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INTRO DUCCION

CONSIDERACIONES GENERALES

La facultad reproductiva de los machos sexualmente m3

duros, depende de la capacidad de los túbulos testiculares pa

ra producir gran número de espermatozoides altamente via

bles y de las células intersticiales para producir niveles ade

cuados de andrógenos que aseguren el desarrollo de la libido

y la maduración del sistema reproductivo. Es imperativo que

ocurra una diferenciación embriológica normal del sistema r_e

productivo si los testi’culos deben adquirir su pleno potencial

funcional luego de la pubertad.

Aunque existen algunas diferencias en el proceso y esta

di'osdel desarrollo testicular entre mamíferos, los procesos

involucrados pueden ser divididos en cuatro fases: (1) diferen

ciación del testi’culo, (2) descenso del testi’culo dentro del es

croto, (3) crecimiento fetal y desarrollo y (4) maduración pre

y postpuberal.

Los testi’culos desarrollan dos funciones, distintas pero

relacionadas, en la vida reproductiva del macho adulto, a sa

ber, la función germinal de proveer células sexuales y la fun



ción endocrina de secretar hormonas, principalmente andró

genos. Además, el testi’culo fetal juega un papel importante

en el desarrollo del tracto genital masculino.

Los testi’culos no pueden alcanzar ni mantener una fun

ción normal sin el aporte de la glándula pituitarial’ 2. Los

principales, pero no únicos, mediadores de este aporte son

las hormonas gonadotróficas: hormona foli’culoestimulante

(FSH)y la hormona estimuladora de las células intersticiales

(ICSH) o luteinizante (LH)1’2. Está claro que estas dos funcig

nes de los testi'culos no se encuentran completamente divorcíí

das, ya que la LH estimula las células intersticiales (de Leydig)

para producir andrógenos, los que, a su vez, estimulan el epitg

lio germinall-S. Se supone que la acción de FSH se realiza direg

tamente en el epitelio germinal3, aunque la naturaleza de esta

acción no ha sido completamente dilucidada5-7.. n

En los mami’feros, la. morfologi'a ti'pica del testi’culo está

dada por la presencia de túbulos semini’feros, separados por te

jido conectivo intersticial. Este último consta de las células de

Leydig y vasos linfáticos y sangui'neoss. Además los túbulos es

tán rodeados de células peritubulares, que son similares a las cg



lulas musculares lisas y son, probablemente, un factor impor—

9.1tante para la contracción de los túbulos semini’feros o. Den

tro del túbulo, rodeando a éste, se encuentran las células de

Sertoli, adyacentes a las espermatogonias e interconectadas con
., . 11 .la barrera sanguinea testicular . Los espermatoc1tos I, II, las

espermátidas y los espermatozoides están localizados en el com
12

partimiento adluminal .

FUENTE DE ANDROGENOS TESTICULARES

Los andrógenos pueden ser definidos como hormonas que de

sarrollan y mantienen los órganos sexuales accesorios y las carag

teri’sticas sexuales secundarias masculinas. Esta definición indica

que, en ausencia de andrógenos antes de la pubertad, las caracte

ri’sticas de 1amasculinidad no se desarrollan, mientras que, por

otra parte, si los andrógenos son eliminados dura-nte la vida adul

ta, las caracteri’sticas masculinas establecidas regresionan.

Desde hace tiempo, ha quedado establecido que los andróge

nos son sintetizados en las células de Leydíg o—célulasintersticia

les del testi'culo.

El tejido intertubular de los testi’culos corresponden al teji

do intersticial o estroma de otras glándulas y, como en otras glág



dulas, constituye el armazón del órgano y el soporte del parég

quima, en este caso los túbulos semini’feros. Como en otras

glándulas, esta armazón es tejido conectivo fibroso que sostig

ne los vasos sangui'neos, linfáticos y nervios del testi’culo, es

pecialmente las ramas pequeñas y terminales. El tejido inter

tubular del testi’culo contiene células que son componentes del

tejido conectivo: fibroblastos, células reticulares, macrófagos,

células plasmáticas, linfocitos, células mastoideas y los varia

dos elementos figurados de la sangre.

El componente distintivo del tejido intersticial del testi’cu

lo mami’fero, activo y adulto, es una célula epiteloide que aparg

ce en número variable como células más o menos aisladas o,

más comúnmente, como racimo de células. Estas células epite

loides se denominan células intersticiales de Leydig, frecuente

mente llamadas células intersticiales del testi'culo. El último

nombre es impreciso por el hecho que cualquier célula en el in

tersticio debe ser llamada célula intersticial.

Es una interesante coincidencia que la demostración de la

función androgénica de los testi’culos, realizada por Berthold13
14

y el descubrimiento de Leydig de las células que llevan su nora



bre fueron alcanzados simultáneamente. El hecho que las célu

las de Leydig estuviesen involucradas en la secreción de los a2

drógenos testiculares ha sido la razón primordial del interés en

estas células.

CELULAS DE LEYDIG

MORFOLOGIA

La ti’pica célula de Leydig de mami’feros es una célula e

piteloide, relativamente grande, poliédrica. Usualmente posee

un núcleo, más o menos localizado en forma excéntrica, aunque

no son raras las células binucleadas. El núcleo es ovoide o es

férico. Contiene uno, dos o, a veces, tres nucleolos excéntricos.

La cromatina remanente se presenta como gránulos distribuidos

predominantemente hacia la periferia del núcleo, dando una apa

riencia de considerable delgadez a la membrana nuclear cuando

se la observa con el microscopio óptico a bajo auznento. Como

los núcleos de otras células intersticiales no exhiben estos atri

butos, 1a estructura del núcleo de 1a célula de Leydig provee un

medio de identificación muy útil.

El citoplasma de la célula de Leydig madura es usualmen

te abundante, finamente granulado y es teñido por colorantes á



cidos, pero tiene poca afinidad por los colorantes básicos usu_a
15-18

les .

En las preparaciones usuales, observadas al microsco

pio óptico, el citoplasma de las células de Leydig maduras Icon

tiene vacuolas cuyo número y tamaño vari’a según la especie. E3

tas vacuolas representarí’an glóbulos lipi’dicos dísueltos en el

curso de la preparación del espécimen.

La presencia de li'pidos en las células de Leydig y la posi

bilidad de que este material estuviese involucrado en 1a elabora

ción de andrógenos, han impulsado estudios sobre su naturaleza

qui'mica. Los li’pidos citoplasmáticos son sudanofi’licos en la ra
18-21 .

ta, ratón, cobayo, perro, gato, etc. . La reacc1ón de Schultz

indica colesterol en el ratón, rata, cobayo, perro, gato, hombre,

etc. 20, 21.

Por otra parte, mediante estudios histoqui’micos de células

de Leydig en diversas especies, se ha podido evidenciar otras sus
22-24

Itancias entre las que se incluyen: hidratos de carbono ADN
25, 26 . . . . .y ARN , enz1mas h1droh’t1cas como lipasas, esterasas y fos

fatasa527'3ly enzimas oxidativas de diversos tipos32.

El ácido ascórbico parece ser un material constitutivo de



tejidos productores de esteroides. De hecho la concentración

de esta sustancia es mayor en las células de Leydig, corteza

adrenal y ovarios que en otras células del organismo.

FUNCION DE LAS CELULAS DE LEYDIG

Según la opinión de sus descubridores, las células de

Leydig eran, simplemente, células de tejido conectivo conte

niendo grasa y pigmento. Hacía fines de siglo, varios autores

consideraron la función de las células de Leydíg como la de e

laboración y almacenamiento de materiales tales como li’pídos

y pigmentos para ser utilizados por los túbulos semini’feros.

