Can-
field, Columbia University, New York) fueron marcadas con
500 uCi de 125I, por una modificacibn de la técnica de Tho-

rell y Johansson (177)segln se detalla a continuacibn:
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1) hCG; 6 ug en 10 ul Na2 HPO2 0.05 M, pH 7.4.

2) Buffer Acetato de Sodio 0.4 M, pH 5.6 (10 ul).
3) 125

4) Lactoperoxidasa bovina (Calbiochem, grado B, Cat No

I, libre de portador, en NaOH O.1N, 500 uCi (6 ul),

427466) 2.7 mg/ml en buffer Acetato de Sodio 0.1 N (4 ul).
5) 5202 (300 volfimenes, dilufda 1:20.000)(4 ul).

Después de agitar vigorosamente durante 2 minutos, la
mezcla de iodinacibn fue dilufda con 300 ul de buffer fos-
fatos 0.05 M y transferida a uvna columna de Sephadex G=75.
Separado el pico hormonal del de iodo libre, la fracci®n
correspondiente & la hormona se dividi6 en alfcuotas, que
se guardaron congeladas a -70°C para su posterior repurifi-
cacibn, antes de su utilizacibn.

Cada alfcuota, aproximadamente de 0,2 ml, fue purifi-
cada por columna de Ss=pharosa-Concanavalina Ao ACA 54 (Ultro-
gel, IKB, Suecia), separfndose la hormona agregada de la u-
tilizable para los estudios de unibn a receptor.

Usualmente, la actividad especifica obtenida fue de 50

uCi-uge.



PREPARACION DE SEPHAROSA-CONCANAVALINA A

La concanavalina A fue unida a Sepharosa (178-179)de
la siguiente manera:s 50 g de Sepharosa 6B, lavada y suspen-
dida en 40 ml de agua destilada, fue activada con el agre-
gado de 50 ml de una solucibn al 16 % P/V de bromuro de
cianbgeno acuoso, recién preparado, mezclando continuamente
con ayuda de un agitador magnético y manteniendo el pH= 11
mediante la adicidn de una solucibn de NadO 4 M. La reac-
cibn, llevada a cabo a 20°C durante 10-20 minutos, se con-
siderd terminada cuando no se requirid adicidn de &lcali
para mantener el pH. En estas circunstancias fue necesaria
la adicibén de 6 a 8 ml de NaHO. Inmediatamente, la suspen-
sibn conteniendo la Sepharosa activada, se filtr§ por un
filtro Buchner y se la lav8 con 100 ml de agua destilada y
100 ml de una solucibn de bicarbonato de.sodio 0,1 M. Iue-
go de esto, el sblido fue agregado a une solucibén de 500 mg
de Concanavalina A, disuelta en 40 ml de NaCl 1 M, comple-
t&ndose la mezcla con 40 ml de NaHCO4 1 M. Dicha mezcla se

dejé agitando durante la noche, a 4°C y luego se lav la



preparacibn, filtrando a través de un embudo de vidrio po-

roso con dos litros de NaHCO, 0,1 M,

3

La eficiencia del acoplamiento se determind por compa-
racibn de la adsorcibén a 280 nm de la solucibdn original de
Concanavalina A, con la correspondiente a los 1fquidos de
filtrado y lavados, obtenidos despuds de producir el aco-
plamiento.

El rendimiento, en las condiciones mencionadas, fue de
un 95-100 %. Las preparaciones de Sepharosa-Concanavalina
A fueron mantenidas a 4°C, en buffer PBS (Dulbecco). El

E€xito de la actividad depende, casi exclusivamente, de la

calidad del bromuro de cianbgeno.

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA CONCANAVALINA A

La afinidad de los restos de hidratos de carbono de
las hormonas glicoproteicas por la Concanavalina A, fue uti-
lizada para la purificacibn de la gonadotrofina marcada.
Mediante este método, dichas hormonas son espec{fica-

mente adsorbidas a Sepharosa-Concanavalina A y luego eluf-



das con soluciones de ¥ -metilglucbsido o X -metilmandsido.
La selectividad de este procedimiento por la porcibn de hi-
dratos de carbono de la molécula marcada, contrasta enorme-
mente con el método de adsorcibn en celulosa, donde el com-
ponente proteico es el que desempeiia el papel principal.

125,

Para la purificacibdn de ~hCG, la mezcla de iodina-

¢ibn fue transferida a una columna de Sepharosa-Concanava-
lina A (5 x 140 mm). El iodo libre y la hormona dafiada
fueron elufdos con 12 ml de PBS, conteniendo 1 mg/ml de
gamma—-globulina bovina; luego de ésto, la hormona marcada
fue elufda con la misma solucibdn, conteniendo o -metilglu-
cbsido 0,2 M.

1
25I-hCG, obtenida por

Las propiedades fisicas de la
este método, no difieren de la hormona no marcada segln los
criterios utilizados (filtracibn por gel, electroforesis en
gel de poliacrilamida, electroenfocado).

La concentracibn de hormona en las preparaciones ra-
diactivas se determind mediante radioinmunoensayo (180). Es

de hacer notar que, marcaciones de hCG con el método de la

lactoperoxidasa (177),produjeron preparaciones similares a
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los obtenidos con NaClO, aunque no mostraron ventajas en su
realizacibn.

Se ha demostrado que estas hormonas mantienen su com=-
pleta actividad bioldgica, a juzgar por los ensayos de au-
mento en el peso de la prbstata ventral y la disminucibn
del contenido de 4cido asc8drbico ovhrico (181-182)y la pro-
duccibn de Testosterona por testf{culos aislados (15).

’125I

La actividad especi{fica usual de la ~hCG empleada

fue de 50 uCi/ug.

DETERMINACION DEL NUMERO DE SITIOS RECEPTORES PARA IH/hCG

La interaccibn entre la hCG y su receptor, se estudib
sobre la base de la unibn de la hormona radiocactiva agrega-
da en cantidad variable, a componentes particulados de tes-
t{culos de ratas adultas, o a células intersticiales aisla-
das. La unibn inespeci{fica fue evaluada agregando una can-

tidad 1000 veces superior de hormona no radioactiva.
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ESTUDIOS DE UNION DE hCG EN HOMOGENATOS TESTICULARES

Los testfculos decapsulados fueron homogeneizados en
buffer PBS Dulbecco pH 7.4 (1 ml/testfculo) en un homoge-
neizador del tipo Polytron. Al homogenato se lo filtrb por
Nitex (malla de poro 50) y se lo centrifugb a 20.000 x g
por 15 minutos. El precipitado resultante fue resuspendido
en 40 ml de buffer y centrifugado nuevamente. FEl precipi-
tado as{ obtenido se pesbd y se dispersd a una concentracibn
final de 100 a 200 mz/ml en buffer PBS Dulbecco, siendo es-
ta preparacibn la fuente de receptor para LH/hCG.

Los receptores fueron determinados lncubando dilucio-
nes seriadas del homogenato con una concentracibn saturante
de la hormona marcada empleando el método de radioiodina-
cibn enzimhtica descripto previamente.

Los siguientes reactivos se agregaron a tubos de ensa-
yo de vidrio (12 x 7?5 mm): 100 ul de buffer fosfato salino
conteniendo alblmina sérica bovina al 0.1 % con o sin el
agregado de 100 UI de hCG; 50 ul de 12T hcG (200.000 cpm,
5=10 ng) en buffer fosfato salino con BSA al 0.1 % y 100 ul
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del homogenato testicular. Se incubaron tres diluciones
seriadas 1:1 del homogenato por triplicado a temperatura
ambiente durante 16 a 18 h. Una vez finalizada la incuba-
cibn se diluyd con 3 ml de buffer frfo y se centrifugb a
1500 x g por 15 minutos. El material que sediment§ se lav$
una vez, y la radioactividad unida al tejido se determinb
en un contador gamma automltico.

La radioactividad especf{ficamente unida, fue converti-
da a nanogramos de hormona unida por testfculo, utilizando
para el chlculo la actividad especf{fica y la actividad de

unibn mAxima de cada preparacibdn de hormona (183).

DETERMINACION DE hCG UNIDA A TEJIDO

La permanencia de hCG unida al receptor como consecuen—
cia del tratamiento, fue determinada luego de calentar alf-
cuotas del homogenato testicular a 65°C durante 15 minutos.
Entre el 80 %y el 85 % de la hormona unida al tejido puede
ser recuperada por este método. ILa hormona liberada al so-

brenadante luego del calentamiento fue medida por radioin-

munoensayo especifico.



UNION DE 1251 hCG A CELULAS INTERSTICIALES TESTICULARES

Para estudiar la unibn de la hormona marcada a su re-
ceptor en preparaciones de células de Leydig purificadas,
se procedid segfin el siguiente esquema: alf{cuotas de 1 ml
(’lO6 células) de la suspensibébn de células de Leydig fueron
incubadas con 0.1 ml de hCG marcada (100,000 dpm, equiva-
lente a 4 - 5 ng) en presencia de concentraciones crecien-
tes de hCG no marcada (hasta 100 ng) por 3 horas a 34°C, o
a temperatura ambiente por 16 horas. Estas condiciones son
adecuadas para alcanzar el equilibrio de la reaccibn de
unibn. ILa unibn no especi{fica de la 125I—hCG, fue determi-
nada incubando en tubos controles con un exceso de hormona
no marcada (100 UI). Finalizado el perfodo de incubacibn,
se agregaron a todos los tubos 2ml de buffer PBS-Dulbecco
frfo y se centrifugaron a 1500 x g por 15 minutos a 4°C.
Los sobrenadantes se descartaron por aspiracibn. El preci-
pitado celular remanente fue resuspendido en 3 ml del mismo
buffer frfo, y los tubos fueron centrifugados nuevamente en
las mismas condiciones. Luego de aspirar y descartar este

segundo sobrenadante, la radioactividad unida a las células
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fue evaluada en un contador automltico gamma.

125

ESTUDIOS DE UNION DE I-hCG A RECEPTORES SOLUBLES

Los receptores de gonadotrofinas de testfculos de ani-
males controles o tratados con hCG fueron solubilizados por
tratamiento con Triton X-100 del precipitado que resulta de
la centrifugacibn diferencial de células de Leydig fragmen-
tadas, entre 120 y 27000 x g segfn la técnica descripta
previamente (184-185).

Los testfculos de ratas fueron descapsulados y desga-
rrados cuidadosamente (cardados) en buffer Dulbecco (PBS),
pH= 7,4 en la relacibn 3 ml/testfculo. Mediante este pro-
cedimiento se ha demostrado que se liberan fragmentos de
células intersticiales con alta afinidad de unibn para las
hormonas LH y hCG (186).

Después de la filtracibn a través de Nitex, la suspen-
cibn fue centrifugada a 120 x g, durante 20 minutos, para
eliminar c&lulas intactas y restos de tejido. ILa fraccibn
sobrenadante fue centrifugada a 27.000 x g, durante 20 mi-

nutos,.
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El precipitado asf obtenido, se suspendid en solucibn
al 1 ¥ de Tritbn X-100, en PBS, durante 30 minutos, a 4°C.
Despufs de diluir la muestra 10 veces, con PBS, la solucibn
se centrifugh a 27.000 x g, durante 10 minutos, para remo-
ver partfculas no solubilizadas. El tratamiento de la
fraccibn particulada, correspondiente a 10 testfculos, con
0,5 ml de Tritbn X-100 al 1 %, extrae la mayorfa de los si-
tios de unibn para ILH, formando una solucibdn cuya concen-
tracibn en protefnas es de 4 mg/ml. Estos receptores per-
manecieron en solucibn, afin despuls de centrifugar les
muestras a 360.000 x g, durante 3 horas.

Se tomaron alfcuotas de la preparacibn del receptor

125I—hCG por 16 hs a

soluble que fueron equilibradas con
4°C., El complejo de unibn fue precipitado con polietilen-
glicol segfin una técnica ya descripta(186-187)y la radioac-
tividad en el precipitado fue analizada en un contador gam-

ma automitico.
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DETERMINACION DE LA UNION DE AMP CICLICO A SUS RECEPTORES

INTRACELULARES

La determinacidn de la unibn del nuclebtido cfclico a
las protef{nas quinasas, se realizd seglin la técnica des-
cripta por Dufau y col. (20).

El precipitado celular, obtenido luego de la incuba-
cibdn de células intersticiales, se lavd con 1 ml de Fedio
199, conteniendo MIX 0,1 mM. El precipitado se resuspendib
en 1 ml de buffer Tris-HCL, 20 mM; pH= 7,4, conteniendo MIX
0,1 mM y 2-mercaptoetanol 10 mM. ZEsta suspensibn celular
fue sonicada durante 15 segundos, en la posicibn 4 de un
sonicador Brinkmann. JIuego de la sonicacibn se la centri-
fugh a 2.000 rpm, durante 10 minutos. El sobrenadante se
mantuvo a 0°C y se utilizd como fuente de protef{na quinasa.

La mezcla de incubacibn contenfa 50 ug de protefna, 2
X 406 cpm de AMP ciclico-BH (40 Ci/mmol) en 200 ul de buf-
fer fosfato de potasio 80 mM, pH= 6,5, conteniendo acetato
de magnesio 10 mM, 2-mercaptoetancl 1 mM, MIX 0.1 mM y, pa-
ra calcular la unidn inespec{fica, AMP ciclico 1070 M en el

mismo buffer.
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La incubacibn se efectud a 0°C, durante 2 horas para
determinar los sitios disponibles, o durante 16 horas para
el dosaje de sitios totales. Finalizada la incubacibn, se
agregaron 2 ml del buffer Tris-HCl y se filtrd a través de
Millipore (0,45 u). El tubo se lavd con 2 ml de buffer,
dos veces y, luego, se lav§ el filtro con 2 ml del mismo
buffer Tris-HCl. E1 filtro se deid secar y se contd la ra-
diactividad usando tclueno centelleante, en un contador de
centelleo 1{quido Packard, modelo 3.320.

Para la determinacibn de los sitios de unibn, utili-
zando el mé&todo grAfico de Scatchard (188),se utilizaron

cantidades variables de AMP ciclico-BH.

INCUBACION DE LAS CELULAS DE LEYDIG PURIFICADAS

Se incubaron alfcuotas de 1 ml de células de Leydig
purificadas (1 x 106 células/ml) en viales para contador de
centelleo 1fquido (20 ml), plésticos (Packard) en presencia
de 1-metil-3-isobutil-xantina (MIX) 0.125 mM.

El agregado de hCG, toxina colérica (CT) o dibutiril
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adenosina 3'=5' monofosfato cfclico (BtacAMP) se hizo en
alfcuotas de 100 ul en Medio 199-BSA 0.1 %, a tres de los 6
viales de muestra. Todas las incubaciones se hicieron a
34°C durante 3 horas en un incubador Dubnoff bajo una at-
mbsfera de carbbgeno.

Para poder medir la produccibn de 3-o0l-5-Pregnen-20-
ona (Pregnenolona) de cflulas de Leydig normales y de ani-
males desensibilizados se estudib el efecto de dos inhibi=-
dores, clanocetona (Winthrop Laboratories, N° 19.578) y es-
pironolactona (Sigma). En los experimentos subsiguientes,
los dos inhibidores se usaron juntos a la concentracibn 6p-
tima (’IO"6 M para la cianocetona y 10~? M para la espirono-
lactona) en aquellos casos en qQue se quiso estudiar la pro-
duccibdn de Pregnenolona. Estos inhibidores se disolvieron
en etanol y los volfimenes deseados se pipetearon en los
viales de incubacibn, evaporéndolos bajo corriente de aire.
Tuego de agregar las células, se incubd por un perfodo de
15' con los inhibidores antes de agregar hCG,BtchMP o to-
xina colérica. ILas células, fueron al igual que antes in-

cubadas por 3 hs a 34°C bajo carbbgeno y con agitacibn a
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100 ciclos/min. ITuego de 180 minutos de incubacibn o a in-
tervalos seleccionados, se detuvo la incubacibn transfi-
riendo los viales a un bano con hielo.

Las células mhs el medio de incubacibn, se transfirie-
ron a tubos de polietileno (12 x 75 mm) y se centrifugaron
a 260 x g por 15' a 4°C. El sobrenadante se guardb a -20°C
para la determinacibn de Testosterona, Progesterona, Pregnenolo-~
na, 173 hidroxiprogesterona, 17qhidroxipregnenolona’Ibhidroe—
piandrosterona; Androstenodiona y 05 fndrostenodiol.

Los inhibidores de sfntesis proteica cicloheximida y
actinomicina D, ambos suministrados por Sigma, se incluye-
ron en la incubacibn en alfcuotas de 100 ul en Medio 199,
0.1 % BSA. El resto del procedimiento fue como se indich

anteriormente.

Para determinar el cAMP total una alfcuota de 450 ul
de células m&s medio de incubacibn, fueron agregadas a tu-
bos de vidrio que contenfan 50 ul de teofilina 10 mM. In-
mediatamente estos tubos fueron colocados en un bano a ebu-
11icibn por 10' y se guardaron luego congelados hasta su

anflisis, TLos restantes 550 ul de cflulas y medio fueron
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centrifugados y el sobrenadante guardado congelado para la

determinacibn de Testosterona u otros esteroides.

RADIOINMUNOENSAYO DE ESTEROIDES

El radioinmunoensayo de Testosterona fue realizado se-
ghn la técnica descripta por Dufau y col (189)., El antisue=-
ro fue producido en conejos inmunizando con un conjugado
Testosterona~albfinina sérica bovina, preparado por acopla-
miento de la carboxi-metil-oxima de la Testosterona en po-
sicién 3, a la alblmina. El ensayo se realizd en tubos de
vidrio de 12 x 75 mm a 4°C durante 16 hs.

Las alfcuotas deseadas de muestras se llevaron a 250
ul con buffer PBS-Dulbecco. Los standards de Testosterona
se agregaron en cantidades de 10 a 20.000 pg, en alfcuotas
de 250 ul en el mismo dbuffer. Se agregd luego 0.5 ml del
trazador (30.000 - 40.000 dpm) en el wmismo diluyente a to-
dos los tubos. TLuego de incubar por 16 hs. a 4°C, se agre-
garon 0.2 ml de una suspensibn de carbbén 0.25 %, dextran
0.025 % y se mezcld cada tubo con un vortex por 2 seg. Los

tubos se mantuvieron a 4°C por 30 min y entonces se centrifu-
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garon a 1200 g por 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se decan-
taron en viales de vidrio, se agregh 1 ml de dioxano y 10

ml de solucibn de centelleo. La radioactividad presente en
cada tubo se determind en un contador de centelleo 1{quido.

El radioinmunoensayo de Pregnenolona fue realizado se-
ghn la técnica descripta por Di Pietro y col. (190)con un
antisuero producido en conejos contra el conjugado al 3-he-
mi-succinato de la Pregnenolona. El radioinmunoensayo de
la Progesterona se realizb segln el procedimiento descripto
por Abraham y col. (191).

Los radioinmunoensayos de Dehidroepiandrosterona, 17X -
hidroxipregnenolona, 17 -hidroxiprogesterona y Androsteno-
diona, se realizaron con anticuerpos altamente especf{ficos
como describieron Nieschlag, D.L. y col. (192). Para los
radioinmunoensayos de Dehidroepiandrosterona y 17« -hidro-
xipregnenolona, los antisueron fueron producidos contra con-
jugados de BSA a 3~hemisuccinatos de ambos esteroides. Pa-
ra Androstenodiona y 17« ~hidroxiprogesterona, los antisue-
ros fueron producidos por inmunizacibn con los derivados
6ﬂ> -OI-hemisuccinato y 3-carboxi-metil-oxima, respectiva-

mente.
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El radioinmunoensayo para 17ﬁ ~-Estradiol se realizb
seglin una técnica descripta por Wu y ILundy (193)usando un
antisuero altamente especifico producido en conejos contra
un derivado conjugado a la albfimina del 6-cetoestradiol.

Las reacciones cruzadas de todos estos anticuerpos se
muestran en tabla C.

El porcentaje de reaccibn cruzada para cada uno de los
esteroides probados fue calculado como: la relaciln entre
la rasa de esteroide necesaria para producir un desplaza-
miento del 50 % en la curva, con respecto a la masa de es-
teroide en estudio, necesario para producir el mismo des~-

plazamiento.

PREPARACION PREVIA DE LAS MUESTRAS PARA EL RADIOINMUNOENSAYO

Para las determinacionss de esteroides en medios de in-
cubacibn, este Gltimo fue directamente dilufdo 1:10 o 1:25
en buffer fosfato salino, pH 7.4 e introducido directamente

en el ensayo cuando la especificidad del anticuerpo lo per-

mitfa (194).



TABLA C . REACCIONES CRUZADAS DT UNA VARLEDAD 32 EZSTER(ILEI. UL LUS ANTICUZRFPOS
UTILIZADOS
ticuerpo anti=- Anticuerpo anti- Anticuerpo anti-

AN u:..ndrostenodiona

17 & OB=-Pregnenolona

17 & O3-Progesterona

AN 4 Androstenodiona 100.00 % 17« OE-Pregnenolonz 100,00 # 17« OZ-Progesterona0.00 %
DEA 3.50 % 17« OB-Progesterona 27.50 % FProgesterona 14.30 ¥
Testosterona 1.00 ¥ Pregnenolona 1.00 % EgmérostanB,E’Cdiol 2.20 ¥
Frogesterona 0.08 ¥ Testosterona < 1.0 £ Sghindrostan3,20diol 1.70 %
11 Desoxicortisol 0.07 % N uAndrostenodiona < 1.00 % 17@‘ -Zstradiol ¢ 0.10 %
Tregnenolona 0.06 % A 5_t‘md'.r~ost,enoc!i.ol < 1.00 » Cortisol < 0.10 %
17 a 0S-Progesterona 0.02 % Pregesterona < 1.00 % Testosterona < 0.0 ¥
Esirona <0.01 % 20%-OHProgesterona ¢ 0,10 %
A u,%ndros:enorliol <C.0M & 6@—0!'_?rogesterona < 0.0 %
Cortisol <0.01 %

Zstradiol <0.01 %

1l-CETregnenolona < 0.01 %

Anticuerpo anti- Anticuerpo anti- Anticuerpo anti-
Tehidroepiandzestercna(DHi) Progestercna Testostercna

DKA 100.00 ¥ Progesterone 100.00 % Testosterona 10C.0C %
LHt-sulfato 71.40 % sﬁOE—YTogesterona 0.62 % Androstenodiona 472.50 %
04—:‘,ndrcstenodiona 1.7C % Mestosterona 0.80 4 A B—Androstenodiol 34.50 %
A 5-Androstenodiol < 0.50 % 170 CHProgesterona 0.18 % Androstanodiona 6.50 %
Progesterona < 0.50 % 20 -OHProgesterona 0.61 % DHA < 3.00%
Pregnenolona < 0.50 % Cortisona 0.03 % Anticuerpo anti-

17 % -0AProgesterona € 0.50 % Cortisol £0.02 % Pregnenolona

Testosterona < 0.50 % Aldosterona ¢ 0.02 % Pregnenolona 100.00 %
Colesterol <(0.50 % Dihidrotestosterona < 0.02 % Progesterona 3.00 ¢
Estradiol <0.%0 % A 5-Andrcsten035‘17diol<0.02 % 170d-Precnenolona 3.0C &
Cortisol {0.50 % ?lO(-Androstano30( ol- < 0.02 % 21-0H-Fregnenolona 2.00 %
Anticuerpo eanti- 7one 11-5 OHProgesterona 0.50 %
17 B Estradiol Dehidroepiandros-

17 f =stradiol 100.00 % terona 0.3 %
Estrona 0.83 % ﬁ?ﬂOHProgesterona 0.3 %
Estriol 0.67 % Testosterona < 0.2 %
16-Cetoestradiol 1.80 % Dihidrotestosterona< 0.3 %
16~Epiestriol 3.80 % Estradiol 0.3 %
Estradiol 3-glucu-

rbnido 0.69 %

Estradiol 17-glu-
0.09 %

curbnido
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Para determinar la cantidad de esteroide presente en
el suero de animales tratados o controles, se realizb una
extraccibn con eter etf{lico de este material biolbgico, a-
gregando previamente una pequeiia cantidad de esteroide tri-
tiado, que permitid luego corregir por las pérdidas ocurri-
das durante el procedimiento de extraccibn.

Para determinar el contenido tisular de esteroides, se
realizb un homocenato de les testiculos decapsulados (2 ml
PBS/<estf{culo). Tuego de agregar esteroide tritiado para
poder descontar pérdidas ocurridas durante el fracciona-
miento, se extrajo dos veces con eter etflico. Una alfcuo-
ta adecuada de este extracto fue introducido en el radioin-
MUNOENnsayo.

En los casos en que se realizb un procedimiento de ex-
traccibdn se introdujeron en el ensayo los blancos corres—
pondientes. También se realizaron pruebas de paralelismo
para asegurarse que estaban ausentes interferencias inespe-

cificas.

En €l ensayo de 17Xhidroxipregnenolona, la 17hidroxiproges-—

terona mostrd una reaccibn cruzada importante (27.5 %), to-
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dos los otros esteroides probados fueron débilmente inmuno-
activos. ILa separacibn de los esteroides 17a -hidroxilados
se realizb mediante cromatograffa en placa delgada de alfi-

mina utilizando como solvente de desarrollo acetato de eti-
lo, en dos corridas sucesivas. Los RF encontrados para la

17K -hidroxiprogesterona y 17X -hidroxipregnenolola, fueron
respectivamente 0.5 y 0.25.

El anticuerpo contra la 17« -hidroxiprogesterona tenfa
reactividad cruzada importante con la Frogesterona (14 %),
por 1o tanto se procedi a separar estos dos esteroides.

Los extractos de las muestras fueron sembrados en placa
delgada de alfimina y desarrollados dos veces consecutivas

en el sistema de solventes cloroformo:eter, 80:20. (RF para
1&hidroxiprogesterona igual a 0.25 y para Progesterona 0.72).

Cuando los esteroides debieron ser purificados antes
del ensayo, una alfcuota apropiada del medio de incubacibn
fue extrafda con acetato de etilo luego gue se hubo agrega-
do un indicador interno tritiado para corregir por pérdidas

ocurridas durante la purificacibn.

Para medir el l\s-Androstenodiol se empled el mismo
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anticuerpo que para la Testosterona que tiene una reaccibn
cruzada del 35 % con este esteroide y que presenta curvas
de desplazamiento paralelas cuando se usa Testosterona como
trazador en el ensayo. El medio de incubacibn fue extrafdo
como se describib anteriormente, el extracto fue sembrado
en placas de allmina y estas fueron corridas dos veces con
acetato de etilo. Se realizbd radioinmunoensayo sobre los
elufdos de cada centimetro de la placa, que mostrd que la
inmunoreactividad era coincidente con el standard de Tes-
tosterona (Rf 0.37) o A 5—Androsténodiol (Rf 0.16), o am-
bos de acuerdo a las condiciones de incubacién empleadas.
Los extractos testiculares donde se midib ’17(5 estradiol
fueron purificados a través de una columna cromatogréfica

de Sephadex- LH 20,

DETERMINACION DE hCG SKERICA

La concentracibn de hCG presente en suero de animales
tratados, fue medida por un procedimiento espec{fico emple-
ando anti~-hCG como primer anticuerpo.

Este anticuerpo permite medir especificamente hCG en
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presencia de LH. La técnica utilizada fue la descripta por

Vaitukaitis, J.L. y col. (195),

DETERMINACION DE LH SERICA

La ILH sérica fue determinada por una técnica de doble
anticuerpo, empleando como trazador 125I-rLH y antisuero
contra rLH (s - 4), el standard usado fue rIH (RP - 1), es=-
tos materiales fueron provistos por el Centro de distribu-
cibn de hormonas pituitarias del NIAMDD. Todos los valores
de LH sérico fueron medidos en duplicado, a dos concentra-

ciones de suero, para asegurar el paralelismo con la curva

de ensayo.

DETERMINACION DE cAMP

El cAMP fue medido por radioinmunoensayo en alfcuotas
de la suspensibn celular despuds de la inmersibn en un baifio
a ebullicibn durante 10 minutos y luego de centrifugar a
1400 x g por 10 min. Este nuclebtido cfclico fue ensayado

seghin una modificacibn del método de Steiner y col. (196)
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con la incorporacién de la etapa de acetilacibdn descripta
por Harper y Brookr (197). Este procedimiento aument$ la
sensibilidad del ensayo en aproximadamente 50 veces, redu-
ciendo los niveles de deteccibn a unos pocos femtomoles de
cAMP. La etapa de acetilacibn también aumentd la especifi-

cidad del ensayo a bajas concentraciones de cAMP,
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RESULIADOS
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE hCG SOBRE LOS RECEPTORES
PARA HORMONA LUTEINIZANTE

En los estudios de unibn de 122I-hCG a las células de
Leydig preparadas a partir de animales controles y desensi-~
bilizados, se demostrd que el fendmeno de pérdida de los
sitios receptores era un proceso que dependfa: del tiempo
transcurrido luego de la administracibn de la gonadotrofina
y de la dosis inyectada de esta filtima. Ios resultados se
muestran en la figura 1.

La dosis més baja de hCG empleada (100 ng) no tuvo un
efecto significativo sobre la concentracidn de receptores.
Observando solamente una ligera cafda al quinto dfa, 1luego
del tratamiento y una ligera elevacibn, por encima de los
niveles del control al sexto dfia.

Cuando se administraron 200 ng de hCG, se produjo una
disminucibn en el nfimero de sitios receptores del 30 % al

segundo dfa del tratamiento. Dos dfas m&s tarde, o sea
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hCG UNIDA -, del control

Dias despues de la inyeccion de hCG

Fig, 1: Curvas de tiempo para la pérdida de sitios recepto-
res de LH, en células de Leydig de animales tratados
con distintas dosis de hCG (0.1 ug e¢—o, 0.2 ug o—o,
1 ugs---a y 10 ug = —-3), Cada punto representa el

valor medio + DS de 4 determinaciones.
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cuatro dfas luego de la administracibén de una dosis finica
de hCG en forma endovenosa (200 ng), se observd una reduc-
cibén aln mayor (60 %). Este efecto fue seguido por una re-
cuperacibn total a valores controles, al séptimo dfa.

Después del tratamiento con 1 ug de hCG, los sitios
receptores disminuyeron un 30 % a las 24 horas, un 70 % a
las 48 horasy vermanecieron bajos durante 4 dfas. E1 nG-
Tero de sitios receptores se recuperd significativamente en
el sexto dfa alcanzando un valor del 80 % del control y
se restablecib totalmente al séptimo dfa.

Con un tratamiento de 10 ug de hCG, los sitios recep-
tores disponibles, cayeron rhpidamente a niveles muy bajos,
siendo casi indetectables por varios dfas y empezando a re-
cuperarse en el quinto dfa. Sin embargo, el restableci-
miento a valores controles de los sitios receptores, sblo
se produjo 14 dfas luego del tratamiento, como se ve en la
fig. 2.

Un experimento en paralelo para determinar la capaci-
dad de unibn de ILH/hCG en células de Leydig homogeneizadas

de animales controles y tratados did un perfil similar al
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observado con las c&lulas intactas.

CONCENTRACION DE SITIOS RECEPTORES PARA LH/hCG Y DETERMINA-
CION DE LA hCG UNIDA AL TEJIDO LUEGO DE UNA UNICA INYECCION

DE 10 ug DE hCG.

Luego de la administracibn de 0.1 a 1 ug de hCG, no se
detectd hCG unida al tejido al segundo dfa de tratamiento,
cuando el nlmero de sitios receptores habfa cafdo a valores
del 30 % del valor control. En contraposicibn a estos re-
sultados, se observd una considerable ocupacibn de los si-
tios receptores, con saturacibn casi completa a las 24 hs
del tratamiento con 10 ug de hCG. Luego de esta alta dosis
la ocupacibn de sitios receptores era todav{a significativa
a los dos dias(cerca del 25 % del nimero total de sitios
receptores para LH).

La hCG unida al tejido disminuy® en los dfas subsi-
guientes, pero fue todavi{a detectable 10 dfas después del
tratamiento (Fig. 2). La desaparicibn temprana de sitios

receptores disponibles para IH/hCG puede ser atribufda a
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luego del tratamiento con 10 ug de hCG. Cada punto

representa el valor medio de 3 determinaciones.
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ocupacibn de los sitios receptores por la hCG administrada,
cuando Se utiliza esta dosis de gonadotrofina (10 ug).
Cuando se estudib la subsiguiente pérdida de sitios recep-
tores, se vid que la recuperacibén era muy lenta, no alcan-
zlndose los valores controles hasta el decimocuarto dia

luego del tratamiento desensibilizante.