La posibilidad de que las células de Leydig fuesen el si

tio de elaboración de la hormona masculinizante del testi’culo

fue reconocida, casi simultáneamente por varios autores fra_r_1_
33

ceses en los primeros cinco años de este siglo. Bouin y Ancel

tomaron conocimiento del hecho, bien conocido entre los vete

rinarios, que animales domésticos criptorqui’dicos exhibi'ana

tributos masculinos a pesar de una espermatogénesis defectug

sa y reportaron que el tejido intertubular estaba bien desarro

llado en testi’culos no descendidos de perros, caballos y cerdos,

a pesar de que los túbulos exhibi’angran atrofia. Ellos también



observaron que el tejido intersticial persisti’a sin atrofia en d_i

versas enfermedades y luego de procedimientos experimenta

les, tales como la ligadura del ducto deferente. En ciertas ciï

cunstancias, los animales exhibi’ancélulas intersticiales bien

desarrolladas en presencia de una, casi total, ausencia de cé

lulas germinales. En todas estas circunstancias, los caracte

res sexuales secundarios eran similares a los de animales no_1_

males. Bouin y Ancel concluyeron, por lo tanto, que las célu

las semini’feras no podi’anser la fuente de 1a hormona respon

sable del desarrollo y el mantenimiento de los caracteres so

máticos y el comportamiento masculinos. Además, dado que

las células de Leydig posei’an los atributos estructurales de c_é_

lulas glandulares, eran un componente regular del testi’culo y

estaban bien preservadas en animales que exhibi’ancaracteres

sexuales secundarios bien desarrollados pero deficientes en e

lementos tubulares, Bouin y Ancel arguyeron que esas células

deberi’an ser el sitio de producción de los andrógenos testicula

res.

El hecho de que las células de Leydig sean las producto

ras de los andrógenos testiculares también está demostrado en



tumores de esas células. En el hombre, dichos tumores, cuan

do se desarrollan durante la niñez, provocan cambios pubera
4. 5

les adelantados v, en adultos, están acompañados de ele
36 37vados niveles de l7-cet0-esteroides urinarios ' .

CONTROL DE LAS CELULAS DE LEYDIG

Generalmente es aceptado, desde los estudios clasicos

de Smith y Engle38en la rata, que la pars distalis de la hipófi_

sis ejerce el control primario de la estructura y función de la

gónada y, a través de la gónada, el sistema genital entero.

Las observaciones, extendidas a varias especies por mg

chos investigadores, incluyen atrofia de los testi’culos y del

sistema genital, posteriormente a 1ahipofísectomi’a y la pre

vención de esos cambios por implantes de pituitaria anterior

o por administración de extractos de hipófisis.

La atrofia testicular que sucede a la hipofisectomi’a in

volucra, primordialmente, a los túbulos pero no existen dudas

de que las células de Leydig también resultan afectadas por

la hipofisectomi'a.

Un análisis satisfactorio de la regulación de las células

de Leydig por la hipófisis requiere de información detallada y



-10

precisa sobre el estado de esas células en ausencia de esti’rnu

lo hipofisario. Esta información deberi’a incluir la secuencia

de cambios en las células maduras posteriormente a la hipofi

sectomi'a. Además, deberi’a incluir el estado alcanzado por es

tas células en animales inmaduros hipofisectomizados. Dado

que se conocen pocos estudios detallados, el conocimiento de

los efectos de la hipofisectomi’a sobre las células de Leydig es,

en efecto, un mosaico de trozos de información que no reúne

esos requisitos.

El cambio mas frecuentemente mencionado en la célula

de Leydig, después de la hipofisectomi’a, es la atrofia, pero el

tiempo requerido y la severidad de este cambio, vari’a entre es

pecies y aún entre laboratorios, para las mismas especies.

En la rata, se describe al tejido intersticial como "mar

cadamente atrófico" a los 15 di’asdespués de hipofisectomizar

animales de 40 dÍ'as de edad39; sin embargo, en ratas adultas,

a los 43 di’as posteriores a la hipofisectomi’a, e‘lcambio se des

cribe 'simplemente como "atr.ofia"40.

La deplecíón en los li’pidos está correlacionada con el

grado de atrofia observado en las células, luego de la hipofiseg



-11

tomi’a. Estudios histoqui’micos indican que la pequeña cantidad

de colesterol de la célula de Leydig se encuentra disminuida

luego de la hipofisectomi'alg' 25.

Se presume que los cambios en las células de Leydig,

seri’an la contrapartida morfológica de 1a rápida disminución

en la producción androgénica por el testi’culo, después de la

hipofisectomi’a.

La observación de que podi'a prevenirse la atrofia del sig

tema genital, consecuencia de la hipofisectomí’a, con implantes

hipofisarios o extractos crudos de la pars anterior de la aden9_

hipófisis, fue continuada con la demostración41 que la acción

hipofisaria estimulante de la gónada, podi’aatribuirse a dos a

gentes, designados hormona foli'culo estimulante (FSH) y hor

mona estimulante de las células intersticiales (ICSH), en recg

nocimiento de sus acciones más conocidas en el ovario. Casi

en forma simultánea, se descubrió que 1a respuesta testicular

al esti’rnulo gonadotrófico es también una respuesta dual: que la

actividad espermatogénica podi'aprovocarse sin hipertrofia de

las células de Leydig o producción evidente de andrógenos y,

que la hipertrofia de las células de Leydig con evidente produg



-12

ción de andrógenos, podi'a ser provocada con una pequeña esti

mulación de la espermatogénesis.

Con la separación del complejo pítuitario gonadotrófico

en una fracción foli’culoestimulante y una fracción estimulante
1, 2 que 1a fracde las células intersticiales se pudo encontrar

ción FSH, administrada a ratas inmaduras, comenzando unos

pocos di’as después de 1a hipofisectomi’a y a ratas inmaduras

intactas, provocaba aumento testicular aceplado con aumento

en 1a actividad mitótica intratubular y con la presencia de es

permatogonias y espermatocitos, pero que dejaba a las células

de Leydig con poco citoplasma y núcleo picnótico y no aumenta

ba el tamaño de la glándula prostática y de las vesi'culas semi

nales. Por otra parte, 1a administración de ICSH(LH), resul

taba en el restablecimiento, o incluso hipertrofia, de las célu

las de Leydig y en un aumento del tamaño y actividad secreto

ria de las vesi’culas seminales y de la glándula prostática, pero

sin estimular 1a espermatogénesis.

Probando fracciones gonadotróficas más purificadas, no'

se ha modificado la generalización de que la FSH estimula la es

permatogénesis y que la ICSH estimula las células de Levdig,
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provocando hipertrofia de estas células y 1a elaboración de an

drógenos. Sin embargo, como veremos a continuación, 1a regg

lación de la función celular en el tejido intersticial, es bastan

te más complicada que esta atractiva generalización.

HORMONAS ACTUANTES SOBRE LAS CELULAS INTERSTI

CIALES DEL TESTICULO

La función endocrína de las células de Leydig del testi’cg

lo está regulada por las acciones aguda y a largo plazo de la

LH y está modulada por los efectos sinérgicos de FSH, prolag

tina y hormona de crecimiento. La forma en que LH actúa so

bre las células de Leydig para estimular la biosi’ntesis andro

génica y su secreción ha sido extensivamente analizada. Dado

que LH ejerce acción regulatoria aguda sobre la esteroidogéng

sis y acción trófica para mantener la función de la célula de

Leydig, es importante distinguir entre estos dos procesos cuan

do se analice el mecanismo por el cual las gonadotrofinas c0n

trolan la producción esteroidea. Asi’, algunos de los efectos de

las gonadotrofinas sobre 1a producción androgénica se ejercen

sobre el mantenimiento de los caminos enzimáticos esteroido

génicos de la célula de Leydig diferenciada, mientras que otros
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se ejercen sobre procesos regulatorios más agudos que esti

mulan el camino esteroidogénico para producir cantidades de

testosterona aumentadas.

El mecanismo por el cual la LH activa 1a célula de Leydig

es iniciado por la unión de 1a hormona trófica a receptores de

alta afinidad, ubicados en 1a superficie exterior de 1amembra

na celular43. Tales receptores exhiben especificidad de espe

cie cruzada para LH y otras lutropinas, tales como hCG y

PMSG (pregnant mare serum gonadotropin)(gonadotrofina de

suero de yegua preñada), las que interactúan con los recepto

res para LH del testi’culo de rata. Esta interacción lleva a1

aumento de 1a actividad de 1a adenilato ciclasa y un consecueg

te aumento en los niveles intracelulares de AMP ci'clico44' 45.

La unión del AMP ci’clico a la subunidad regulatoria de una prg

tei’na quinasa (6,25) localizada en el citOplasma de 1a célula de

Leydig es seguida por la activación de 1a holoenzima, con la

disociación y liberación de una subunidad catali'tica (2, 9S) que

fosforila sustratos proteicos46. A pesar de que las protei’nas

específicamente fosforiladas por 1a protei’na quinasa aún no han

sido identificadas en la célula de Leydig y en otras células



"blanco" para hormonas pepti’dicas, se presume oue están in

volucradas en la regulación de la etapa temprana del camino

esteroidogénico, en la región de la colesterol-esterasa y de

la enzima responsable de la ruptura de la cadena lateral del

colesterol. La etapa estimulada por la hormona probablemen

te regula el incremento de colesterol libre y su transporte den

tro de la mitocondria, junto con la conversión a 20- y 22-d-hi

droxicolesterol previamente a la ruptura de la cadena lateral

para formar pregnenolona.

Existen evidencias de que otras hormonas, además de

la LH, podri’anmodular estas etapas del camino biosintético

esteroideo47’ 48. En el testi’culo de ratón, la prolactina pro

mueve la acumulación de ésteres de colesterol y lleva al au

mento en la producción de andrógenos testiculares en presen

cia de LH49. La prolactina parece tener una importante acción

permisiva y de sostén del mantenimiento del camino esteroide

génico, pero no participa en el control regulatorio agudo de la

liberación androgénica. A continuación de 1a conversión del co

lesterol a pregnenolona en la mitocondria, el subsecuente meta

bolismo de pregnenolona a testosterona, requiere, al menos,
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cinco reacciones enzimáticas que se realizan en los componen

tes microsomales de la célula de Leydig. Además de estas e

tapas enzimáticas definidas, la biosi’ntesis de testosterona de_
., . . ., 50pende de la smtems contlnua de ARN y proteinas . El bloqueo

rápido y marcado de la esteroidogénesis inducida por gonado

trofinas en el testi’culo, por inhibición de la si’ntesis proteica,

indica que es esencial la si’ntesis continua de una protei’na lá

bil para la activación hormonal de la producción de testosterg

50, 51 . . . . . . . .na . La 1nh1b1c1ónpor c1clohex1m1da de la estermdogéne

sis inducida por hormona, también se ha observado a nivel de

la formación de pregnenolona, indicando que la necesidad de

si’ntesis proteica permanente se observa antes de las etapas

biosintéticas responsables de la producción de testosterona a
52

partir de pregnenolona .

DESARROLLO DE LOS RECEPTORES PARA GONADOTROFI

NAS Y RESPUESTA DE LA CELULA DE LEYDIG

La concentración de receptores para LH/hCG en el tes
., . 53, 54ticulo, sufre marcados cambios durante el desarrollo y

. . ., . . 55var1ac1ones c1c11cas en la func1ón gonadal . LOS receptores

para LH aparecen en el testi’culo en los estadi’os tempranos del
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desarrollo fetal del conejo56 y son mantenidos por las horm9_

nas pituitarias feta1e557. En e1 feto de conejo, los receptores

para pueden ser detectados en el testi’culo, a los 17 di’as

de vida embrionaria y aumentan rápidamente durante los si

guientes tres a cuatro di'as. La aparición de los receptores

para LH es coincidente con 1a diferenciación de 1a célula de

Leydig y con el desarrollo de las enzimas esteroidogénicas y

1a biosfntesis androgénicaSÓ. En 1a rata, los receptores para

LH y FSH aumentan marcadamente durante 1amaduración se

xual y 1amayor concentración de receptores coincide con el

desarrollo máximo de las células de Leydig a los 50 a 60 di’as

de edad53. Asi’como otros receptores para hormonas pepti'di

cas, los receptores para LH están sujetos a regulación positi_

va y negativa por hormonas pepti’dicas y esteroideas. En el

testi'culo, 1a concentración de los receptores para LH es au
8-60 .

mentada por FSH, prolactina y ciertos andrógenos5 , mieg

tras que 1a hormona homóloga (LH o hCG) y los estrógenos dig

minuyen el número de sitios ‘receptores. E1hechode que exis

ta una regulación negativa de los receptores para LH por la ho;

mona homóloga, no desvarta el papel positivo de la LH durante
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1a regulación fisiológica, como el principal aporte trófíco pa

ra las células esteroidogénicas del testi’culo. También la hor

mona liberadora de gonadotrofinas (GnRHo LHRH) tiene una

influencia importante sobre la función de la célula de Leydig,

a través de cambios cuantitativos y posiblemente cualitativos

en la secreción de LH y FSH.

El número de receptores para FSH en el testi’culo de r3

ta, aumenta progresivamente durante la maduración sexual,

paralelamente con el crecimiento de las células de Sertoli y

el consecuente desarrollo de los túbulos semini’ferosS3' 61o En

contraste con los receptores para LH y prolactina, los recep

tores para FSH no parecen estar bajo un control regulatorio

agudo de la glándula pituitaria. Los receptores para prolacti
2

na estan regulados por esteroides sexuales ' 3 y, asi’, indi

rectamente regulados por LH, de forma tal que el desarrollo

y regulación de los receptores para prolactina van paralelos

a los de los sitios de unión de LH. A su vez, parece que la prg

lactina ejerce su acción sobre la función testicular, influencias
55, 60do los receptores para LH y manteniendo la esteroidogéng

sis. Los sitios de unión para prolactina en el testi’culo de rata
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aumentan junto con los receptores para LH durante la madura

ción sexual en 1a rata macho, alcanzando un máximo a los 70
64

di'as de edad, para declinar después .

INHIBICION DE LA FUNCION DE LA CELULA DE LEYDIG

POR DEFICIENCIA GONADOTROFICA

El papel de los factores pituitarios en la regulación de

1a función endocrina de los testi’culos ha sido extensamente in

. 65, 66 , . .
vestigado en 1a rata . La remoc1ón de la glándula p1tu1ta

ria es seguida por una cesación rápida de la producción de te_s_

tosterona, pérdida de las enzimas involucradas en 1a esteroi
O . . 2, 49, 67dogéneSISy atrofia testicular .

A pesar que la LH es 1a principal hormona trófica de las

células intersticiales del testi'culo, existe poca evidencia acer

ca de la regulación positiva sobre el contenido de receptores

homólogos en el testi’culo. La hipofisectomi'a es seguida por un

descenso en los receptores testiculares para LH y en 1a función
68-71

de la célula de Leydig en 1a.rata , dependiendo de 1a edad

del anima172. Sin embargo, el tratamiento post-Operatorio con

LH solamente, si bien mantiene 1a función de 1a célula de Leydig,

no restaura la población de receptores del testi’culo. En contras
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te, se ha demostrado claramente la regulación heteróloga de

los receptores para LH durante la maduración o diferencia

ción de las células de Leydig, bajo la influencia de FSH y prg

lactina. Recientemente, Hauger y col. 73 demostraron que una

reducción selectiva de las gonadotrofinas plasmáticas durante

3 a 6 di’as, por inmunoneutralización con suero anti-LHRH, no

tiene efecto sobre los receptores testiculares para LH, indican

do que otros factores pituitarios, en presencia de bajos niveles

de gonadotrofina, podri’anactuar para mantener la población de

sitios receptores para LH. También, el tratamiento de ratas

hipofisectomizadas con prolactina junto con pequeñas cantida

des de LH, es capaz de mantener la respuesta de 1a célula de
60

Leydig junto con el receptor para LH .