CURVAS DE SATURACION DE I10S SITIOS RECEPTORES PARA IH/hCG.

ANALISIS DE SCATCHARD

Se realizaron estudios comparativos, para evaluar la
pérdida de sitios receptores para LH/hCG en células de
Leydig intactas (Fig. 3) y solubilizadas (Fig. 4), prove-
nientes de animales controles y tratados con distintas do-
sis de hCG, sacrificadas tres dfas luego de recibir la do-
sis desensibilizante.

El andlisis de Scatchard de estudios de unibn en el
equilibrio did en todos los casos grificos lineales, indi-
cando la presencia de una sola clase de sitios de unibn.

Se observaron cambios en el nfimero de sitios receptores
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Fig. 3: AnAlisis de saturacibén (A) y grhfico de Scatchard
(B), para el nimero de sitios receptores de LH en
células de Leydig obtenidas a partir de: animales
controles (@), e inyectados con 0.2 (4 ), 1 (m) ¥y

10 (o) ug de hCG, 3 dfas antes del sacrificio.
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Triton x 100,obtenidas a partir de: animales con-
troles (o), e inyectados con 0.2 (4A), 1 (m) y 10

(0) ug, 3 dfas antes del sacrificio.
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durante la desensibilizacibdn. La disminucién en el nfimero
de sitios receptores para LH/hCG en células y extractos ce-
lulares no estuvo acompanado de un cambio en la afinidad de

unibn de LA/hCG con respecto 8l valor control de 2 x 1010 y1

Tanto en las células intactas como en las solubilizadas,
se observb una disminucibn de los sitios receptores que fue
dependiente de la dosis administrada tres d{as antes, pero
la reduccibn fue significativamente menos marcada en los
receptores solubilizados, sugiriendo que los sitios recep-
tores fueron oclufdos o internalizados en la membrana plas-
pltica durante el proceso de desensibilizacibn.

En la tabla I se muestran los resultados obtenidos pa-

ra la concentracibn de sitios receptores hallados por ani-

lisis de Scatchard en ambas situaciones experimentales.
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TABLA T

CONCENTRACION DE RECEPTORES DE LH EN CELULAS DE LEYDIG IN=-
TACTAS Y EN EXTRACTOS CELULARES SOLUBILIZADOS

Preparacibn Células de Leydig Receptores solubles

sitios de unibén/célula fmol/mg protefina

Control 13.000 + 312 (100)2 98 + 4.9 (100)
hCG |
0.2 ug 6.500 + 200 (48) 83 + 6.8 (85)
1 ug 4,200 + 163 (31) 51 + 9.0 (52)
10 ug 930 + 133 (6.8) 24 4 7.0 (24)

a. Por ciento del control

Valor medio (n = 3) + DS
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ESTUDIOS "IN VITRO" DE LA RESPUESTA GONADOTROFICA DE LAS

CELULAS DESENSIBILIZADAS.

En las figuras 5 y 6 se muestran respectivamente las
curvas de dosis respuesta para Testosterona y cAMP que se
obtienen cuando se estimula "in vitro" a una célula de Ley-
dig con dosis crecientes de hCG. Observando ambas figuras
puede verse la discrepancia entre las dosis de hCG necesa-
rias para producir una respuesta mlxima de Testosterona y
cAMP y que como se menciond en la introduccibn hizo dudar
por mucho tiempo del papel del cAMP como segundo mensajero
de la accibn hormonal,

El fenbmeno de desensibilizacibdn inducido por trata-
miento con gonadotrofinas "in vivo", se ha limitado en su
descripcibn a lo que ocurre a nivel del receptor de LH/hCG.
Nuestro interés se centrd entonces en las alteraciones bio-
quimicas que ocurren probablemente como consecuencia de es-
ta primera interaccibn de la hormona con su receptor.

En la fig. 7 se muestra el contenido de sitios recep-

tores en cblulas de Leydig provenientes de animales contro-
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les y tratados con 0.2, 1 y 10 ug de hCG luego de dos dias
(panel superior), 4 dfas (panel medio) y 6 dfas (panel in~-
ferior) del tratamiento. Los resultados estln expresados
como fmol/’lO6 células y representan valores obtenidos en
condiciones de saturacibn de los sitios receptores. Como
se ve, el contenido en sitios receptores es semejante al ya
descripto en la fig. 1, para distintas dosis de hormona ad-
ministrada y a distintos dfas del tratamiento.

En el mismo experimento, se estudiaron otros dos parh-
metros: produccibn de cAMP y de Testosterona bajo estimulo
"in vitro" con dosis crecientes de gonadotrofina.

La figura 8 presenta la respuesta del cAMP a
concentraciones de hCG desde 0.01 a 10 ng/ml in vitro. Es-
tas respuestas estuvieron disminufdas en proporcibn a la
pérdida de sitios receptores, mas no se observaron cambios
en la sensibilidad a la gonadotrofina.

Cuando se observaron los resultados obtenidos luego de
dos dfas del tratamiento se vié que: no habfa disminucibn
en la respuesta mlxima del cAMP en células de animales tra-

tados con 0.2 ug de hCG, a pesar que se observd una dismi-
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: Produccidn de cAMP bajo estfmulo "in vitro" con do-

sis crecientes de hCG, por cé&lulas de Leydig de ani-
males controles (—) y tratados con hCG (& : 0,2ug,
81 ug,4-4 10 ug) a distintos tiempos (2, 4 y 6

dfas) luego del tratamiento.
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nucibn del 25 % en el nfimero de sitios receptores para LH/
hCG. Se observd una disminucibn marcada en la respuesta
méxima del cAMP en los animales tratados con una dosis de
1 ug de hCG y no se observd estimulacibn de la produccibn
de cAMP después del tratamiento con 10 ug de hCG (Fig. 8).
Luego de cuatro dfas del tratamiento y siguiendo 1la
disminucibn del nfimero de sitios receptores para LH/hCG
(Fig. 7), se observd una marcada disminucibn en la respues-
ta mbéxima del cAMP en las células provenientes de animales
tratados con la dosis de 0.2 ug. Después de seis dfas del
tratamiento y a pesar que se observb casi completa recupe-
racibn de los sitios receptores para las dosis de 0.2 ¥
1ug, la respuesta mAxima del cAMP estuvo francamente dismi-
nufda en ambos grupos experimentales (Fig. 8). Se observa-
ron respectivamente reducciones del 10 % y del 50 % para
los animales tratados con 0.2 ug y 1 ug. La respuesta mh-
xima del cAMP se habf{a recuperado parcialmente (25 % del
valor control) seis dfas luego del tratamiento con 10 ug de

hCG.

La respuesta de la Testosterona a la hCG "in vitro"
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mostrbd cambios no s6lo en la respuesta mbxima, sino también
en la sensibilidad al estfmulo (Fig. 9). La respuesta mi-
xima estuvo aumentada en el grupo tratado con 0.2 ug de hCG
al segundo y cuarto dfa del tratamiento y francamente dis-
minufda en los animales tratados con 1 y 10 ug de hCG.

Debe notarse, que la respuesta mlxima de la Testoste-
rona no pudo alcanzar los valores controles, alin cuando se
utilizaron dosis suprambiximas de hCG para el estfmulo.

Al sexto dfa las curvas dosis-respuesta habfan alcanzado
los valores normales en células de animales tratados con
0.2 y 1 ug de hCG, y en los animales tratados con 10 ug, si
bien pudo alcanzarse la respuesta mAxima, se observd una

dosis efectiva 50 %,dos veces mls alta.

PRODUCCION DE TESTOSTERONA ESTIMULADA FOR TOXINA COLERICA Y

Bt2CAMP.

Ya que la produccibn de Testosterona en células inters-
ticiales desensibilizadas (1 a 10 ug) no pudo ser estimulada
a los valores miximos controles se plantebd la posibilidad de

que el cAMP producido durante la estimulacibn hormonal en el
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Fig. 9: Produccibn de Testosterona bajo estf{mulo con dosis
crecientes de hCG "in vitro", por c&lulas de Leydig
de animales controles y tratadas con hCG (0.2, 1y
10 ug) a distintos tiempos (2, 4 y 6 dfas) luego del

tratamiento.
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estado desensibilizado, estuviera en alguna forma no dispo-
nible o fuera insuficiente para la estimulacidn de la este-
roidogénesis.

Se realizaron experimentos para examinar este problema
estimulando la produccibn de Testosterona con toxina colé-
rica yBtocAMP en dosis supramiximas. Cuando se estimulb
con toxina colérica (10 ug/ml) (Fig. 10), la produccibn de
Testosterona en células de Leydig provenientes del grupo
tratado con 0.2 ug estuvo por encima de los valores contro-
les al segundo dfa luego del tratamiento y estuvieron cer-
canos al valor control al cuarto y sexto dfa luego del tra-
tamiento. En los grupos en que se habfa administrado 1 y
10 ug de hCG, la respuesta mlxima de la Testosterona al se-
gundo dfa estuvo reducida a 45 % del valor control, y se e-
levd a 60 y 75 % de este Qltimo valor luego de 4 y 6 dias.
Al mismo tiempo, la respuesta del cAMP a la toxina colérica,
no se distinguib de los controles en ninguno de los grupos

tratados con hCG (Tabla II).

La respuesta esteroidogénica a una concentracibn de
Bt cAMP 1mM, fue en general similar a aquella producida por

la toxina (Fig. 11). Las respuestas en células de ratas
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Fig. 10: Produccibn de Testosterona estimulada con una dosis
supramixima de toxina colérica (10 ug/ml) por c&lu-
las de Leydig obtenidas a partir de animales desen-
sibilizados con distintas dosis hCG (0.2, 1y 10 ug)
y sacrificados a distintos tiempos (2, 4 y 6 dfas)
luego del tratamiento finico. Los resultados se ex-
presan como % del control y representan el valor

medio + DS de 3 determinaciones.
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TABLA II

EFECTC DE LA TOXINA COLERICA SOBRE LA PRODUCCION DE cAMP EN
CELULAS DE LEYDIG AISLADAS DE RATAS CONTROLES Y TRATADAS

CON hCG.
Toxina Control hCG
0.2 ug 1.0 ug 10 ug
0] 12 + 1.5 M + 2.3 14 + 1.5 30 + 3.4
10 ug 174 + 2.5 178 + 1.3 195 + 6.2 216 + 16

Cada valor es la media + DS de la respuesta del cAMP
(pmol/’lO6 células) a la toxina colérica (10 ug/ml) en célu-
las derivadas de grupos de cuatro animales en cada nivel de

dosis, dos dfas después de la administracibén de hCG.
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Fig. 11: Produccibdn de Testosterona estimulada por una dosis
supramfxima de BtchMP (MmM) por células de Leydig
obtenidas a partir de animales desensibilizados con
distintas dosis de hCG (0.2, 1 y 10 ug) y sacrifica-
dos a distintos tiempos (2, 4 y 6 dfas) luego del
tratamiento Gnico. ILos resultados se expresan como
% del control y representan el valor medio + DS de

3 determinaciones.
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tratadas con 0.2 ug de hCG estuvieron nuevamente aumentadas
por encima del valor control, mientras que las respuestas
de los grupos tratados con 1 y 10 ug de hCG fueron marcada-
mente menores al segundo dfa (25 % del valor control en cé-
lulas normales) y volvieron a valores cercanos al 100 %
luego de 4 y 6 dfas.

La imposibilidad de obtener una esteroidogénesis nor-
mal por un perfodo de 48 a 72 horas con un exceso de cAMP,
ya sea el estimulado por la toxina colérica o el exbgeno en
origen, indicé que el defecto en la respuesta esteroidogé-
nica a la hCG, no era simplemente una consecuencia inmedia-
ta de la pérdida de receptores y que debfia estar localizado

mfbs allh de la formacibn del nuclebtido ciclico.

DETERMINACION DE LA UNION DE AMP CICLICO A SUS RECEPTORES

INTRACELULARES

Para determinar si el defecto en la respuesta esteroi-
dogénica estaba relacionado a cambios en el contenido de
protefna quinasa, se realizaron experimentos donde se eva-

1ub la disponibilidad y la ocupacibn de sitios en la pro-



- 104 -

tefna receptora para el cAMP en células de Leydig desensi-
bilizadas.

Se estudib la cantidad de sitios receptores disponi-
bles para cAMP, en incubaciones durante &os horas de ex-
tractos de células de Leydig con cAMP tritiado (Fig. 12).
No se observaron diferencias significativas entre la capa-
cidad de unidn del grupo control y del tratado con 1 ug de
hCG.

El nfimero de receptores disponibles para el cAMP fue
ligeramente mis alto en el grupo tratado con 0.2 ug de hCG,
y estuvo ligeramente reducido en el grupo tratado con 10 ug
de hCG (Fig. 12). Los ensayos de unibn de cAMP tritiado,
fueron tambifn realizados en una incubacibn por 16 horas
para permitir el intercambio del nuclebtido endbgeno que
ocupa sitios receptores con el cAMP tritiado agregado, ¥y
asf{ determinar el nfimero total de sitios receptores para
cAMP (199).

Por este método no se observaron diferencias entre el
grupo control y el grupo tratado con 10 ug de hCG y se ob-—-

servaron aumentos significativos en el nlmero de sitios re-
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Fig. 12: Unibén de cAMP a su protefna receptora en células
de Leydig obtenidas de animales tratados con dis-
tintas dosis de hCG (0.2, 1 y 10 ug) dos dfas lue-
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ceptores totales para cAMP en los grupos tratados con 0.2 y
1 ug de hCG (Fig. 13). No se observd diferencia en la afi-
nidad de unibn del cAMP a su receptor, siendo la constante
de afinidad media entre los distintos grﬁpos de 2 x 109 M-q.
El mantenimiento del nfimero de sitios receptores para
cAMP en el estado desensibilizado, sugirib que la lesibn en
la respuesta esteroidogénica, estaba probablemente locali-

zada mis alli del nivel de la protefna quinasa.

DESENSIBILIZACION INDUCIDA POR TRATAMIENTO CON FACTOR LIBE-

RADOS DE GONADOTROFINAS

Se ha demostrado también, que existe disminucibn de
los receptores testiculares para LH/hCG en animales trata-
dos con una finica dosis de LH-RH, y que este es un proceso
que alcanza su mAximo alrededor de dos dfas después del pi-
co de LH endbgeno inducido por la administracibn del factor
liberador (198).

En el siguiente grupo de experimentos se intentd eva-

luar la respuesta hormonal en animales tratados con el fac-

tor liberador.
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Fig. 13: Unibn de cAMP a su protefina receptora en células
de Leydig obtenidas de animales tratados con dis-
tintas dosis de hCG (0.2, 1 y 10 ug) dos dfas lue-
go del tratamiento. Se realizd una incubacidn de
16 horas para permitir el intercambio del cAMP mar-
cado agregado, con el unido endbgeno. ILos resulta-
dos se expresan como femtomoles de cAMP en funcibn

de concentraciones de cAMP agregado.
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La fig. 14 muestra los efectos del tratamiento con una
séla dosis LH-RH (0.1 ug, 1 ug y 10 U8 ) sobre los niveles
plasméticos de IH expresados como ng del standard RP, por ml,
en funcidn del tiempo transcurrido luego de la administra-
cibdndel factor liberador. ILos cambios en los niveles plas-
maticos de LH fueron répidos y transitorios, y el pico y la
duracibn de cada respuesta estuvo relacionada con la magni-
tud de la dosis precedente de LH-RH administrada. Afin des-
pués de la dosis mhs alta de LH-RH administrada (10 ug), la
concentracién plasmhtica de LH se elevd una hora luego del
tratamiento, y volvibd a sus niveles normales a las 4 horas
(Fig. 14).

En la fig. 15 se muestran los cambios en la Testoste-
rona plasmitica que acompafiaron este tratamiento. Estos
cambios fueron muy semejantes a los observados en la IH,
aunque estuvieron ligeramente retardados con respecto a es-
tos lltimos. Es de notar que los niveles de Testosterona
plasmitica habfan vuelto a valores normales ocho horas lue-

go del tratamiento.