INHIBICION DE LA FUNCION DE LA CELULA DE LE YDIG

POR ESTEROIDES

Es conocido que 1a administración de esteroides gonadales

a animales intactos y hombres normales causa reducción en la

producción androgénica, efecto atribuido a la inhibición de la se

creción de gonadotrofinas con efectos secundarios sobre 1a fun
. . _ 74-77 . .eión testicular endocrlna . Mientras este mecanismo es un
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factor importante en la acción de andrógenos y estrógenos so

bre la secreción de testosterona, la presencia de un receptor
. . . . 78. 79 .

para estradiol en las células 1nterst1c1a1es y observamg

nes de que cambios en 1a LH plasmática no parecen estar co
_ . _ 80-83rrelacionados con una producc1ón reduc1da de testosterona

C I o o
son compat1b1es con publicacwnes prev1as de que los es

trógenos podri’anejercer una acción inhibitoria directa sobre

la función de 1a célula de Leydig. La producción de estrógenos,

asi' como 1a de andrógenos, por el testi’culo ha sido demostrada
. . 87.88 . .. .

en varias espec1es y se han identificado receptores 1ntra

testiculares para cada uno de estos esteroides, i. e. , recepto

res estrogénicos en células intersticiales y moléculas ligado
7 .

ras de andrógenos en células de Sertoli . Dado que los tes

ti'culos producen y unen a los principales esteroides sexuales,

no se puede descartar la existencia de una regulación intrates

ticular ultra-corta de la función testicular por estas hormonas.

Existe, claramente, 1a necesidad de una evaluación más

extensa sobre la influencia del tratamiento con estrógenos so

bre la función testicular endocrina, bajo condiciones controla

das de estimulación gonadotrófica, para evitar el complicado
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efecto de la inhibición de la secreción de LH durante la admi

nistración del esteroide. Unmodelo experimental con un in

greso estable y definido de gonadotrofínas, se obtiene con ra

tas hipofisectomizadas tratadas con FSH, en las cuales se pue_

de evaluar la acción directa de los estrógenos sobre la función

de la célula de Leydig. Se ha demostrado que el tratamiento

con FSH mantiene la función testicular en ratas inmaduras hi

pofisectomizadas y que aumenta la producción de testosterona
l

59,72,90,9 . Enzinducida por LH después de la hipofisectomia

experimentos más recientes, se analizaron los efectos loca

les de los estrógenos sobre la unión de gonadotrofinas a receg

tores testiculares, la producción de AMP ci'clico y 1a forma

ción de testosterona, en ratas inmaduras hipofisectomizadas

y tratadas con FSH.

Nueve di'as después de la hipofisectomi’a de ratas de 21

di’as de edad, se observó una marcada involución de los testi'

culos, con una reducción del peso testicular de 169i 13mg a

71 i 6 mg. Como c0mparación, el peso testicular promedio

de ratas inmaduras de 30 di’as de edad es de 469 i 12 mg. El

grado de atrofia testicular después de la hipofisectomi'a no se
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ve afectado por inyección diaria de 5 ug de DES (dietil-estilbeg

trol). Contrariamente, se observa un pronunciado incremento

en el peso testicular de ratas hipofisectomizadas tratadas dia

riamente con 50 ug de FSH y, se observan posteriores incre

mentos durante un tratamiento conjunto con testosterona o pro

gesterona (1 mg/dfa). Esto último podri’a ser una consecuen

cia del efecto directo de andrógenos sobre la función tubular y
5

el mantenimiento de la espermatogénesis ' 2. El efecto de

FSH sobre el peso testicular se ve disminuido por un tratamieg

to conjunto con DES.
125

Investigando la capacidad de unión de I-hFSH a homogg

natos de testi’culos, en ratas hipofisectomizadas tratadas con

DES, cOn o sin tratamiento concomitante con FSH, se pudo ob

servar que la administración única de DESno cambia significí

tivamente el contenido testicular del receptor para FSH, en

testi’culos de ratas inmaduras hipofisectomizadas. También, el

tratamiento con 50 ug de FSH, diariamente, aumenta ligera

mente los receptores para FSH, manteniéndose sin cambios con

un tratamiento conjunto con DES. Asi”, aparentemente, no se pg

do demostrar un efecto del tratamiento con FSH y/o estrógenos
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sobre los receptores para 'FSH. Contrariamente, el tratamieg

to con testosterona o progesterona (1 mg) con o sin tratamien

to conjunto con FSH, produce un pequeño pero significante au

mento en el contenido de receptores para FSH en los testi’culos

de ratas inmaduras hipofisectomizadas.

La administración de 5 ug de DES por di'a, a ratas inma

duras hipofisectomizadas, disminuye el número total de recep

tores para LH por testi’culo, comparando con controles inyecta

dos con aceite, mientras que no se observan cambios en los re

ceptores para hCG luego de un tratamiento con testosterona y

sólo un pequeño aumento cuando se las tratan con progestero

na. Contrariamente, inyecciones diarias de 50 ug de FSH, eau

san un incremento significativo en el núInero total de recepto

res para LH por testi’culoss’ 59. Este auInento inducido por FSH

es disminuido por inyecciones conjuntas de 5 y i20-ug de DES,

mientras no se observan diferencias luego de administrar 1mg

de testosterona o'progesterona. _

'El efecto de los estrógenos sobre 1a respuesta de 1a célu

la de Leydig fue evaluado midiendo la producción de testostero

na y AMP ci'clico por testi’culos descapsulados, incubados “in
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vitro" con una concentración saturante de hCG (500 ng/ml).

La producción basal de testosterona, en ausencia de hCG, fue

pequeña, similar en testi’culos de controles y animales trata

dos con FSH. La administración de DES, con o sin tratamieg

to conjunto con FSH, disminuyó significativamente los nive

les basales de la producción de testosterona. En presencia de

hCG, la producción de testosterona “in vitro" por testi’culos de

rata, fue estimulada varias veces por encima de los nivels ba

sales y esta respuesta se vio considerablemente aumentada por

el tratamiento con FSH. El tratamiento con DES, con o sin ad

ministración conjunta de FSH, disminuyó marcadamente la reg

puesta esteroidogénica de los testi’culos, a hCG, indicando un

efecto inhibitorio directo de los estrógenos sobre las células

de Leydig.

La producción basal de AMP ci'clico por el testi’culo era

baja en ratas controles hipofisectomizadas y mostraba un ligero

descenso cuando los animales eran tratados con FSH y/o DES.

En testi’culos incubados con hCG, 1a producción de AMP ci’clico

fue aumentada en todos los grupos. Sin embargo, el tratamien

to con FSH, con o sin DES, causaba un descenso significativo
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en la. respuesta de AMP ci’clico a hCG "in vitro". El tratamieg

to conjunto con DES no provocó cambios d'etectables en la pro;

ducción de AMP ci'clico por los testi’culos estimulados con hCG,

en el grupo de animales tratados con FSH. Dado que se obser

vaba una inhibición de la respuesta esteroidogénica a hCG en

los misrnos testi'culos, se dedujo 1a existencia de una disocia

ción significativa entre la respuesta de AMP ci'clico y la pro

ducción de testosterona por las células de Leydig de ratas tra

tadas con estrógenos.

Estas observaciones han demostrado un efecto inhibito

rio directo de los estrógenos sobre las funciones de la célula

de Leydíg en animales hipofisectomizados.