En los testiculos de estos mismos animales se midieron
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Fig. 14: Niveles plasmlticos de LH en funcidn del tiempo
transcurrido luego de la administracibn de distin-
tas dosis de factor liberador de gonadotrofinas
(0.1, 1.0 y 10 ug de 1LH-RH). Cada punto representa

el valor medio + DS de los valores obtenidos en 6

animales.
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Fig. 15: Niveles plasmlticos de Testosterona en funcidn del
tiempo transcurrido luego de administrar distintas
dosis de factor liberador de gonadotrofinas (0.1,
1.0 y 10 ug de LH-RH). Cada punto representa el
valor medio + DS de los valores obtenidos en 6 ani-

males.
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los cambios en el nflmero de sitios receptores para LH/hCG.
Los cambios se produjeron considerablemente mls tarde que
la variacibn en los niveles plasmlticos de LH, alcanzando
sus niveles mf{nimos dos dfas después del fratamiento y re-
cuperindose a niveles normales en el sexto dfa. La pérdida
de receptores de LH/hCG estuvo obviamente relacionada a la
magnitud del pulso precedente de LH endbgena que a su vez
estuvo relacionado con la dosis de LH-RH utilizada para in-
ducir la desensibilizacibn (Fig. 16).

El retardo temporal en la pérdida de sitios recepto-
res para LH/hCG, dos dfas después del tratamiento con IH-RH
y del pico transitorio de LH acompafiante, no fué atribuible
a ocupacibn de los sitios receptores por hormona endbgena.
También aquf, la medida directa de la ocupacibn del recep-
tor por elusibn y ensayo de la IH unida, revel® que el gra-
do total de ocupacibn del receptor era muy bajo con las do-
sis de LH-RH empleadas. Por lo tanto el proceso de regula-
cibn de los receptores de LH por la hormona hombloga fue
iniciado por una muy baja ocupacibdn de sitios receptores

durante la fase estimulatoria de la célula de Leydig. Este



- 112 -

08

RECEPTORES DE LH -picomoles / test.

-« CONTROL
o 0.1 ug LHRH
0.4} »--1.0 ug LHRH
e 10.0 ug LHRH
0.2}
1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

TIEMPO -Dias

Fig. 16: Curvas de tiempo para la pérdida de sitios recep-
tores de LH, en testficulos de animales tratados con
distintas dosis de LH-RH (0.1, 1.0 y 10.0 ug). Cada
punto representa el valor medio + DS de 4 determina-

ciones.
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Proceso entonces prosiguid durante las siguientes 24 a 48 hs
para causar una pérdida de sitios receptores mucho mayor,
presuniblemente involucrando a una mayorfa de sitios libres
junto con el pequefio nfmero de sitios ocupados que estén
comprometidos en la interaccibn original hormona-receptor.
La secuencia de pérdida y recuperacibn de receptores fue
similar a la observada luego del tratamiento con gonadotro-
fina exbgena. Se demostrd as{ que las elevaciones de LH

endbgena inician el mismo proceso de regulacibn de recepto-

TreSe.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON IH-RH SOBRE LA RESPUESTA ESTEROI-
DOGENICA DE LA CELULA DE LEYDIG ESTIMULADA POR hCG "IN VITRO"

La pérdida de receptores de IH inducida por tratamiento
con LH-RH que causara una elevacibdn de la LH endbgena, es-
tuvo acompanada por cambios significativos en la respuesta
"in vitro" de la célula de Leydig a la estimulacibén hormo-
nal. Este fenbmeno se puso en evidencia cuando se estudia-

ron las respuestas metabblicas de células de Leydig de ani-
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males controles y desensibilizados, dos dfas luego del tra-
tamiento con una finica inyeccibn s.c. de LH-RH.

La respuesta "in vitro" de la Testosterona bajo esti-
mulo con dosis crecientes de hCG,varib en proporcibn a 1la
pérdida de sitios receptores. Cuando la pérdida de sitios
receptores fue importante (Fig. 17), &sta estuvo siempre
acompafiada por una reduccibn en la respuesta mhxima de la
Testosterona a concentraciones supramfximas de hCG (’IO"'9 M.
Sin embargo, cuando la pérdida de sitios receptores fue ba-
ja, la produccibn de esteroides estuvo usualmente aumentada
por encima de los valores controles, como se habfa visto

anteriormente para la desensibilizacibn con la dosis mis

baja de hCG (0.2 ug).

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON IH-RH SOBRE IA PRODUCCION DE

cAMP " IN VITRO™

La reduccibn en el nfimero de sitios receptores para
LH/hCG dos dfas luego del tratamiento con 1, 10 y 100 ug
de LH-RH fué a valores de 33, 26 y 11 % del control en los

grupos respectivos. Esta disminucibén en el nfimero de sitios
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IH-RH (e—o Control,e—a 1 ug, +—o 10 ug y &—4100 ug),
estimulada con dosis crecientes de hCG en el me-
dio de la incubacibn. El nfimero de sitios recep-
tores para LH dos dfas luego del tratamiento ex-

presados como % del control fue:@a—a33 %, —026 %

yaoa—4 11 %,
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receptores estuvo acompanada por una declinacibn en la pro-
duccibn del cAMP estimulado por dosis crecientes de gonado-
trofina a valores de 37 %, 32 ¥y 25 % del valor control

mAximo en los grupos antes mencionados (Fig. 18).

PRODUCCION DE TESTOSTERONA ESTIMULADA POR TOXINA COLERICA
Y BtocAMP EN CELULAS DE LEYDIG DE ANIMALES TRATADOS CON LH-RH

Al igual que en el caso de la desensibilizacibn con
hCG, la respuesta mixima para la produccidn de Testosterona
no pudo ser inducida por conceniraciones supramlximas de
hCG.

En la fig. 19 se muestra que la respuesta mixima de la
Testosterona tampoco pudo ser alcanzada cuando se utilizb
para estimular las células de LeydigfmgcAMP (’10_3 M) o to-
xina colérica (10-7 M). El nQmero de sitios receptores de
LH/hCG dos dfas luego del tratamiento con 1, 10 y 100 ug dé
LH-RH fue como ya se mencionb, 33, 26 y 11 % del control en

los grupos respectivos.
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Fig. 18: Pruduccidn de cAMP "in vitro" por células de Leydig
provenientes de animales tratados con LH~-RH (e—0 Con-
trol, a1 ug, o—o 10 ug y A—4100 ug) estimuladas
con dosis crecientes de hCG en el medio de la incu-

bacibn.
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Fig., 19: Produccibn de Testosterona "in vitro" bajo estfmulo
con hCG 10™ M (panel izquierdo), Bt,cAMP 10™3M (panel
medio)y toxina colérica 10~ "M (panel derecho). lLas
barras blancas en el panel izquierdo representan la
produccidn basal. Las células de Leydig provenfan de
animales controles y tratados con 1, 10 o 100 ug de
IH-RH dos dfas antes del sacrificio. Cada valor re-
presenta el valor medio + DS de 3 determinaciones,

expresadas como nanOgramos/ﬂO6 c&lulas.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON UNA UNICA DOSIS DE hCG (10 ug)
EN FORMA SUBCUTANEA, SOBRE LAS PRODUCCIONES "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA Y DE cAMP ESTIMULADAS POR hCG.

En contraposicibn a los efectos sobre la respuesta es-
teroidogénica, inducidos por una {inica inyeccibdn endovenosa
de hCG, la administracibén en forma subcutfnea de 10 ug de
hCG que produjera una disminucibdn del 65 % en el nfimero de
sitios receptores para LH, no provocd una pérdida en la
respuesta mbéxima de la Testosterona bajo estimulo gonado-
trb6fico. En este grupo experimenfal se observd una marcada
disminucién en la sensibilidad a la hCG de la respuesta es-
teroidogénica, pudiendo determinarse aumentos en la DE SO %
de 20 y 40 veces durante incubaciones en presencia o en au-
sencia de MIX (Figs. 20, 21). La incubacibn con el inhibi-
dor de la fosfodiesterasa produjo una disminucibdn de la DE
50 % para hCG de 4.5 y 2.1 veces, en los grupos controles y
desensibilizados, respectivamente.

Esta pequefia diferencia podrfa indicar que las cé&lulas
desensibilizadas tienen de alguna forma niveles de fosfodi-

esterasa mis bajos que los animales controles. Sin embargo,
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Fig. 20: Produceibdn de Testosterona "in vitro'" en presencia
de MIX y con estfimulo de dosis crecientes de hCG en
el medio de la incubacibdn. Las células de Leydig
provienen de animales controles y desensibilizados
con una dosis finica de hCG (10 ug) en forma subcuté-
nea, tres dfas luego del tratamiento. Cada punto re-

presenta el valor medio (n=3) + DS.
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Produccibn de Testosterona "in vitro", en ausencia
de MIX y con est{mulo de dosis crecientes de hCG en
el medio de incubacibn. Las células de Leydig pro-
vienen de animales controles y desensibilizados con
una Gnica dosis de hCG (10 ug) en forma subcuthnea,
tres dfas luego del tratamiento. Cada punto repre-

senta el valor medio (n=3) + DS.
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las diferencias observadas durante la incubacibn con MIX
probablemente esten relacionados con los altos niveles ba-
sales encontrados en el grupo desensibilizado.

La disminucibn del nfimero de sitioslreceptores para LH,
estuvo acompaiiade de una marcada disminucibn en la produc-
cibn de cAMP estimulada por dosis crecientes de hCG in vi-
tro, mientras que no se observaron cambios significativos
en la dosis efectiva 50 %, cuando se realizaron incubacio-
nes en presencia o ausencia del inhibidor de fosfodiestera-
sa MIX (Figs. 22 y 23).

La pérdida de sitios receptores inducida por una finica
inyeccibn subcuténea de hCG, no estuvo acompailada por una
disminucibn en la respuesta mbxima de Testosterona como la
que se habfa observado luego del tratamiento con hCG en
forma endovenosa o con LH-RH, que produjeran una pérdida
semejante de receptores & 1la observada en este iltimo
tratamiento. En cambio, tales células claramente mostraron
un cambio en la sensibilidad al estfmulo gonadotrbéfico, ¥
esto es lo que se habrf{a esperado en un tejido blanco en el
que no existiese un dafio posterior a la pérdida de sitios

receptores.
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Fig. 22: Produccibén de cAMP "in vitro" en presencia de MIX

y con estimulo de

dio de incubacibdn.

dosis crecientes de hCG en el me-

TLas células de Leydig provienen

de animales controles y desensibilizados con una hni-

ca dosis de hCG en forma subcuténea tres dfas luego

del tratamiento.

dio (n=3) + DS.

Cada punto representa el valor me-
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Produccibdn de cAMP en ausencia de MIX y con estfimulo
de dosis crecientes de hCG en el medio de incubacién.
Las células de Leydig provienen de animales controles
y desensibilizados con una inica dosis de hCG en for-
ma subcuténea tres dfas luego del tratamiento. Cada

punto representa el valor medio (n=3) + DS.
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PRODUCCION DE PREGNENOLONA EN PREPARACIONES DE CELULAS DE

LEYDIG

Se han descripto una serie de experimentos, en los que
se demuestra que la célula de Leydig desensibilizada por
una Gnica inyeccibn endovenosa de hCG, o subcuténea de
139-RH es incapaz de producir Testosterona en su mlximo ni-
vel ya sea por: dosis suprambximas de hCG, cAMP exbgeno, o
cAMP formado endbgenamente bajo la accibn de la toxina co-
lérica. Estos experimentos indicaron que con tales trata-
mientos ocurrfauna lesibn més allé del nivel del receptor y
probablemente a nivel del camino biosintético que conduce a
la produccibén de Testosterona.

El mecanismo preciso por el cual la LH regula la este-
roidogénesis no ha sido completamente elucidado, pero se
acepta en general que uno de los sitios principales de re-
gulacibn podrfa ser a nivel de la conversibn de colesterol
a Pregnenolona (49 , 199).

Para permitir el anflisis de la produccibn de Pregno-
nolona por las células de Leydig (como un fndice de la ac-

tividad de la enzima que rompe la cadena lateral del coles-
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terol durante la activacibn gonadotroffnica), se evaluaron
los efectos de dos inhibidores de la biosintesis esteroi-
dea. El primer compuesto fue el Win 19,578, un esteroide
sintético del tipo de la cianocetona, que es un potente in-
hibidor de la actividad de la 3 6-hidroxiesteroide oxidore~
ductasa,ﬂS isomerasa"in vitro"e"in vivo"(200-203). El se-
gundo inhibidor fue la Spironolactona, un antagonista de la
Aldosterona, e inhibidor de la biosintesis esteroidea, que
se sabe actfia sobre la 174& hidroxilasa y sobre otras enzi-
mas dependientes del citocromo P450 en fracciones mitocon-
driales y microsomales de tejido adrenal (204)y en fraccio-
nes microsomales testiculares (205).

Ia formacibn de Testosterona a partir de Pregnenolona
puede ocurrir en la c&lula de Leydig a través de dos rutas
biosintéticas, que son conocidas como las vias Aq_ y A 5°
Las actividades relativas de ambas vias parecen variar con
las distintas especies (206).

En la rata, seglin Sikita y col. (207),1la via A , Pare-
ce ser la predominante y se esperarfa que en presencia de

un inhibidor de la 3().>hidroxiesteroide deshidrogenasa A 5
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isomerasa, se produjera una acumulacibn de Pregnenolona en
condiciones basales o bajo estimulo gonadotrb8fico.

Sin embargo, cuando se utilizaron concentraciones 10-4,

6 M de Win-19578 en la incubacibn, la Pregnenolo~

1072 3 10~
na formade en condiciones basales no pudo ser detectada por
radioinmunoensayo directo con un antisuero de Pregnenoclona

(< 0.6 ng/106 cel), como se muestra en la figura 24. Bajo
est{mulo con hCG (10 ng) se observd un incremento en los
valores de este esteroide,de aproximadamente 200-300 % de

los valores encontrados en el grubo de células controles
incubadas en ausencia de inhibidor. Cuando se incub$ en
presencia de Win 10—4 M se obtuvo la produccibn méxima de

3.7 ng/406 células que representa sblo 10 %$del valor en-
contrado para la produccibn de andrbgenos en ausencia de
inhibidor (41.1 ng/’!O6 células). Simulthneamente se obser-
v6 una produccidn significativa de un andrbgeno inmunorreacti-
vo,con las tres concentraciones de inhibidor utilizadas

(Fig. 24). El fraccionamiento de las muestras por cromato-
graffa en capa delgada como se describibd en materiales y

m8todos, mostrd que la Testosterona era el finico esteroide
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Fig. 24: Produccidn de Pregnenolona y de andrdgeno inmuno-
rreactivo "in vitro",por células de Leydig incuba-
das en presencia de distintas dosis de cianocetona.
(Win 19578; 10~*, 1072 y 10™° M), con o sin estf-
mulo con 10 ng de hCG. Cada barra representa el

valor medio (n=3) + DS.
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producido en incubaciones sin inhibidor, mientras que en
las incubaciones en presencia de Win 19578, més del 90 %
del andrbgeno inmunorreactivo detectado, se comportaba cro-
matogrificamente como A»S—Androstenodiql, correspondiendo
al 10 % restante a Testosterona.

Ya que la reaccibn cruzada delid 5—Androstenodiol con
el anticuerpo de Testosterona era del 35 %, un cllculo gro-

sero de la cantidad de’ﬁ -Androstenodiol producida en es-

5

tas incubaciones fue de 43 ng. Cuando se determinaron las
cantidades de Testosterona y/& 5--A.ndrost:enod:'Lol formados en
presencia de cianocetona, luego de realizar su separacibn
cromatogrifica, la suma de Testosterona,/xS—Androstenodiol
y Pregnenolona dié un total de 47 ng, que es equivalente en
magnitud a la produccién de Testosterona (41 ng) que se ob-
tiene en incubaciones controles en ausencia de inhibidor.
Con este experimento se puso en evidencia la necesidad de
inhibir completamente la esteroidogénesis y para ello se
utilizd la Spironolactona como inhibidor de la 17 & -hidro-~
xilasa con el objeto de cuantificar la produccibn de Preg-

nenolona. El agregado de un segundo inhibidor
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(Spironolactona 102 M) que bloqued la actividad de la

17X -hidroxilasa, produjo una acumulacibn de Pregnenolona

en las incubaciones controles y durante la estimulacibn go-
nadotrbfica, que fue equivaiente a la produccibn de Testos-
terona durante incubaciones sin inhibidores (94.3 + 10.8ng
para Pregnenolona versus 100.5 + 2.9 ng para Testosterona va-
lor medio + DS,n=¥Fig.25). Sblo una pequefia cantidad de
Testosterona fue detectada cuando ambos inhibidores esta-
ban presentes.

En algunos experimentos, la incubaci6n con Spironolac-
tona en las concentraciones necesarias para producir inhi-
bicibén de la 17A -hidroxilasa (10-5 M), causbd una inhibicidn
parcial de la esteroidogénesis del 20 al 50 % cuando se
compard con la produccibn de Testosterona en ausencia de
inhibidores. Este efecto podria deberse a una inhibicién
parcial de la enzima que rompe la cadena lateral del coles-
terol, ya que se ha demostrado que la Spironolactona afecta
al citocromo P-450 y a la actividad de las enzimas depen-
dientes de este citocromo en testficulo @04-205). Cuando se

usd Spironolactona sola, el principal esteroide formado fue
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Fig. 25: Produccibn de Pregnenolona y de andrbgeno inmuno-

rreactivo "in vitro" por células de Leydig incuba-

das en presencia de cianocetona (Win 19578, 10~° M),

y/o Spironolactona ('10-5 M), con o sin el estfmulo

de 10 ng de hCG en el medio de incubacibn. Cada

barra representa el valor medio (n=3) + DS.
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la Testosterona, junto con pequenas cantidades de Pregneno-
lona. Durante los experimentos subsiguientes para estudiar
la produccibn de Pregnenolona en preparaciones de c&lulas
de Leydig purificadas, se realizaron incubaciones en pre-

sencia de ambos inhibidores a las concentraciones indicadas.

CURVAS DOSIS RESPUESTA Y ESTUDIOS CINETICOS DE LA PRO-
DUCCION DE PREGNENOLONA DURANTE LA ESTIMULACION GONADOTRO-

FICA.

La produccibn de Pregnenolona fue dependiente de la
dosis utilizada para el estf{mulo, en una incubacidn de 3 ho-
ras con concentraciones de hCG entre 0.1 y 2 pM. (Fig. 26).

La DE50 obtenida fue 0.2 - 0.6 pM, valor similar al
observado para la produccibn de Testosterona en ausencia
de inhibidores (Fig. 5).

La produccibén de Pregnenolona aumentd significativa-
mente luego de 5 minutos de incubacibn con una dosis submi-
xima de hCG (0.8 pM) (Tabla III). A pesar de este pequeiio
aumento de la Pregnenolona durante los primeros ‘10 minutos

de incubaciébn, los incrementos mayores en la produccibn
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purificadas, en presencia de cianocetona ('10"6 M)
y Spironolactona ("IO"5 M) bajo estf{mulo con dosis
crecientes de hCG en el medio de incubacibn. Cada
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TABLA IJ1

Tiempo Pregnenolona ng/106 células Valor medio + ES (n = 4)

min. Control hCG (0.8 pM) hCG (40 pM)
0 1.10 + 0.22  1.05 + 0.07  1.29 + 0.06
2 1,17 + 0.20  1.33 + 0.12  1.33 + 0.13
5 1.09 + 0.%  2.33 + 0.28° 2,79 + 0.09°
10 1.16 + 0.23  2.44 + 0.15° 2.62 + 0.472
20 1.23 + 0.25  "2.31 + 0.35° 4.68 + 0.44°

Test de Student

2 p ¢ 0.05

b p ¢ 0.0

€ p < 0.001
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Fig. 27: Curva de tiempo para la produccibn de Pregnenolona
basal y estimulada por hCG (20 pg, 1 ng) "in vitro"
en células de Leydig purificadas. Cada punto repre-

senta el valor medio (n=3) + DS.
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de este esteroide, no comenzaron hasta después de este in-
tervalo (Fig. 27). Cuando las células fueron estimuladas
con una dosis supramixima de hCG (40 pM), nuevamente se ob-
servaron aumentos significativos a los 5 minutos, y a par-
tir de all{ incrementos casi lineales. TLa forma en que la
Pregnenolona fue estimulada por hCG durante los primeros 15
minutos, se diferencid de la Testosterona que mostr$§ un
perfodo de retardo de 20 - 30 minutos independientemente de
la dosis empleada para la estimulacibn (36,208 ), Estos
hallazgos previos fueron confirmaﬁos en el presente estu-
dio, utilizando c&lulas intersticiales purificadas (Fig.
28) donde el perfodo de retardo estuvo entre los 10 y 20
minutos para la dosis 0.8 pM y fue de 10 minutos para la
dosis mayor (40 pM). Se podrfia pensar que las cuatro eta-
pas biosintéticas necesarias para convertir Ilregnenolona a
Testosterona son las responsables de las pequenas diferen-
cias observadas en las curvas de tiempo de ambos esteroi-
des.

Se ha demostrado ( 36,39 ) que la sfintesis de RNA y de

protefnas es necesaria para que se produzca la estimulacibn
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Fig. 28: Curva de tiempo para la produccibn de Testosterona
basal y estimulada por hCG (20 pg, 1 ng) "in vitro"
en cflulas de Leydig purificadas. Cada punto re-

presenta el valor medio (n=3) + DS,
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gonadotrbfica de la esteroidogénesis en células de Leydig,
y estos resultados sugirieron la dependencia de dicha esti-
mulacibn de una protefna 14bil, Si la formacidn de tal
protefna fuera necesaria para mediar la iniciacibn de 1la
esteroidogénesis (este requerimiento no ha sido afin demos-
trado), esto podrfa explicar la respuesta retardada de la
Testosterona a la estimulacibn hormonal.

Ya que para la produccibdn de Pregnenolona estimulada
por hCG se demostrd un perfodo mhs corto, fue de interés
comparar los efectos de dos inhibidores de la sintesis pro-
teica Actinomicina D y cicloheximida sobre la produccibn de
este esteroide (Fig. 29) y de Testosterona (Fig. 30). EL
grado de inhibicibén producido por ambos inhibidores en can-
tidades crecientes fue casi idéntico para ambos, indicando
€sto que la sfintesis proteica es necesaria en eventos que
preceden a las etapas biosintéticas que convierten pregne-

nolona a Testosterona.
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PRODUCCION DE PREGNENOLONA EN RATAS DESENSIBILIZADAS POR
ADMINISTRACION DE UNA UNICA INYECCION ENDOVENOSA DE hCG.

En los experimentos presentados prefiamente (Figuras
1 a 19) se demostrd que, el tratamiento con una Gnica in-
yeccibn endovenosa de hCG o con LH-RH en forma subcuténea,
producfa una disminucibén del nfmero de sitios receptores
para LH/hCG que fue acompafiada por una produccibn disminuf-
da de cAMP y de Testosterona en incubaciones "in vitro" tres
dfas luego del tratamiento.

Ia produccibn de Testosterona disminufda en células de
Leydig desensibilizadas, no pudo ser restablecida por estfi-
mulo con altas concentraciones de hCG (hasta 10~8 M) ni por
adicibn de Bt,cAMP (’lO-3 M) o de toxina colérica a concen-—
traciones que produjeron niveles normales de cAMP. Se de-
mostrbd también que la capacidad de unibn del cAMP no estaba
alterada en el estado desensibilizado, indicando que los
niveles de protefna quinasa no estaban reducidos. Estos
resultados sugirieron que la regulacibn negativa de los si-
tios receptores estaban acompafiados por una segunda lesibn

mAs alll del nivel del cAMP y de la protefna quinasa y
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probablemente en el camino biosintético responsable de la
produccibn de andrbgenos.

Los experimentos que se describirfin-a continuacibn se
realizaron para elucidar la naturaleza y el sitio de esta
segunda lesibn en el camino biosintético. En la figura 31
se muestra la produccibn de Testosterona (panel superior) y
de Pregnenolona (panel inferior) en c&lulas de Leydig de
animales tratados con hCG en forma endovenosa, que produje-
ron distinto grado de pérdida de receptores (entre parénte-
sis en el gr&fico). Una finica in&eccién endovenosa de 1 ug
de hCG, produjo una disminucibn del 70 % en el nfimero de
sitios receptores, que estuvo acompanada por una disminu-
cibn del 50 % en la respuesta méxima de la Testosterona ba-
jo estimulo con hCG (Fig. 31, arriba). Sin embargo, cuando
se midid la produccibdn de Pregnenolona (en el mismo grupo
experimental), la respuesta fue normal con respecto al
control (Fig. 31, abajo).

Estos resultados sugirieron la presencia de una lesibn
en aquel segmento del camino biosintético de esteriodes que

completa la formacibn de Testosterona a partir de Pregneno-

lona.
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Fig. 31: Produccidn de Testosterona (panel superior) y de Preg-
nenolona (panel inferior) "in vitro" por células de
Leydig aisladas, provenientes de animales desensibili-
zados con dosis crecientes de hCG. Se estudib la pro-
duccibn basal y estimulada por 10 y 100 ng de hCG en
el medio de incubacibén. En la parte superior del gré-
fico figuran entre paréntesis el porcentaje de recep-
tores remanentes luego de 3 dfas del tratamiento agudo.

Cada barra representa el valor medio (n=3) +DS .
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Cuando el nfimero de sitios receptoreé disminuy$ afn
mis, a valores del 7 % del control, la respuesta de la Tes-
tosterona a la hormona trbfica se redujo un 90 %, mientras
que la produccibébn de Pregnenolona estuvo reducida a valores
del 50 ¥, Cuando se indujo una disminucibn de los sitios
receptores alin mayor (> 99 %) por tratamiento con dosis muy
altas de hCG (> 10 ug), las células no pudieron ser estimu-
ladas in vitro tanto en la produccibn de Testosterona como
de Pregnenolona (Fig. 31), Iuego de la administracibn de
esta dosis alta de hCG, la produccibn basal de Pregnenolona
estuvo aumentada y esto fue proﬁablemente el reflejo de una
estimulacibn provocada Por la persistente ocupacibdn de los
sitios receptores.

En la figura 32 se muestra la respuesta de la Pregne-
nolona a un amplio rango de concentraciones de hCG (0.01 a
1000 pM) en células de Leydig controles y desensibilizadas.
La estimulacibn mbxima por hCG en células controles y célu-
las desensibilizadas con la dosis mfs baja de hCG (200 ng) ¥y
y con 28 % de sitios receptores remanentes luego de 3 dfas,

fue de 10 veces, con una respuesta méxima id&ntica de 100 ng



- 145 -

—e CONTROL
—a 28%
o—o 7%
o0—o 1%
@ Mot
o
o 100F
o
Y 90}
—
2 eof 1
g 70
g 60
-
52 50 |
w
Z ao}
Y J
wi
E 30‘-
20}
«
1o‘F
‘ —
S R T T 00 1000 10,000

Fig. 32: Produccibn de Pregnenolona estimulada Por dosis cre-
cientes de hCG en el medio de incubacién de células
de Leydig obtenidas a partir de animales con distin-
to grado de desensibilizaci8n. Los valores 28 %, 7 %

Y <1 % representan el porcentaje de receptores rema-

nentes 3 dfas después del tratamiento.
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de Pregnenolona/ 10° células y también la misma DES50 de

0.2 pM de hCG. Sin embargo se encontraron marcados cambios
en la respuesta méxima y en la sensibilidad, cuando los re-
ceptores disminuyeron en un 93 % y 99 %. La estimulacibn
m&xima con hCG fue a valores del 400 % y 50 % respectiva-
mente, con un aumento de dos veces en los niveles basales
de esteroide en este Gltimo grupo. En ambos casos se ob-
servbé una marcada disminucién en la sensibilidad al estimu-
lo gonadotrbfico,con DES0 de 1.0 y 70 pM.

La figura 33 resume los valores encontrados para la
produccibdn basal y estimulada por hCG "in vitro" de Pregne-
nolona, en varios grupos experimentales en que se han pro-
ducido grados variables de disminucibdn de sitios receptores.

Como puede verse la produccibn basal de Pregnenolona
estuvo aumentada en todos los casos, mientias que la produc-
cibn del mismo esteroide estimulada por hCG estuvo normal o
aumentada cuando la disminucibn de sitios receptores fue
moderada, mientras que estuvo disminufda en aquellos grupos
en que los sitios receptores bajaron a niveles menores del

10 %. Estos resultados indicaron la presencia de dos tipos
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Fig. 33: Produccibn basal de Pregnenolona (panel derecho) y

estimulada por una dosis supramixima de hCG (panel

izquierdo) expresada como porcentaje del grupo con-

trol. En abcisas figura el porcentaje de receptores

para ILH remanentes en distintos grupos experimenta-

les, luego del tratamiento desensibilizante.
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distintos de lesiones, una a nivel de alguna de las etapas
que convierten Pregnenolona a Testosterona, y la otra ante-

rior a la produccibn de la Pregnenolona.-

IOCALIZACION DE LA LESION PRODUCIDA POR TRATAMIENTO CON hCG
IN VIVO EN EL CAMINO BIOSINTETICO QUE CONVIERTE PREGNENOLO-

NA A TESTOSTERONA.

¥n la figura 34 se muestran los resultados obtenidos
en incubaciones realizadas con células controles y desensi-
bilizadas en presencia de cianocetona durante la estimula-
cibn con hCG, toxina colérica, y dibutiril cAMP. Como se
describid anteriormente el bloqueo de 12 A 5-3€>hidroxies—
teroide deshidrogenasa con cianocetona, inhibe completamen-
te la conversibn de Pregnenolona a Progesterona y desvia el
metabolismo de la Pregnenolona por el camino A 5 para for-
mar principalmente A 5-Androstencdiol (80 %) y Dehidroe-
piandrosterona (20 %) (panel izquierdo de la figura).

En las células desensibilizadas, se observd acumula-
cibn de Pregnenolona y 17K hidroxipregnenolona, junto con

una muy pequefia produccibn de Dehidroepiandrosterona y
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Fig. 34: Produccibén de Pregnenolona, 174-hidroxipregnenolona,

Dehidroepiandrosterona y A —-Androstenodiol, durante

>
la estimulacidn de células de Leydig controles, con
100 % de los receptores (izquierda) y de las células
desensibilizadas con 35 % de los receptores (derecha),
con dosis estimulatorias méximas de hCG (2nM), toxina
colérica (50 ug) y dibutiril cAMP (1mM). La produc-
cibn de estos esteroides fue determinada en presencia

de cianocetona en el medio de incubacidn. Cada barra

repfesenta el valor medio (n=3) + DS.
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/SS-Androstenodiol (panel derecho de la figura). Estos re-~
sultados son consistentes con una marcada disminucibn de la
actividad de la 17,20-desmolasa, que conduce a la acumula-
cibn de esteroides precursores por encima de esta etapa bio-
sintética.

Cuando las células controles (100 % de sitios recepto-
res) se incubaron con hCG,BtchMP, o toxina colérica en au-
sencia de inhibidores (Fig. 35), se observd que el princi-
pal esteroide acumulado era la Testosterona y en cantida-
des menores la Androstenocdiona (1;4). Cuando se incubaron
células desensibilizadas (35 % de sitios receptores) se ob-
servd una acumulacibn importante de Progesterona y
17 hidroxiprogesterona en el camino/lq_, que estuvo acompa-
Nada por una disminucibn marcada en la produccibn de Tes-—
tosterona a 30 % de los valores controles. Asimismo en el
metabolismo por la via.[&s, se observd acumulacibn de Preg-~
nenolona y 174 hidroxipregnenolona aunque no se evidencib
aumento en Dehidroepiandrosterona o A.5-Androstenodi01.
Nuevamente se puso en evidencia en este experimento reali-

zado en ausencia de inhibidores, que la lesibn esteroidogé-
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Fig. 35: Produccidn de Pregnenolona, 17« hidroxipregnenolona,

Dehidroepiandrosterona o N _-Androstenodiol (viaA

5

derecha) y Progesterona, 17« hidroxiprogesterona,

5’

Androstenodiona y Testosterona (viafﬁ izquierda),

4,
por células de Leydig con 100 % y 35 % de los sitios
receptores. La estimulacidn fue realizada con hCG

(2 nM) toxina colérica (50 ug) y dibutiril cAMP (1 mM),

en ausencia de inhibidores de la esteroidogénesis.

Cada barra representa el valor medio (n=3) + DS.
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nica en células desensibilizadas est& localizada en la eta-
pa en que la desmolasa convierte los esteroides 17d hidro-
xilados a andrbgenos, produciendo acumulacibdn de los este-

roides intermediarios sintetizados antes de este punto.