Se han identificado receptores estrogénicos especi’ficos

en la fracción cito'plasmática de las células de Leydig y se ha

demostrado que se translocan a la fracción nuclear, luego de
79, 89

formar un complejo con la molécula de estradiol La

existencia de tales receptores provee un mecanism’o a través

del cual podri’aoperar la acción directa del estradiol en la re

gulación de la función de la célula de Leydig.

Estos hallazgos son relevantes ante la posibilidad de que
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los estrógenos se encuentren involucrados en la regulación in

tratesticular de la esteroidogénesis. Varios estudios han índi

cado que los estrógenos pueden ser sintetizados por las ce'lu

las testiculares y las observaciones de de Jong y col. 88 sugie

ren que esta si’ntesis se realiza en los túbulos semini’feros y

que la acumulación se produce principalmente en el tejido in

tersticial.

Se ha demostrado que cultivos de células de Sertoli de

rata, son capaces de aromatizar testosterona a estradiol, co

mo un proceso dependiente de FSH93. Contrariamente, se ha

sugerido que las células de Leydig seri’an la fuente de estró

genos testículare394. A pesar de la. incertidumbre sobre su

origen dentro del testí’culo, está claro que los estrógenos de

ben tener un papel importante como reguladores intratesticu

lares de la función de la célula. de Leydig.

La acción de los andrógenos sobre el testi’culo, especi’tï

camente sobre la función de los túbulos semíni'feros y esper

matogénesis, puede ser un importante punto de control para

la regulación de la reproducción en el macho. Aunque se ha

visto que los andrógenos mantienen la. función tubular en ra
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tas hipofisectomizadas, tratamientos con altas dosis de testo_s_

terona no mantienen 1a espe-rmatogénesis 'en'el “hombre, pro- '

bablemente debido a que no se alcanzan'niveles adecuados. de

testosterona en el compartimiento tubulargs. La testosterona,

probablemente, regula el proceso espermatogénico por inte

racción con receptores androgénicos ubicados en 1a célula de

Sertoli89 y también en las células germinalesgó' 97. Además,

1a testosterona regula la secreción de gonadotrofinas a través

de un mecanismo de retroalimentación negativa sobre 1a pitu_i

taria, suprimiendo principalmente LH y con un efecto menos

marcado sobre 1a secreción de FSH.

REGULACION HORMONAL DE LOS RECEPTORES PARA GO

NADOTROFINAS Y LA FUNCION DE LAS CELULAS DE

LEYDIG

HORMONA LUTEINIZANTE

La identificación de receptores especi’ficos para LH/hCG

en membranas de células de Leydiggs, asi’ como 1a observación

de que estas hormonas estimulaban 1a secreción de testosterona
98, 99en células intersticiales aisladas , constituyeron las evideg
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cias directas más importantes de la acción de la hormona lu

teinizante sobre la célula. de Leydig.

La hormona luteinizante se une a receptores de mem

brana de células intersticiales, "in vitro", estimulando la a._<_:_

tividad de la. adenilato ciclasa, asi' como también la producción

de testosteronaloo.

La unión de LH radiactíva está confinada. a. las células

intersticiales, ya que no ha sido demostrado que exista una u

nión especi'fica de estas hormonas a los elementos tubulares.

La constante de equilibrio de asociación es: Ka: 2-6 x 1010 M

a O°C.

Existe una correlación entre la unión de hCG, el incre

mento de 1a producción de AMP ci’clico y 1a esteroidogénesis.

La unión de hCG a. la membrana de las células de Leydig es

acompañada por estimulación de 1a si'ntesis de testosterona.

Sin embargo, los niveles máximos de producción de testoste

rona son alcanzados cuando sólo una pequeña fracción (menos

del 1%)del total de sitios de unión están ocupadoleI. La es

timulación de AMP cíclico no es detectable hasta que la pro
102, 103

ducción de testosterona llega al máximo estimulable .

-1
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Esta observación determina algunas incógnitas acerca de la re_

lación entre el receptor y el.AMP ci'clico en la acción de LH

sobre las .células de Leydig.

La discrepancia entre la formación de AMP ci'clico y la

producción esteroidea ha sido observada en células aisladas,

durante la estimulación con bajas concentraciones de hormo

nas tróficas44' 104-107. Esta disociación es marcada en el ca

so de las células de Leydig, donde niveles de gonadotrofina ca

paces de estimular la esteroidogénesis "in vitro" (0, 1-2 pM),

no causan cambios detectables en la producción de AMP ci'clico

4-4, 104, 108.

Por otra parte, existe demasiada evidencia indirecta que

sugiere que el AMP cfclico actúa como intermediario en la reg

puesta esteroidogénica aguda a las hormonas pepti’dicas. Asi”,

la producción de testosterona por células intersticiales o test_i'

culos intactos es estimulada por AMP ci’clico y dibutiril-AMP

ci'c1icolo4. También se observa un aumento en la sensibilidad

de la respuesta cuando las incubaciones se realizan en presen
108, 109

cia de inhibidores de la fosfodiesterasa . Estas observa

ciones hacen surgir la posibilidad de que la esteroidogénesis
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observada en ausencia de una elevación detectable enhla produg

ción de AMP ci’clico, sea activada por concentraciones de este

nucleótido. ci’clico extremadamente pequeñas, por translocación

del AMP ci'clico dentro de un "pool" intracelular pequeño o por

un mecanismo que involucre un recambio aumentado del nucleó_

tido.

Para resolver esta importante cuestión acerca del papel

intermediario del AMP ci'clico en la respuesta esteroidogénica

aguda a la estimulación con hormona trófica, se utilizó un mé

todo indirecto para la medición de los niveles del AMP ci'clico

producido. Este método se basa en la. determinación de los si

tios de unión para AMP ci’clico del componente regulatorio de

la protei’na quinasa, libres y ocupados, ante la estimulación

hormonal, "in vitro".

En esta forma, se ha podido demostrar que ocurren cam

bios progresivos en la producción de AMP ci'clico y en su unión

a la protei’na quinasa, durante la estimulación gonadotrófica es

teroidogénica.

Estas observaciones proveyeron evidencia directa del pa

pel del AMP ci'clico y la protei’na quinasa durante la estimula
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ción hormonal de la esteroidogénesis en la célula de Leydig,
. _ 45

con baJas concentrac1ones de gonadotrofina .

La síntesis de testosterona inducida por LH, parece de
., . . , 50, 110pender de la Sintesm concomitante de proteínas y ARN .

Esta acción de LH difiere de la acción de otras trofinas, como

la ACTHen glándulas suprarrenales. En estas glándulas se pos

tula que la producción de esteroides es mediada por eventos ci

toplasmáticos que requieren de la síntesis proteica, resultante

de la. traducción de moléculas de ARNmensajeros ya presen

tes.

EFECTO DE LA HORMONA LUTEINIZANTE EN LA REGULA

CION DE SUS SITIOS RECEPTORES

Como ya se ha visto, la regulación de la esteroidogénesis

y la síntesis de testosterona por las células intersticiales del

testi’culo, depende de la secreción y acción de la hormona lutei

nizante de laglándula pituitaria. anterior.

El principal sitio de acción, una vez activado el camino

fosforilativo mediado por la protei’na quinasa, se encuentra a
111,112

nivel de la conversión de colesterol a pregnenolona El

control de esta reacción parece ser el mecanismo predominan
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te de la regulación hormonal en todas las células esteroidogén_i_

cas, durante la estimulación por sus respectivas hormonas trg

ficas.