IOCALIZACION DE LA LESION ESTEROIDOGENICA PRODUCIDA POR

TRATAMIENTO CON IH-RH IN VIVO,

En la figura 36 se muestra la produccibn de Pregneno-
lona (panel superior) en presencia de inhibidores de la es-
teroidogénesis y la de Testosterona (panel inferior) en au-
sencia de inhibidores, en células de Leydig de animales
controles y tratados con LH-RH. Las células desensibiliza-
das (50 % y 40 % de sitios receptores) no mostraron pérdida
de respuesta mAxima con respecto a la Pregnenolona a pesar
de que se observb una marcada disminucibn en el nfimero de
sitios receptores y en la capacidad de producir Testostero-
na bajo estimulo con hCG y BtecAMP.

En las células de Leydig de animales tratados con 1,

10 y 100 ug de IH-RH en forma subcuténea, en los que se ha-

bfa demostrado una disminucibén en la produccidn méxima de
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Fig. 36: Pregnenolona (panel superior) y Testosterona (panel

inferior) producidas en una incubacibn de células de
Leydig provenientes de animales normales y desensi-
bilizados 2 dfas después de una Qnica inyeccibn de
LH-RH de 1 o 10 ug. El porcentaje de receptores pa-
ra LH remanentes luego del tratamiento fue 50 y 40 %
respectivamente. La Pregnenolona fue medida en pre-
sencia de inhibidores de la esteroidogénesis. La
estimulacibn se realizd con 100 ng de hCG o dibutiril-
cAMP 1 mM. Cada barra representa el valor medio

(n=3) +DS.
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Testosterona bajo estimulo con hCG, Bt,cAMP, o toxina colé-
rica (Fig. 19) se estudid la produccibn de Progesterona y
de 17A& hidroxiprogesterona en incubaciones in vitro con los
3 estimulos antes mencionados (Fig. 37).

Los tres estimulos indujeron aumentos significativos en
la produccibn de 179 -hidroxiprogesterona y Progesterona en
los grupos desensibilizados por 10 ug y 100 ug de LH-RH.
Como se habfa observado previamente en células de Leydig de
animales tratados con hCG en forma endovenosa, estos resul-
tados indicaron que la disminucibn en 1a produccibn de an-
drbgenos en los animales tratados con ILH-RH, se debfa a un
defecto en la biosintesis de andrbgenos.

Los efectos del tratamiento con LH-RH sobre los recep-
tores testiculares de ILH y la respuesta de la Testosterona
estuvieron relacionados con la dosis de LH-RH administrada,
pero se observb una variabilidad moderada en los niveles de
disminucibn de sitios receptores producidos por una dosis
dada del factor liberador. En general, una pérdida de si-
tios receptores mayor del 50 % estuvo acompanada por una

lesibn en el camino esteroidogénico y se observd acumulacibdn
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Fig. 37: Produccibdn de Progesterona (arriba) y de 17 ol -Hidro-
xiprogesterona (abajo) por células de Leydig prepa-
radas a partir de animales tratados con distintas
dosis de LH-RH. Las dosis utilizadas para el trata-
miento se indican en la abcisa. Las células fueron
incubadas en condiciones basales y con los siguientes
estfmulos: hCG 1 nM (izquierda), Bt,CAMP (rnedio) y
toxina colérica 10~/ M (derecha). El porcentaje de
receptores para LH remanentes luego del tratamiento
con 1, 10 y 100 ug de LH-RH fue respectivamente: 33 %,
26 % y 11 % del valor control. N.D.:no detectable.

Cada barra representa el valor medio (n=3) + DS.



- 156 -

de esteroides precursores. Sin embargo, cuando la pérdida
de receptores fue menor, no hubo lesibén en la esteroidogé—
nesis y la capacidad secretoria de Testosterona estuvo sig-
nificativamente aumentada.

En la fig. 38 se muestra la produccibédn de distintos
esteroides en presencia o0 en ausencia de inhibidores en cé-
lulas de Leydig controles y desensibilizadas con 10 ug de
1HRH que produjo una disminucibédn importante del nimero de
receptores (77 %). Las cflulas de animales controles pro-
dujeron principalmente Testosterona y Androstenodiona (en
una relacibn molar 3:1) en condiciones basales o durante
la estimulaciédn con hCG, con una pequefia acumulacibn de
17 hidroxiprogesterona y 17 hidroxipregnenolona. Los valores
para Progesterona y Dehidroepiandrosterona fueron muy bajos y
la Pregnenolona indetectable. Por otro lado, las células
controles incubadas en presencia de cianocetona y spirono-
lactona produjeron principalmente Pregnenolona bajo condi-
ciones basales y durante el estimulo con hCG. En ausencia
de inhibidores en las c&lulas desensibilizadas, la produc-

cibn basal de Testosterona fué esencialmente la misma que
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Fig. 38: Produccibn de distintos esteroides en ausencia (-I)
o en presencia (+I) de inhibidores de la esteroido-
génesis en la via A N (izquierda) y A 5 (derecha)
de la esteroidogénesis. ILas células de Leydig pro-
vienen de animales controles o tratados con una
Gnica dosis de LH-RH en forma subcuténea. Cada

barra representé-el-valor medio (n = 3) + DS.
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en los controles, mientras que la estimulada por hCG, estu-
vo disminufda en un 50 %. En estas células se observd nue-
vamente un aumento en la produccibn de 17« hidroxiprogeste-
rona basal y estimulable por hCG. Se observaron también
incrementos menores en la produccibn de Progesterona y De-
hidroepiandrosterona. Los aumentos en la produccibn basal
de 17d hidroxiprogesterona observados durante la incubacibn
in vitro; estuvieron también reflejados en los incrementos
en los valores séricos para este esteroide (18 + 3 a

52 + 8 ng/100 ml). TLa Tbstosteroﬁa sérica no estaba dis-
minufda y esto estl de acuerdo con el mismo comportamiento
observado en la produccibn basal de este esteroide "in vi-
tro".

Ia elevacidn en la produccibn de 17X hidroxiproges-—
terona (Fig. 38) solamente o en conjunto con Progesterona
(Fig. 37) es consistente con una deficiencia en la activi-
dad de la 17-20 desmolasa y probablemente de la 17« hidro-

xilasa.

Cuando el tratamiento realizado con LH-RH produjo una

disminuciédn menor del 50 % en el nfimero de sitios receptores



no se observd disminucibédn en la respuesta mlxima de la Tes-
tosterona (Tabla IV), sino que por el contrario la capaci-
dad esteroidogénica estuvo aumentada. De esta forma célu-
las con 40 % de disminucibn en el nlmero de sitios recep-
tores mostraron un 25 % de aumento en los niveles basales
de esteroide y un 200 % de aumento en los niveles estimula-
bles por hCG. Durante la estimulacibn con hCG, todos los
metabolitos esteroideos se incrementaron de 2 a 10 veces,
observlndose los aumentos relativos mayores, para la

173 hidroxiprogesterona y la Androsfenodiona (10 y 5 veces,
respectivamente). Sin embargo, los dos esteroides que
contribuyeron fundamentalmente al incremento total fueron:
Testosterona (de 134 a 270 ng/'106 células) y Androstenodio-
na (de 7.9 a 35.2 ng/106 células). En esta situacibn en
que la produccibn de Testosterona estaba francamente aumen-
tada, los incrementos en los esteroides pre cursores, po-
drfan deberse a que se ha superado la capacidad mhxima de

estas enzimas (17,20-desmolasa y 17X hidroxilasa).
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BIOSINTESIS DE ANDROGENOS EN ANIMALES TRATADOS CON UNA
UNICA DOSIS DE hCG EN FORMA SUBCUTANEA

En contraste a los efectos del tratamiento con hCG
en forma endovenosa o0 con I1H-RH, la produccibn mlxima de
Testosterona bajo estimulo con hCG estuvo mantenida a nive-
les controles en los animales tratados con 10 ug de hCG en
forma subcutfnea, en los que la poblacibn de sitios recep-
tores habfa disminufdo a valores de 35 % del control. Los
resultados para la produccibdn de Testosterona en este grupo
experimental se han ya mostrado en las figuras 20 y 21. En
el mismo medio de incubacibn de estas células se observd
una pequena acumulacibdn de Progesterona y 17¢ hidroxipro-
gesterona con respecto a los controles tanto en incubacio-~
nes en presencia como en ausencia de MIX (figuras 39, 40).
Estos resultados podrfan estar mostrando una pequefia dis-
minucibén en las actividades de la 17,20 desmolasa y de la

17d hidroxilasa.
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representa el valor medio (n=3) + DS.
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PAPEL DE I0S ESTROGENOS EN LA LESION ESTEROIDOGENICA INDU-
CIDA POR TRATAMIENTO CCN GONADOTROFINAS

Los estudios anteriores mostraron que en el testiculo
desensibilizado por gonadotrofina, se produce una disminu-
cibn en la actividad de las enzimas 17-20 desmolasa y
170l -=hidroxilasa. Como consecuencia de este fenbmeno se
encontrd disminufda la produccibn mbxima de Testosterona.
Este esquema de metabolismo esteroideo fue encontrado en
los test{culos de animales inyectados con una finica dosis
de hCG en forma endovenosa, asf como en aquellos animales
donde se habfan inducido elevaciones agudas de gonadotrofi-
na endbgena (LH), por administracidn en forma subcuténea de
factor liberador (IH-RH). Por otro lado, el tratamiento
con hCG en forma subcuténea que causara una pérdida de recep-
tores significativa, no produjo una disminucibén en la res-
puesta mAxima de la Testosterona durante la estimulacibn
hormonal de las células de Leydig. Estas células mostraron
la caracterf{stica disminucibn en la sensibilidad a la hCG,

que cabrfia esperar en el caso que el finico fenbmeno que
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estuviera ocurriendo fuera la pérdida de sitios receptores.

Sin embargo, el hecho que la Progesterona y 17¢ -hi-
droxiprogesterona se encontraran relativamente elevadas
también en este grupo, sugerfa que también podfa estable-
cerse la lesibn luego de la administracibdn de una dosis su-
ficiente en forma subcuténea. ILa recuperacibn de la lesién
en la esteroidogénesis antes de que los receptores volvie-
ran a valores normales, indicd que esta lesibn transitoria
no estaba directamente relacionadg con los niveles de re-
ceptores para LH presentes en un dado momento. Se pensbd
entonces, que el tratamiento con gonadotrofinas desenca-
denaba como fenémeno paralelo a la pérdida de sitios recep-
tores, un mecanismo responsable de las alteraciones obser-
vadas.

Los cambios en la biosintesis esteroidea en ratas tra-
tadas con hCG o LH-RH se parecfan a la inhibicidn enziméti-
ca observada en roedores luego de la administracibn de es-
trégenos (127-128) que produce disminucibn en las activida-
des de las enzimas 170(—hidroxilas§ y 17,20 desmolasa, Por

esta razbn, se investigb el papel de los estrdgenos en la
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lesibén biosintética observada en células de Leydig desensi-

bilizadas con gonadotrofinas.

CONTENIDO TESTICULAR DE ’17ﬁ ESTRADIOL Y NIVELES S=RICOS DE
TESTOSTERONA Y hCG, LUEGO DEL TRATAMIENTO CON hCG EN FORMA
SUBCUTANEA O ENDOVENOSA

En los experimentos iniciales se midid el contenido
vesticular de 17f;Estradiol y los niveles séricos de hCG y
Testosterona luego del tratamiento con hCG en forma subcu-
ténea o endovenosa (Fig. 41). Cuando la hCG se administrb
en forma endovenosa el contenido testicular de Estradiol se
elevd ya en los primeros 30 minutos, alcanzd su miximo a
las 2 horas y se mantuvo elevado hasta el final del perfodo
en estudio, 8 horas. En contraposicibn a estos resultados
la administracibén de hCG en forma subcutfnea produjo un
aumento mAs gradual en los niveles de estrbgenos, con in-
crementos significativos entre las 4 y 8 hs.

Los niveles séricos de Testosterona luego del trata-

miento en forma endovenosa alcanzaron su miximo a los
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60 minutos, y disminuyeron entonces a SO0 % del valor méximo
a las 2 horas cuando los nivelss testiculares de Estradiol
alcanzaban su méximo. De allf en mis, tanto los niveles de
Estradiol como de Testosterona, permanecieron elevados has-
ta 8 horas luego del tratamiento.

En los animales en que se administrd hCG en forma sub-
cutlnea, los niveles sfricos de Testosterona aumentaron més
lentamente, alcanzando su mximo valor a las 2 horas y dis-
minuyendo desde entonces gradualmente hasta las 8 horas.

Los aumentos en los niveles séricos de Testosterona
fueron paralelos al perfil observado para la hCG durante
las primeras 2 horas luego de la administracibén endovenosa
o subcutinea, pero se diferenciaron en tiempos posteriores.

Después de la hCG en forma endovenosa, los valores pa-
ra la Testosterona permanecieron constantes afin cuando la
hCG disminufa gradualmente a aproximadamente 20 % de los
valores miximos observados a los 30 minutos. Luego de la
inyeccibn subcuténea tanto los niveles séricos de hCG como
de Testosterona se elevaron juntos durante las primeras

2 horas, luego la Testosterona disminuy$ a valores cercanos
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al 50 % a las 8 horas,mientras la hCG se elevaba significa-

tivamente durante este perfodo.

EFECTOS DEL ANTIESTROGENO TAMOXIFENO SOBRE LA RESPUESTA DE
IAS CELULAS DE LEYDIG, 3 DIAS LUEGO DEL TRATAMIENTO DESEN-

SIBILIZANTE.

£n la Tfigura 42 se muestra la produccibn de Testoste-
rona en condiciones basales o bajo estimulo con hCG (1 ni)
;thém¢E>(1 mM) en los cuatro grupos experimentales que se
senalan en la misma Tigura. La concentracibn de sitios re-~
ceptores en los grupos control, hCG y hCG + Tamoxifeno, fue-
ron respectivamente 17.830, 1120 y 2520 sitios/célula en
el experimento 1 y para los mismos grupos en el experimento
23 15.340, 1.490 y 3.530 sitios/célula. En estos experimen-—
tos, las células de animales tratadas con Tamoxifeno solo,
mostraron aumentos significativos en el nlmero de sitios
receptores con respecto al control: 20 a 30 %.

El tratamiento previo con 1 ug de hCG produjo en ambos

experimentos una disminucibn del 90 % en el contenido de
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Fig. 42: Produccidn de Testosterona ™in vitro" por las c&lu-
las de Leydig obtenidas a pértir de animales contro-
les y de animales tratados con una inyeccidn endove-
nosa de 1 ug de hCG, 1 ug hCG + Tamoxifeno (1.5 ug
endovenoso seguido de 1.5 ug intramuscular) o con
Tamoxifeno solo. Las cé&lulas fueron incubadas en
condiciones basales (primer columna de cada grupo),
en presencia de 1 nM de hCG (segunda columna de cada
grupo)o 1 mM de dibutiril cAMP (tercer columna de
cada grupo). Cada barra representa el valor medio

(n=3) + ES,
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receptores, y un 50 % de reduccibn en la respuesta de la
Testosterona estimulada por hCG. Sin embargo, en estos y

en otros experimentos la produccidn de Pregnenolona estudia-
da en presencia de inhibidores de la estéroidogénesis, estu-
vo normal o aumentada cuando se la compard con la produc-
cibn de Testosterona en ausencia de inhibidores. ILos valo-
res encontrados para la produccibn de Pregnenolona en pre-
sencia de hCG fue en el Exp 1: 38 + 2.4, 46 + 3.0, 53 + 4.5
y 42 + 3.8 ng/106 células, en los grupos:control, tratados
con hCG en forma endovenosa, hCG + Tamoxifeno y Tamoxifeno;
Bxp 2: 73 + 8.2, 120 + 10, 128 + 11 y 71 + 6.5 nanogramos/
10° células, en los mismos grupos.

La administiacibn de Tamoxifeno con la dosis desensi-
bilizante de hCG, tuvo dos efectos sobre las células de Ley-
dig. Ademfs de producir un ligero aumento en el nfmero de
sitios receptores para IH como se describibd, indujo una re-
cuperacibn significativa en la respuesta de la Testosterona.
El Tamoxifeno solo, no aumentd la respuesta de la Testoste-

rona bajo estimulo con hCG o Bt,cAMP in vitro (Fig. 42).
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Se encontrd asimismo qQue el Tamoxifeno, era capaz de

inhibir la lesibn esteroidogénica en las c&lulas desensibi-
lizadas por IH-RH (Fig. 43). En esta fiéura se muestra que
la disminucibén en la respuesta méxima de la Testosterona,

fue impedida cuando se realizb el tratamiento simulténeo

con el antiestrbgeno.
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Fig. 43: Produccibn "in vitro" de Testosterona por células
de Leydig aisladas obtenidas a partir de animales
controles o tratados dos dfas antes con: LH-RH (10ug),
IA-RH (10 ug) + Tamoxifeno (Tx: 1.5 ug endovenoso +
1.5 ug intramuscular) o Tamoxifeno (Tx: 1.5 ug endo-
venoso + 1.5 ug intramuscular). Los valores repre-
sentan el valor medio + ES de incubaciones por cua-

druplicado.
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DISCUSION

Los resultados que se presentan en el Presente trabajo
de tesis,ampliaron los hallazgos previos sobre regulacibn
de receptores y respuestas de tejido testicular y ovlrico
que sigue a la administracibdn exbgena de gonadotrofinas.
(159, 160, 161, 162). E1 fenbmeno de regulacibn de los re-
ceptores gonadales, es semejante al observado en células con
receptores para insulina (152), hormona de crecimiento (155),
catecolaminas (153) y otros ligandos (156). En el sistema
de la célula de Leydig, la obtencibn de células aisladas
luego de la administracidn de gonadotrofinas "in vivo", ha
permitido examinar con detalle las consecuencias funciona-
les de la regulacibn de receptores.

La hCG empleada como un anflogo de la LH endbgena,
produjo una pérdida marcada de sitios receptores y concomi-
tantemente cambios en la respuesta hormonal de estas células
"in vitro". Con la dosis més baja usada (100 ng) no se ob-

servd modificacibn en el nlmero de sitios receptores, mien-
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tras s{ se observaron con las dosis de 200 ng, 1 ug y 10 ug
de hCG. La magnitud de dichos cambios, fue francamente de-
pendiente de la dosis administrada. ILuego de 48 hs de in-
yectar la mfnima dosis efectiva (200 ng) no se observd ocu-
pacidn de sitios receptores, como se demostrd por elusidn y
ensayo de la hormona unida, mientras que se demostrd una
pérdida del 60 % de los mismos, luego de 4 dfas después de
la inyeccibn. Con la dosis de 1 ug de hCG, se observd una
ocupacibn del 8 ¥ de los sitios luego de 24 hs y se indujo
una pérdida alin mis importante. ILa dosis de 10 ug produjo
una ocupacidn casi completa de sitios durante las primeras
24 hs, disminuyendo esta ocupacibn con el transcurso del
tiempo. Pudo asi demostrarse, que la pérdida de sitios
receptores obtenidas con las dosis mhs bajas (0.2 y 1 ug
hCG), era considerablemente mayor que el nivel de ocupacibn
causado por la hormona administrada y se ponfa de manifies-
to en un momento en que la ocupacidn era no detectable o
mfnima. Esto indica que un proceso activo de regulacibn se

inicia a nivel de la membrana celular,cuando sblo una pe-
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quefia proporcibén de sitios son ocupados por la hormona
anéloga.

El hecho que la pérdida de sitios receptores fuera
menor en preparaciones extrafdas con detergente que en la
fraccibn particulada correspondiente, sugiere que al menos
una parte de los sitios receptores que desaparecieron, se
encuentran enmascarados u oclufdos en el interior de la
membrana y son liberados por el tratamiento con el deter-
gente no ibnico. Es probable que la ocupacidn inicial de
sitios receptores a nivel de la membrana, sea seguido por
internalizacibn de los complejos receptor hormona y de re-
ceptores libres adyacentes, por un proceso de endocitosis
para su posterior degradacibn en asociacibn con los liso-
somas. Este fendmeno podrfa ser similar en secuencia y
probablemente en mecanismo, al proceso de pinocitosis por
el cual solutos que se unen a sitios de reconocimiento en
la superficie de la membrana celular, son internalizadas
con la vesfcula pinocftica (208). Estudios recientes han

sugerido que parte de la IH unida a la célula de Leydig, es
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internalizada y eventualmente degradada en los lisosomas
(209). En el tejido ovlrico se observaron cambios simila-
res, la hormona tréfica fue localizada por autorradiografia
en la membrana plasmftica y en cuerpos densos citoplasmlti-
cos que son considerados como lisosomas (210). También se
ha demostrado internalizacibn del complejo receptor-hormona,
para el factor de crecimiento epidérmico. Estos ejemplos
de internalizacibn del complejo receptor-hormona son pro-
bablemente parte de una actividad mhs general del sistema
vacuolar, que es responsable del proceso de pinocitosis
(208). Sin embargo, alin no se ha establecido con certeza
si lahinternalizacién hormonal, es consecuencia de una res-
puesta celular universal que se produce como resultado de
la unibén de un ligando extracelular a la membrana plasmlti-
ca, quedando abierta la posibilidad de que este sea un pro-
ceso activado especi{ficamente por ligandos hormonales.

En estudios realizados con fibroblastos en cultivo y
con el receptor para lipoprotefinas de baja densidad (IDL),

se ha encontrado que tal proceso de internalizacibdn opera
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en la regulacibn por retroalimentacidn de los niveles de
receptores para la hormona (211). Un mecanismo semejante
podrfa postularse para explicar los bajos niveles de recep-
tores para otras hormonas, que se observan cuando los teji-
dos blanco son expuestos a altos niveles del ligando por
perfodos prolongados.

Los cambios observados en la respuesta celular induci-
da por hCG "in vitro" luego del tratamiento con la gonado-
trofina "in vivo", fueron particulares para cada uno de los
parfmetros analizados. ILa produccibn de cAMP in vitro, fue
proporcional al contenido de sitios receptores para LH/hCG,
durante el segundo y cuarto dfa. Es importante notar que
en estos experimentos, la desensibilizacibn aguda de la
respuesta del cAMP durante las primeras horas luego del tra-
tamiento con hCG, habfan ya ocurrido antes de que se produ-
jera la pérdida real de sitios receptores entre el segundo
y sexto dfa. ILa fase de recuperacibn de la respuesta del
cAMP, fue relativamente m&s lenta que la recuperacidn de

sitios receptores para IH. ILa respuesta mixima del cAMP en
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los animales tratados con 0.2 y 1 ug de hCG,no volvieron a
la normalidad a pesar de una completa recuperaciéﬁ en la
poblacibn de receptores de LH. Ya que ia estimulacibn en
la produccibn de cAMP por la toxina colérica era normal o
estaba incrementada durante el perfodo de pérdida y recu-
peracibn de sitios receptores, es posible que exista un
defecto en el acoplamiento entre las unidades receptoras y
la adenilatociclasa durante el proceso inicial de recupe-
racibn, ya que estudios previos en células de Leydig norma-
les, habfan demostrado una estrecha correlacidn entre ocupa-
cibn de receptor y formacidn de cAMP durante la estimula-
cibn por gonadotrofina "in vitro" (36).

Los cambhios que se observaron en la respuesta produc-
tora de Testosterona luego de la pérdida de sitios recepto-
res inducida por hCG fueron mis complejos. ILa produccibn
de Testosterona aumentada observada luego de 2 y 4 dfas
del tratamiento con la dosis m4s baja de hCG (200 ng), pro-
bablemente esté relacionada con la accidn fisiolbgica reco-

nocida de la hormona trbfica en el mantenimiento de la cé-
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lula de Leydig. Esta produccibn esteroidogénica aumentada,
se observa alln en presencia de una cafda significativa en
los niveles de receptor de IH y de la respuesta del cAMP.
Este efecto sugiere que el proceso de regulacidn de sitios
receptores ocurre en todos los niveles de ocupacibn y es
seguido por un aumento de la capacidad esteroidogénica,
cuando se utilizan bajas dosis de hormona Que se asemejan a
los niveles fisiolbgicos de gonadotrofina. En franco con-
traste con estos resultados, las células de Leydig de
animales tratados con dosis mis altas de hCG, mostraron
disminuciones marcadas en la respuesta mixima de la Testos-
terona luego del 2do y 4to dfa posteriores al tratamiento.
Ya que la célula de Leydig tiene receptores cuyo nf-
mero esti en marcado eXceso con respecto a los necesarios
para producir una respuesta esteroidogénica méxima, se su-
ponfa que los cambios en los niveles de receptores, debfan
producir un cambio en la sensibilidad de las células a
la estimulacibn gonadotrb6fica. Sin embargo, el efecto més

notable fue 1la pérdida de la respuesta méxima de la Tes-
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testerona, que nunca fue alcanzada a pesar de las altas do-
sis estimulatorias de la hormona trbéfica utilizadas. Esta
falla en alcanzar la respuesta mé&xima podia indicar que el
cAMP producido no estaba disponible para inducir la estimu-
lacibén subsiguiente, que los niveles de proteina quinasa
habfan disminufdo, o que una lesibn mls distante habfa ocu-
rrido en uno o mis de las enzimas que regulan el camino es-
teroidogénico. ILa primera y la segunda de estas posibili-
dades, fueron descartadas respectivamente: con los estudios
de estimulacibn con la toxina colérica, que indujeron una
produccidn de cAMP normal o incrementada y con los estudios
de unibén del cAMP a protef{na quinasa. De estos estudios se
concluyd, que era poco probable que la lesibn estuviera a
nivel de la produccibdn del nuclebdtido cfclico ¢ activa-
cibn de la protefna quinasa.

En otro grupo de experimentos, se demostrd que el tra-
tamiento con una finica dosis de LH-RH también producfa una
pérdida de sitios receptores que era miéxima luego de 48 hs

y que se normalizaba luego del 5to o 6to dfa. Estos hallaz-
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gos, demostraron que las elevaciones de LH endbgena indu-
cidas por tratamiento con el factor liberador, inician el
mismo proceso de desensibilizacidn descripto para las gona-
dotrofinas exbgenas tales como IH y hCG. Asimismo, la pér-
dida de sitios receptores inducida por tratamiento con
LH-RH que produjera una elevacibdn de ILH endbgena, estuvo
acompanada por cambios en la respuesta celular "in vitro"

a la estimulacibdn hormonal, que fueron semejantes a los ob-
servados luego de la desensibilizacibn por hCG. De esta
forma la produccibén de cAMP estimulada por gonadotrofina,
fue proporcional al contenido en receptores y siguib la
disminucién de los mismos luego del 2do y 4to dfa. ILa res-
puesta a la estimulacibén gonadotrbfica "in vitro" de la
Testosterona, fue variable y dependid del grado de disminu~
cibn en el nfimero de sitios receptores. A bajos niveles de
pérdida de sitios receptores la respuesta esteroidogénica
fue normal o estuvo incrementada, con pérdida severa de si-
tios receptores se observd el mismo fenbdmeno que en 1la

administracibén endovenosa de hCG, o sea disminucidn en la
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produccidn de Testosterona estimulada tanto por dosis su-
pramfximas de hCG, como por Bt -cAMP o toxina colérica.

Finalmente, el Qiltimo esquema de tratamiento realiza-
do con hCG en forma subcuténea, produjo un efecto ligera-
mente diferente en la célula de Leydig. A pesar de que la
pérdida de receptores alcanzb valores del 65 % de los si-
tios totales se conservbd la respuesta en la produccibdn mé-
xima de Testosterona,observéindose el desplazamiento de 1la
sensibilidad al estf{mulo gonadotréfico.

La lesibn esteroidogénica se establecfa antes que la
cafda mhxima de los sitios receptores y asimismo se recu-
peraba més tempranamente que el nimero de sitios o la res-
puesta del cAMP, indicando que la lesibn estaba relaciona-
da a efectos de la IH sobre algln mecanismo intracelular de .
la célula de Leydig, m&s que a la regulacibn de sitios re-

ceptores per se.

Ta clave para establecer la naturaleza de la lesidn en
la célula de Leydig, que impedfa a la misma responder en

cuanto a la produccibn de Testosterona a valores del grupo
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control, fue encontrada cuando se desarrolld un sistema de
incubacibn "in vitro", que permitid la medicibdn de un este-
roide precursor de la Testosterona (Preénenolona), como
marcador de la estimulaciédn gonadotrbfica en la célula de
Leydig. ILa incubacibn se realizd en presencia de dos inhi-
bidores de la esteroidogénesis que impidieron la conversibn
posterior de Pregnenolona a otros esteroildes tanto en la
via Lku como en la via £>5. Este sistema de incubacidn se
estudid exhaustivamente y se demostrd que era perfectamente
paralelo a la produccibdn de Testosterona™in vitro™ Por otra
parte, tenfa la ventaja que se estaba mirando al primer es-
teroide que se forma luego de la activacibn del sistema en-
zimidtico que rompe la cadena lateral del Colesterol, punto
de accibn de la gonadotrofina en la estimulacibn aguda.
Pensibamos en ese momento, que si la LH actuaba a ni-
vel de este complejo enzimitico, ya sea aumentando el aporte
de sustrato por activacibn de una protef{na transportadora de

Colesterol y/o via de la activacibn de la Colesterol este-

rasa, as{ como por activacibn directa de alguno de los com-
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plejos o por intervencibdn de la protefna 14bil que ha sido
descripta, era posible que por tratamiento con la gonado-
trofina, alguno de estos mecanismos se hubiera agotado tem-
pranamente, bajo la exigencia de una produccibn esteroido-
génica importante que se produce luego de la administracibn
de la hormona "in vivo".

La medicibn de Pregnenolona bajo el estimulo gonado-
trbéfico "in vitro" nos vermitibd de esta forma, evaluar la
integridad funcional de las primeras etapas en el camino
biosintético de la Testosterona en los animales desensibi-
lizados.

Pudo asf{ demostrarse el establecimiento de dos lesio-
nes adicionales a la pérdida de los sitios receptores y que
comprometen a la maquinaria responsable de la respuesta
esteroidogénica : 1) a bajos niveles de pérdida de sitios
receptoresy, 0 1o que es lo mismo con los tratamientos con
dosis m&s bajas, vefamos que el sistema responsable de la
sintesis de Pregnenolona estaba normal o activado, debiendo

16gicamente atribuirse la falla en producir Testosterona a
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a niveles controles, a una lesibn en alguno de los compo-
nentes enzimlticos que medfan la conversidn de Pregnenolo-
na a Testosterona y 2do) cuando la pérdida de sitios recep-
tores era muy marcada (> 90 %), se perdia la integridad fun-
cional del complejo mecanismo que conduce a la produccidn de
Pregnenolona.

El paso siguiente fue estudiar la naturaleza de la le-
sibn que se produce en los animales tratados, que conservan
la respuesta de la Pregnenolona. Surgid en forma inmediata
de estos resultados, la necesidad de estudiar cuidadosamen-
te los niveles de esteroides intermediarios producidos bajo
estimulacidn gonadotrdfica. El primer intento se realizb en
incubaciones en presencia de cianocetona, operando de esta
forma, por estar inhibida la [35-3@’hidr0xiesteroide deshi-
drogenasa, solamente la via [§5 de la esteroidogénesis (Preg-
nenolona, 17« hidroxipregnenolona, Dehidroepiandrosterona,
/SS—Androstenodiol). Pudo asf verse que durante la estimu-

lacibén gonadotrbéfica de las células desensibilizadas, habfa

acumulacidn de Pregnenolona y 17X -hidroxipregnenolona, sugiriendo
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que la 17-20 desmolasa responsable de la conversibn de los
esteroides con 21 carbonos a esteroides con 19 carbonos,
estaba francamente disminufda.

La confirmacibn final, fue realizada estudiando la pro-
duccibn de esteroides en células incubadas en ausencia de
inhibidores. All{ pudo observarse acumulacidn de Progeste-
rona y 17a hidroxiprogesterona, ambos esteroides pertene-
cientes a la viatﬁq, y esta acumulacibn estuvo acompafada
por una marcada disminucibn en la produccibn de Testostero-
na. Al mismo tiempo el metabolismo en la viaz&s fue ac-
tivo, demostrindose acumulacibén de Pregnenolona y 17X hi-
droxipregnenolona,mientras que no se observd produccibn
de Iehidroepiandrosterona nicss- Androstenodiol.

Nuevamente, en estos experimentos realizados en ausen-
cia de inhibidores, se puso en evidencia la presencia de
una lesibn esteroidogénica en la etapa de la biosintesis,

donde la desmolasa convierte lcs esteroides 17X hidroxila-

dos a andrbgenos.

Los animales tratados con LH-RH mostraron alteraciones
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de la respuesta esteroidogénica "in vitro", muy semejantes
a las provocadas por el tratamiento con gonadotrofina en
forma endovenosa, demostrfndose as{ que ias elevaciones de
la LH endbgena, inician el mismo proceso de desensibiliza-
cibn.