Además, se ha demostrado que muchas hormonas regulan

1a concentración de sus receptores especi’ficos en 1a superficie
113- 117

de las células "blanco" . Esta regulación, comúnmente,

lleva a 1a pérdida de sitios receptores, sin cambiar las pr0pie

dades de unión de los restantes receptores. Las consecuencias

de esta pérdida de receptores, inducida por hormonas, sobre

1a función de 1a célula “blanco”, no ha sido examinada en deta

lle, aunque varios trabajos han establecido que 1a "desensibili

zación" de 1a adenilato ciclasa al esti'mulo hormonal está rela

cionada con 1a reducción en el número de receptores especi’fi
114, 116cos .

Se ha demostrado que el efecto desensibilizante de 1a go

nadotrofina sobre la adenilato ciclasa ovárica, resulta de la.

pérdida de receptores para LH118y que. 1a regulación negati

va de los receptores testiculares para LH por 1a gonadotrofina

está acompañada de una respuesta disminuida, medida por la

estimulación “in vitro" de 1_aproducción de AMP ci'clico y tes-»
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. 118-123
tosterona por testículos descapsulados .

La naturaleza y la extensión de estos cambios en los rs '

ceptores y-la respuesta hormonal, después de la administra

ción exógena de gonadotrofina, están relacionadas con las do

sis de hCG administradas y vari’an con el tiempo de inyección.

Por ejemplo, dosis de hCG de 10 UI no causa cambios

en el contenido de receptores en las primeras 24 horas, pero,

luego de 48 horas, se puede observar una marcada disminu

ción en la unión de hCG, que se mantiene a bajos niveles du

rante varios di'as. La ocupación de una pequeña proporción de

los receptores testiculares por hCG, se acompaña de una mar

cada disminución en la respuesta de AMP ci’clico durante las'

primeras 12horas posteriores a la inyección de hormona, en

ausencia de cambios detectables en la formación basal de AMP

ci’clico. Sin embargo, la producción de testosterona "in vitro"

muestra un cambio inverso, con una elevación en la producción

basal y sin caInbio en la respuesta máxima a hCG. 'Estas obseï

vaciones indican que la ocupación de un pequeño número de re

ceptores, causa inicialmente una marcada desensibilización en

1a respuesta de AMP ci’clico y, subsecuentemente lleva a la pe};
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dida de 2/3 de los sitios receptores. A través de estos cam

bios, gue no alcanzan al estado de completa abolición de sitio's

receptores y respuesta de AMP cÏclÍc0,_la respuesta máxima

de testosterona a hCG, "in vitro", permanece inalterada. Los

cambios más prolongados luego de la administración de hCG,

indican-cue el retorno gradual de los sitios receptores se acera

paña de la recuperación de la respuesta de AMP ci'clico "in vi

tro", presumiblemente reflejando el retorno de la actividad de

la adenilato ciclasa que responde a hormona. Durante este

tiempo, la respuesta de testosterona a hCG es normal, indican

do la presencia de receptores en exceso en relación con la es

teroidogénesi3104’ 108. Asi; la pérdida de 2/3 de los sitios r3

ceptores no daña la capacidad de las células intersticiales de

producir testosterona cuando son expuestas a concentraciones

saturantes de gonadotrofina.

Luego de la inyección de dosis mayores de hCG (200 UI),

la pérdida de la capacidad de unión de hCG ocurre más rapida

mente. Esta pérdida de receptores persiste hasta el quinto di’a

y es seguida por el retorno a los 2/3 del nivel normal, al sép

timo di’a. Asi' como se nota con'la dosis menor de hCG, la res



-36

puesta de AMP ci'clico a. gonadotrofina, "in vitro", decrece rá

pidamente. Sin embargo, la dosis mayor de hCG también pro-r

duce un aumento transitorio en 1a producción basal de AMP c__i_'

clico "in vitro", que se completa dentro de las 12 horas y se

continúa con una prolongada pérdida de respuesta hormonal,

hasta óidi'as. Los cambios correspondientes enla producción

de testosterona "in vitro", son similares a los observados en

la producción de AMP ci'clico. Sin embargo, la respuesta es

teroidea retorna a niveles normales entre los 3 y 5 di'as poste

riores a la. inyección de hCG, cuando el contenido en recepto

res para LH y la respuesta de AMP ci'clico muestran un mi’ni

mo grado de recuperación.

La correlación entre el contenido de receptores para LH

y la respuesta de AMP ci'clico a hCG durante la desensibiliza

ción inducida por gonadotrofina, está de acuerdo con la pro

puesta de que 1a mayori‘a de los sitios receptores, en el testi’

culo de rata, están acoplados funcionalmente con el proceso de

generación de AMP ci’clic0104’ 108.

La medición simultánea de la hCG unida a tejido y de los

sitios de unión para hCG disponibles (es decir no ocupados), per
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mite la cuantificación del contenido total de sitios receptores

para LH/hCG del testi’culo. La. ocupación de un pequeño númg

ro de sitios receptores, varias horas después de la adminis

tración de 10 ó 200 UI de hCG es acompañada por un aumento

inicial en el total de sitios receptores. Esto sugiere que la. u

nión de hCG induce un cambio en 1a conformación de la mem

brana que lleva al desenmascaramiento de receptores de su

perficie con el consiguiente aumento en el contenido total de

sitios receptores. Luego del aumento inicial, se observa. una

prolongada y marcada pérdida de receptores para cada.dosis

de hormona.

La pérdida de receptores para LH es menos marcada

en preparaciones extrai’das con detergentes que en la frac

ción particulada, enriquecida en membranas. Esta diferencia

en sitios disponibles sugiere 1a posibilidad de que una propor

ción de la población de receptores que desaparecen, sea en

mascarada u ocluida dentro de la membrana, siendo liberada

para 1a interacción con la hormona cuando se solubiliza 1a

membrana con un detergente no iónico. Aparentemente, la ocg

pación inicial de sitios receptores a.nivel de membrana. es se-'
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guida por 1a internalización de los complejos (y receptores 1i

bres adyacentes) por endocitosis y subsecuente degradación,

luego de su asociación con lisosomas. Tales cambios podrían

ser similares, en secuencia y también, probablemente, en me

canismo, a1 proceso de pinocitosis por el cual, solutos unidos

a sitios de reconocimiento en membrana, son internalizados
125

con la vesi'cula pinoci’tica . Asi’, recientes estudios han su

gerido que una pr0porción de 1a LH unida a las células de
1

Leydig, seri’a internalizada y degradada por lisosomas , y

cambios similares se han observado en tejido ovárico, donde

la hormona trófica era localizada, por autorradiografi’a, en

la membrana plasmática y en cuerpos densos citOplasmáticos

tales como lisosomas .

Dado que las células de Leydig poseen abundancia de re

ceptores en exceso, las reducciones en los receptores deberi’an

causar un corrimiento hacia 1a derecha en la curva dosis-respueg

ta, con una E'D50mayor para hCG, reflejando una disminución en

1a sensibilidad a la hormona trófica. Sin embargo, dado que nun

ca se lograron los niveles máximos de producción de testostero

na con dosis estimulatorias elevadas de hormona gonadotrófica,
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se puede pensar: que el AMP ci’clico producido no está dispo

nible para las respuestas estimulatorias siguientes; que ha t<_e_

nido lugar una disminución marcada de la. protei’na fosfoquina

sa o que ha ocurrido una lesión distante en una.o más de las

enzimas que regulan el camino esteroidogénico.

La estimulación de las células de Leydig desensibiliza

das, con colerágeno, desarrolla respuestas de AMP ci’clico que

son comparables con las de los grupos controles, pero, a pesar

de tales aumentos en AMP cfclico, la. producción de testosterona

permanece marcadamente reducida. Tampoco se sobrepasa la lg

sión por estimulación con dibutiril-AMP ci'clico, utilizando con

centraciones que estimulan la. esteroidogénesis en células de

Leydíg normales. Dado que los estudios de unión de AMP ci'clico

no demuestran pérdida de unión a la fosf0quinasa dependiente de

este nucleótido en las células de animales desensibilizados, no

parece que el AMP ci’clico ni la protei’na quinasa sean los facto

res limitantes en la respuesta esteroidogénica dañada. Además,

el hallazgo de que la estimulación hormonal "in vitro" produce

un aumento significativo en la sí'ntesisf de pregnenolona, indica

la adecuada actividad de la enzima encargada de la. ruptura de
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la cadena lateral del colesterol. Estos resultados han demos

trado que la segunda lesión en el camino esteroidogénico, in

ducida por la gonadotrofina, se encuentra después de la enzi

ma que rompe la cadena lateral del colesterol en aquellas cé

lulas con un moderado grado de depleción de receptores. Con

trariamente, en el grupo de animales en los que la concentra

ción de receptores unidos a membrana se redujo a un 6%, la

respuesta de pregnenolona, "in vitro", fue completamente a

bolida. Esto indica que, una pérdida más extensa de recepto

res resulta en la pérdida de los procesos necesarios para mag

tener las enzimas esteroidogénicas, incluyendo la enzima reg

ponsable de la ruptura de 1a cadena lateral del colesterol.

Estudios posteriores evidenciaron que este defecto esta

ba caracterizado por una acumulación de intermediarios 17-d

hidroxilados, hallazgo concordante con una lesión a nivel de la

17,20-desmolasa, enzima respOnsable de la conversión de pre

cursores 17-l1idroxiladosa androstenediona y dehidroepiandroí

terona. La causa de la marcada disminución en la actividad de

la 17,20-desmolasa, en las células de Leydig desensibilizadas

por gonadotrofina, no ha sido elucidada aún, pero existen, al
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menos, dos mecanismos que podrían ser responsables de la

lesión enzimática observada.

Primero, estudios previos indican que la administra

ción de estrógenos posee un efecto inhibitorio directo sobre
. . . 128 . .

la estermdogénesm testicular Y eS COHOCIdOque 13-eStlmu

lación gonadotrófica aumenta. la.producción de estrógenos en
. 129 . . .

el testículo . Asi', es p051b1eque la. est1mulac1ón local de

la producción de estrógenos en el testi’culo, por 1a dosis de

sensibilizante de hCG, cause el bloqueo de la. esteroidogéne

sis, como un fenómeno paralelo a.1a pérdida de receptores

para LH. El efecto de los estrógenos sobre la si'ntesis andrg

génica incluye la. supresión de la actividad 17-hidroxilasa y
130

17,20-desmolasa . Un defecto similar relacionado con 1a

esteroidogénesis podri’a surgir de la formación de 17-d-hidrg

xi-20-O(-dihidroprogesterona, que se encontró aumentada en
v 131,132testiculos de machos tratados con estrógenos , dado

que se ha demostrado que este esteroide inhibe la actividad

de 1a 17,20-desmolasa, ejerciendo un efecto inhibitorio sobre

la biosi'ntesis androgénica133. Además de los bien conocidos

efectos de los estrógenos sobre'la esteroidogénesis testicular,
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debe considerarse también la posibilidad de que los andróge

nos y otros esteroides intermediarios, influencien directameg

te la. biosi'ntesis esteroidea durante 1a respuesta aguda de tes

tosterOna , inducida por 1a dosis desensibilizante de gonado

trofina.

Segundo, el efecto general de remoción o reducción súb_i

ta del aporte de hormona trófica para las células de Leydig di_

ferenciadas, podri’aser un factor adicional enla aparición de

defectos biosintéticos en las células desensibilizadas. Esto

podri’a resultar del ingreso disminuido de hormona trófica, co

mo consecuencia de 1a población reducida de receptores en las

células desensibilizadas. Aunque solamente se necesita que una

pequeña proporción de los receptores estén ocupados para pro

ducir la respuesta esteroidogénica máximalos, un descenso mar

cado en los receptores podri’a causar una disminución correspog

diente en 1a capacidad de los bajos niveles de gonadotrofina plaí

mática , para mantener los caminos esteroidogéniCOS caracteri's_

ticos de las células de Leydig. Este proceso podri’a exacerbarse

si, a la administración de una dosis desensibilizante de gonadotrg

fina exógena, le siguiera una cai’da secundaria en 1a secreción de
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la gonadotrofina endógena. Esta cai'da podri'a resultar, indireg

tamente, de la retroalimentación negativa a nivel hípotalámico

por el aumento transitorio en los niveles androgénicos plasmí

ticos producidos por 1a dosis desensibilizante de hormona, "in

vivo" y, posiblemente, por una acción negativa ultra-corta de

la gonadotrofina exógena para disminuir 1a secreción pituitaria
134

de LH 

Estos estudios han demostrado que las respuestas de cé

lulas efectoras, luego de la pérdida de receptores inducida por

hormona, atraviesan una serie de cambios que resultan en un

proceso c0nocido como "desensibilización". El primer cambio,

es la pérdida de respuesta de adenilato ciclasa a la hormona,

con la consecuente disminución en los niveles de AMP ci'clico

intracelulares. La desensibilización inicial de la adenilato ci

clasa, es una consecuencia inmediata de la ocupación de los

receptores y ocurre mucho antes que la verdadera pérdida de

receptores. Este proceso ha sido descripto previamente en cé
135

lulas luteales del ovario y en las células de Leydig del test_i'
120 _ H 113, 114 _culo , a51'como en otros teJidos . Las últimas conse

cuencias de la ocupación de los receptores incluyen la pérdida
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de los mismos y el daño relacionado con la producción de AMP

ci’clicoy las respuestas distales de la célula efectora. Se pue;

den distinguir dos componentes de este .efecto retardado y que,

probablemente, operan en diferente extensión para diferentes

células cfectoras. El primero y más obvio es la pérdida en la

capacidad de la adenilato ciclasa de activarse y producir AMP

ci'clico, proporcionalmente a la pérdida de sitios receptores

que median la señal hormonal. Este cambio, probablemente, o

curre en todas las células efectoras con receptores disminuidos

y, en ausencia de otros cambios en la función celular, resulta

ri’a principalmente en una relativa pérdida de sensibilidad en la

respuesta a la hormona homóloga. Sin embargo, ocurre un se

gundo efecto de la depleción de los receptores en ciertas célu

las efectoras, tales como las del testi’culo y ovario. En estos

tejidos, ocurren cambios adicionales en puntos más distantes en

el camino metabólico celular y modifican la capacidad de las cé

lulas para responder al esti’mulohormonal. Tal cambio es el de

fecto en la esteroidogénesis ya mencionado y que resulta en una

pérdida o disminución de la respuesta esteroidogénica máxima,

a concentraciones saturantes de‘hormona. Este defecto, proba
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blemente, seri’a caracteri'stico de células efectoras para hor

monas tróficas, pepti’dicas y proteicas, que regulan tanto el

estado de diferenciación, asi”como la respuesta aguda de la

célula efectora. Mediante este razonamiento, 1a pérdida de es

teroidogénesis en las células de Leydig, con niveles bajos de

receptores, representaría el resultado de la acción trófica da_

ñada de la LH "in vivo", durante las fases iniciales de la de

sensibilización y pérdida de receptores. Estos hallazgos de

muestran que los resultados de 1a regulación de los recepto

res sobre la función de las células efectoras son complejos y

que, cambios relacionados temporalmente con las respuestas

inmediatas o distales, mediadas por los receptores, contribu

yen al proceso total de la desensibilización celular.