Al igual que antes la respuesta de la Testosterona'in
vitrd, varib con el grado de péridda de sitios receptores
en una forma bifAsica. A bajos niveles de pérdida de si-
tios receptores la respuesta esteroidogénica estuvo aumen-
tada por encima de los controles, indicando que los efectos
negativos del tratamiento con gonadotrofinas sobre los ni-
veles de sitios receptores 7y sobre la produccibn de cAMP,
estarfan acompafnados por un incremento en la actividad de
la maquinaria que biosintetiza Pregnenolona, y representa-
rfa la consecuencia de la accibn trbfica de las gonadotrofi-
nas sobre las c&lulas de Leydig. Este efecto obviamente
podrf{a manifestarse por un aporte aumentado de sustrato,

un aumento en el nfmero de unidades de enzima o ambas posi-

bilidades al mismo tiempo.
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Esta etapa de la biosintesis esteroidea se encuentra
lesionada como se mencionb, en los casos en que la pérdida
de sitios receptores es mayor del 90 % y esta situacibdn no
es alcanzada en ninghn caso, por tratamiento con el fac-
tor liberador.

En la regulacibén de sitios receptores inducida por
tratamiento con LH-RH, se observd siempre produccidn normal
o aumentada de Pregnenolona. Cuando los niveles de sitios
receptores estuvieron entre el 30 J 50 % del control, se
observd acumulacidn de 17X hidroxiprogesterona y este re-
sultado sugiribd nuevamente una actividad de 17-20 desmolasa
disminufda.

Un tratamiento prolongado con anflogos de LH-RH pro-
bablemente acentuarfa la lesibn testicular, al producirse
la desensibilizacibn de la gléndula hipofisaria. De esta
forma la regresibn funcional de la gonada podria ser exa-
cerbada por los efectos posteriores de alteracibn en la 1li-
beracidn de gonadotrofinas. Una complicacibn adicional del

tratamiento con LH-RH es la pérdida de receptores testicu-
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lares para prolactina y FSH (212, 198).

Estos hallazgos tienen implicaciones en el uso tera-
péutico del LH-RH para estimular la funcién gonadal, asi
como en el anflisis de los mecanismos fisiolbdgicos respon-
sables de la regulacidn e integracibn del eje hipot&lamo,
hipbfiso gonadal. Se demuestra as{ la importancia de al-
canzar niveles secretorios normales de gonadotrofinas, pa-
ra el mantenimiento de una eficaz funcidn gonadal.

Ia administracibn de hCG en forma subcuténea indujo
una significativa pérdida de sitios receptores, no obser-
vlndose en este caso disminucibn en la respuesta méxima de
Testosterona, si bien se demostrb cierta aculumacibdn de
csteroides con 21 carbonos. Estudios posteriores de Nozu
y col (213) han demostrado que se puede alcanzar una situa-
cidn semejante a la observada en el caso de administracibn
endovenosa, utilizando dosis ligeramente superiores.

Ia acumulacibn de 17X hidroxiprogesterona y Progeste-
rona que se observd al estimular "in vitro" células de

Leydig obtenidas de animales con los distintos tratamientos,
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pudo ser claramente atribufda a una disminucibdn en la acti-
vidad de ciertas enzimas,en aquellos casos en que la esteroi-
dogénesis total o sea la suma de todos los esteroides pro-
ducidos, estuvo disminufda. Cuando la capacidad esteroido-~
génica mlixima estuvo aumentada como en el caso del trata~
miento con LH-RH (1 ug), esta conclusibn no se extrajo tan
f&cilmente, pués cabfa la posibilidad de que estas dos en-
zimas (17-20 desmolasa y 17 hidroxilasa) estuvieran tra-
bajando con niveles de esteroldes muy cercanos a los satu-
rantes.

Los estudios con estas enzimas han sido particular—
te diffciles, ya que estas se encuentras asociadas fuer-
temente al retfculo endoplésmico, no pudiendo ser carac-
terizadas fisicoqulmicamente en preparaciones puras. En
estudios realizados con preparaciones impuras de estas en-—
zimas (214, 145), se ha mencionado que se alcanza la satu-
racibén para la 175 hidroxilasa aproximadamente para una
concentracibn de sustrato (Progesterona) de 3 ug/ml, mien-

tras que la 17-20 desmolasa podria no estar saturada a con-



centraciones de 6 ug/ml de 17X hidroxiprogesterona. Estas
concentraciones de esteroides que se mencionan, son muy su-
periores a las que se alcanzan en nuestras incubaciones
"in vitro®" Sin embargo, no puede descartarse que la canti-
dad de esteroide que llega a la enzima, sea distinta de la
que se coloca en el medio de 1a incubacibn.

Aceptando que existe una disminucibn en la actividad
de la 17-20 desmolasa luego de ciertos tratamientos en que
se produce una disminucibn en la esteroidogénesis con acumu-
lacidn de precursores de 21 carbonos, esta lesibn enzimbtica
podfa ser explicada por lo menos por dos mecanismos: prime-
ro, estudios previos ﬁabian indicado que la administracibn
de estrbgenos producfa una rfpida disminucién en los nive-
les de Testosterona plasmhtica y testicular, sin cambios
aparentemente en los niveles de IH plasmlticos (215).

Asimismo, cabe mencionar que niveles de Estradiol o
dietilestilbesirol de 50 ug/ml reducfan en un 50 a 80 % la
produccibn de Testosterona"in vitro"por testiculos decap-

sulados de ratbén y de rata, siendo dosis mfs bajas inefecti-
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vas (216). Estos resultados estaban de acuerdo con los ha-
llazgos de Samuels y col. (127), los cuales demostraron un
efecto directo sobre la s{ntesis de andrdgenos producida
por implantesconteniendo estrbgenos, concretamente observa-
ron disminucibn de las actividades de las enzimas testicu-
lares 17y -hidroxilasa y 17-20 desmolasa.

Estudios més recientes de Kalla y col. (129), quienes
midieron andrbgenos plasmiticos y de Hsueh y col. (217) que
estudiaron la produccibdn de andrdgenos en test{culos de ra-
tas hipofisectomizadas tratadas con gonadotrofinas, han
confirmado la accibn directa de los estrbgenos sobre la
biosintesis de andrdgenos que habfan descripto Samuels y

col.

El hecho de que se hubieran encontrado receptores para
estrbgenos en células de Leydig (131, 115), hacia que fuera
posible pensar en un efecto directo de los mismos en el
control de la funcibn endbcrina testicular. La produccibn
de Estradiol testicular habfa sido ya demostrada midiendo

las elevaciones en el plasma venoso testicular que siguen
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el tratamiento agudo con hCG (101, 90).

Pensamos entonces que era posible,que la estimulacidn
de la produccibdn local de estrbgenos inducida por la dosis
desensibilizante de hCG, fuera responsable del bloqueo en
la esteroidogénesis como un fenbémeno paralelo a la pérdida
de sitios receptores.

Por otro lado, se ha descripto que la Progesterona es
un inhibidor competitivo de la 17-20 desmolasa (214), no
pudiendo descartarse que la acumulacidn de este esteroide
tenga influencia en el metabolismo de la 17X hidroxiproges-
terona.

Una segunda posibilidad es que la disminucibn brusca
en el efecto trbéfico ejercido por las hormonas hipofisarias,
fundamentalmente causado por la pérdida de sitios recepto-
res, signifique el alejamiento de una célula de Leydig di-
ferenciada.

En contra de esta posibilidad, estarfa el hecho de que
en la rata hipofisectomizada, no se observa desminucibn en

las actividades de la 17-20 desmolasa y de la 174 hidroxilasa.




De los dos mecanismos postulados para la lesibdn este-
roidogénica observada, nos parecibé que el primero, o sea
la accibn directa de los estrbgenos, podfia ser el respon-
sable. Para estudiar esta posibilidad se evalud el efecto
del tratamiento simulténeo con un antiestrbgeno reconocido
como el Tamoxifeno, sobre la desensibilizacibn inducida por
el tratamiento con hCG. Este antagonista estrogénico fue
utilizado en las dosis minimas efectivas para impedir cam-
bios en la secrecibn de IH (218) o efectos directos sobre
la actividad de aromatasa (219).

E1l hecho que se observara una recuperacibdn en la
esteroidogénesis, nas hizo concluir que la lesibn observada
en la 17-20 desmolasa y la 17X -hidroxilasa, son consecuen-
cia al menos en parte, de las elevaciones endbgenas de es-
trbgenos luego del tratamiento con hCG y que la accibn de
este esteroide se realiza a través del receptor que ha sido
descripto en células de Leydig.

Se ha demostrado que dosis bajas de Tamoxifeno tienen

un efecto antiuterotré§fico significativo, y que una @nica
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dosis subcuténea de 10 ug produce una disminucibn del 75 %,
en el nlmero de sitios receptores uterinos para estrbgenos,
manteniéndose el efecto por 24 hs y volviéndose a la norma-
lidad a las 48 hs (220). Nosotros observamos aumento de
estrbgenos dentro de las ocho horas subsiguientes a las
elevaciones plasmiticas de IH o hCG, o sea en un momento en
el que presumiblemente el receptor citoplasmitico habfa
disminufdo francamente como consecuencia del tratamiento
con Tamoxifeno.

Se observd sistemlticamente, un aumento pequefio pero
significativo en la cantidad de receptores para LH/hCG en
los animales tratados con Tamoxifeno. Ssto esti de acuerdo
con estudios de Hsueh y col. (217), donde se demostrd que
el tratamiento con estrbgenos, disminufa la concentracibdn
de receptores de 1H en animales hipofisectomizados e impe-

dfa la elevacidn de los mismos inducida por tratamiento con

FSH.

Por lo tanto, es probable que la concentracibn intra-

testicular de estrbgenos module el nfimero de receptores de
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1H en la célula de Leydig. Sin embargo, el mantenimiento
de la respuesta esteroidogénica observada en estos estudios
luego del tratamiento con Tamoxifeno, muy dificilmente se
deba a este pequefio incremento en el nilimero de sitios re-
ceptores, ya que se ha demostrado que células desensibili-
zadas con retencidn de hasta 31 % de sus sitios receptores
tienen una produccibdn de Testosterona disminufda en un 50

a 80 %. Conclufmos que la prevencidn de la lesibn esteroi-
dogénica por el Tamoxifeno, es ejercida a través de su efec-
to antiestrogénico inhibiendo la lesidn parcial de la

17,20 desmolasa que es causada por la elevacibdn de estrb-
genos producida por el tratamiento con hCG o LH-RH.

El efecto inhibitorio directo de los estrbgenos sobre
la produccidn de Testosterona por la célula de Leydig, se
ha demostrado en ratas hipofisectomizadas tratadas con FSH.
En hombres con céncer prostltico se produce luego del tra-
tamiento con dietilestilbestrcl, una marcada disminucibn
en los niveles circulantes de Testosterona con reducciones

s81o0 moderadas en los niveles circulantes de LH (119). Es-
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tos hallazgos han indicado que cantidades farmacolbgicas

de estrbgeno, ejercen un efecto inhibitorio directo sobre

la produccibn de andrdgenos testiculares; y esta inhibi-
cibn ha sido localizada en roedores a nivel de la 17,20 des-
molasa (221).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo su-
gieren, que cambios fisiolbgicos en la produccibn de estrb-
genos también influyen en la actividad de la 17,20 desmola-
sa y en la produccidn de andrbgenos, y que los niveles de
estrbgenos endbgenos pueden tener normalmente una accibn
tbnica inhibitoria en el control de la esteroidogénesis
testicular.

Esta hipbtesis estarfa de acuerdo con el fenbmeno ob-
servado en hombres con sindrome de Klinefelter, donde se
observa una reduccibn en la produccibdn de Testosterona (222,
223). Tales pacientes tienen bajos niveles de Testosterona
en plasma venoso testicular y periférico acompafiado por ni-
veles altos de 17« hidroxiprogesterona (224). Este modelo

de esteroidogénesis sugiere la presencia de una lesibn en
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la 17,20 desmolasa, similar a la que se observa en el tes-
ticulo de rata desensibilizada por gonadotrofinas. En los
mismos pacientes se ha demostrado que existe una conversibn
incrementada de Testosterona a estrbgenos en el test{culo
(225) y periféricamente (222). Asimismo se encontraron
cambios similares en hombres de edad avanzada y en pacientes
con cirrosis hep&tica (226, 227).

Los estrbgenos parecerfan asf{ ejercer un efecto regu-
latorio sobre la esteroidogénesis, a través de la modula-
cibén de la actividad de la 17,20 desmolasa y probablemente
también de la 17X hidroxilasa.

Normalmente entonces, la produccibn de Testosterona
esté posiblemente influenciada por un efecto tbnico inhibi-
torio de los estrbgenos producidos en el testiculo o en si-
tios periféricos de aromatizacibn. Aunque este efecto en
condiciones normales fuera poco significativo, se volverfa
importante cuando existe una produccidn de estrbgenos au-
mentada tal como la que se observa en las condiciones clf{ni-

cas mencionadas y en el modelo experimental de la desensibi-
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lizacibén (194, 175, 1é5).

Nuestra interpretacibn acerca del mecanismo de la de-
sensibilizacibn en relacibn a la esteroidogénesis puede
resumirse de la siguiente forma, El tratamiento con hCG
o LH-RH (via 1H endbgena) produce un aumento en la produc-
cibn de Testosterona, que se acompafia con un aumento de la
produccibén de estrbgenos a partir de este andrdgeno, se-
guidamente los estrdgenos causan una disminucién en la ac-
tividad de la 17,20 desmolasa y probablemente de la 17 -
hidroxilasa que resultan finalmente en produccidn de an-
drbgenos disminufda, con aumento en los niveles de 17 -hi-
droxiprogesterona y Progesterona. Estas lesiones son impe-
didas, al menos parcialmente, cuando el antiestrb4geno Tamo-
xifeno es inyectado junto con las dosis desensibilizante de
gonadotrofina.

Recientemente se ha demostrado que el LH-RH puede te-
nar acciones directas sobre el testfculo (228), pero los
cambios agudos observados en el presente trabajo son muy
semejantes a los que ocurren luego del tratamiento con hCG

y pueden ser atribufdos a las elevaciones de LH endbgena.
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los efectos de las gonadotrofinas tanto exbgenos como
enddgenas sobre el testf{culo son sumamente complejas, ya
que el proceso de activacibn inicial es éeguido por una de-
sensibilizacibn a nivel del receptor y de la respuesta es-
teroidogénica.

Ademés de la lesidn esteroidogénica descripta, depen-~
diente de estrbgeno, se ha observado una lesibn previa a
la produccidn de FPregnenolona con dosis ms altas de hCG.
Charreau y col. (229), han demostrado recientemente que es-
ta lesibn es debida a una disminucibn en la actividad de la
hidroximetil-glutaril-coenzima A reductasa, enzima que in-
terviene en la biosfintesis de Colesterol.

Por otro lado, se ha sugerido que existe un factor
proteico inhibitorio termol4bil en las mitocondrias de cé-
lulas de Leydig normales, Yy que éste es marcadamente incre-
mentado cuando se utilizan altas dosis de hCG para el tra-
tamiento. Esta sustancia modula la actividad de la enzima
que rompe la cadena lateral del Colesterol a través de una

disminucibn en la afinidad de la misma por el NADPH.
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Estos mecanismos podrfan contribuir a la lesidn este-
roidogénica previa a Pregnenolona y también servir como mo-
duladores normales de la bios{ntesis de ésteroides en sus
primeras etapas (230).

Con respecto a la segunda lesidn inducida por el tra-
tamiento con hCG, se ha demostrado muy recientemente, que
existe una activacibdn de RNA polimerasa inducida por 1la
elevacidn de estrbgenos testiculares durante las primeras
horas luego del tratamiento, que es inhibida si se adminis-
tra Tamoxifeno simulténeamente con la dosis desensibilizan-
te. Esta respuesta inmediata de la RNA polimerasa a la hCG,
parece ser la responsable de la inhibicibn de las enzimas
microsormales (231).

De todo lo expuesto, cabe concluir que si bien el mode-
lo de la desensibilizacidn puede considerarse farmacoldgico
en el macho, la interpretacibén de las lesiones biosintéticas,
producidas durante la estimulacibn hormonal, podrfa contri-

buir al esclarecimiento de los mecanismos de control intra-



- 203 -

celulares que regulan a las enzimas esteroidogénicas en la

célula de Leydig.
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