CONSECUENCIAS CLINICAS Y FISIOLOGICAS DE LA DESEN

SIBILIZACION INDUCIDA POR GONADOTROFINA

En la rata macho, están presentes niveles relativamente

bajos de LH circulante y las células intersticiales, probable

mente, están raramente expuestas a las concentraciones de

hormona usadas para inducir pérdida de receptor en los estu

dios descriptos anteriormente. Sin embargo, en ciertas pato
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logfas y estados fisiológicos, 1a desensibilización por gonado

trofina circulante es importante. Por ejemplo, hombres con

coriocarcinoma, a veces exhiben niveles plasmáticos de hCG

extremadamente altos, sin un correspondiente aumento en 1a
. 136 ,secrec16n de testosterona . Esta pérdida de respuesta tes

ticular a niveles elevados de gonadotrofinas podri’andeberse

a una regulación negativa de los receptores para LH o hCG de
. . . 113 . . . .las células 1nterst1c1a1es , aunque la secrec16n disminuida

de FSH en estos pacientes probablemente juegue un papel im

portante en sus respuestas esteroidogénicas dañadas.

En el ovario, se ha observado la desensibilización de 1a

adenilato ciclasa en foli’culos de Graaf y cuerpo lúteo, luego de

la elevación endógena de gonadotrofina, durante el ciclo estral

y"preñez en ratas y conejos, asi’ como luego de 1a inyección de
137-140 , . . .G . También se ha propuesto que la administrac16n

de un potente agonista del LHRH resultari'a en una inhibición de
. . 141 . 1421a función ovárica , ovulac1ón , asi’ como también en tumo

_ . 143res mamarios dependientes de hormonas , en ratas, como con

secuencia de la regulación negativa de los receptores ováricos

para LH y la respuesta gonadal, por concentraciones elevadas de
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120
LH endógena . Tales efectos han sido demostrados en testi’

culos de ratas, tratadas con un agonista del LHRH, que causa

una marcada reducción en los receptores testiculares para LH
_ 144, 145

y en la producc1ón de testosterona .

Estos resultados tienen, obviamente, importancia en el

uso terapéutico del LHRH, para estimular la función gonadal,

asi“como en el análisis de los mecanismos fisiológicos respog

sables de la. regulación e integración de la función hipófiso-go_

nadal.

INSULINA

Es conocido que la diabetes produce innumerables trastor

nos sexuales y reproductivos, tanto en machos como en hembras

de varias especies estudiadas.

GENERALIDADES SOBRE LA DIABETES Y LA FUNCION TES

TICULAR

ALTERACIONES REPRODUCTIVAS

La diabetes se define como una anormalidad del metabolis

mo, creada por insuficiencia de la actividad insuli’nica de las cé

lulas beta del páncreas.
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En la diabetes, la homeostasis de la glucosa sanguí’nea

está permanentemente alterada. En los casos no tratados, la

elevación anormal de la glucosa sangui'nea es un fenómeno cg

rriente. Esta enfermedad altera diversas áreas del organis

mo; una de ellas es la relacionada con 1a reproducción. En la

especie humana, la diabetes se acompaña de graves trastor
. 146, 147 _ .nos sexuales y reproductivos . El tratamiento con 1n

sulina y otros recursos terapéuticos sólo los corrige parcial

mente. En lo que respecta a sus mecanismos de producción,

son mal conocidos.

_ . . 148, 151Se han descripto le51ones testlculares tales co

mo: atrofia, desaparición de la li'nea germinal, engrosamien
152

to de la membrana basal de los túbulos y esclerosis del v_a_
152.so deferente .

150
En la orina baja el contenido de 17-ceto-esteroides '

151,153-156 154
y el de andrógenos . El nivel de testosterona

I 157, 158 . . . ,es normal segun algunos autores y disminuido segun

otros 159.

En los animales de experimentación también se obser

van alteraciones en 1a esfera sexual. En 1a rata macho con dia
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156
betes aloxánica se ha descripto atrofia testicular, con de

saparición de la li'nea germinal de los túbulos, 'en los que que_‘

dan solamente las células de Sertoli. Se interpretan estos he

chos por la posible disminución de 1a si'ntesis y/o secreción

de la hormona foli'culo estimulante. La insulina es capaz de
' ' , 148,149,155,156,160-162reparar parcialmente estos trastornos .

La inyección de aloxano en la rata, antes de la pubertad, re
162, 163

tarda su maduración .

Todos estos desórdenes reproductivos podri’anser con

secuencias de un estado hipogonadotrófico-hipogonada1, el que

se desarrollari’a durante el curso de esta enfermedad metabó

lica.

PATOLOGIA TESTICULAR

Los estudios realizados en ratas diabéticas muestran una

serie de lesiones testiculares. Al microscopio óptico se obser

van cambios degenerativos, de grado variable, del epitelio ger

minal, sin modificaciones del intersticio o la memorana basal .

El grado de lesión vari’a desde la desorganización del epite

lio germinal, con detención de la espermatogénesis, hasta 1a au

sencia total de ese epitelio con persistencia ocasional de células
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de Leydig colapsadas.

Sobre la base de determinaciones hi'stométricas en teji-'

do testicular de ratas diabéticas por aloxano, Schoffling y col.
165 . . . 'definen los cambios en el testículo como un retardo gene

ral del proceso espermatogénico, con interrupción parcial de

la espermatogénesis entre espermatocitos y espermátidas,

con descamación de la membrana basal e integridad del tejido

intersticial.

BIOSINTESIS DE TESTOSTERONA POR EL TESTICULO

Es difi'cil determinar si la diabetes y sus disturbios en el

metabolismo general actúan primariamente sobre el eje hipotá

lamo-hipofisario o sobre el testi’culo directamente. Para que la

primera hipótesis fuera verdadera, la secreción de una o ambas

gonadotrofinas, deberi’a estar reducida o, al menos, su potencia

biológica.

La segunda hipótesis, o sea una acción directa de los dis

turbios diabéticos sobre el testi’culo, está apoyada por la existen

cia de lesiones en el hipotálamo, similares a las observadas lue

go de la castración. Esto involucrari’a una falla en los mecanis

mos receptores y/o amplificadores de gonadotrofinas.
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Una tercera posibilidad sería. la resultante de combinar

las dos anteriores, es decir que las alteraciones debidas al

estado diabético se produzcan tanto en el eje hipotálamo-hipo_

fisario como en el testi’culo.

Los resultados experimentales166 demuestran claramen

te una disminución de la capacidad esteroidogénica de las célLL

las de Leydig en animales diabéticos por estreptozotocina, ev_i

denciada por los bajos niveles de testosterona circulante y en

el contenido endógeno testicular de testosterona disminuido.

El tratamiento sustitutivo con insulina produce en los ani

males diabéticos una recuperación parcial de los niveles de tes

tosterona plasmática.

Asimismo se ha demostrado que la producción de testoste

rona, en respuesta a 1a acción de gonadotrofina exógena, es difg

re'nte en testi’culo de animales normales y diabéticos. Cuando se

incuban testi'culos de estas ratas con distintas concentraciones

de gonadotrol‘ina exógena, 1a respuesta, medida como producción

de testosterona, es menor que en los controles. Asi’, en los día

béticos es necesario duplicar la concentración de hormona para

obtener una respuesta semejante a las normales. Cuandoa estos
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animales se los trata con insulina, se observa una recupera

ción de la respuesta testicular, aunque ésta no alcanza los va.

lores normales.

Como ya se ha mencionado en el punto correspondiente

a 1a hormona luteinizante, el mecanismo de acción de 1a LH

se inicia con la unión de la hormona a su receptor 'especi’fico

de membrana.

Los estudios de receptores realizados con células interg

ticiales aisladas de ratas diabéticas y normales, mostraron

que, mientras no se observaban cambios en 1a constante de asg

ciación, se habi’a producido una reducción en el número de si

tios de unión para LH. En una diabetes inducida por estreptozg

tocina, 30 di’as después de su establecimiento, esta disminución

alcanzaba al 30%.

La administración de insulina a ratas diabéticas restaura

1a unión de hCCr.

No se encontraron modificaciones en los perfiles de sedi

mentación de los receptores para LH/hCG, solubilizados de pag

ti’culas de células de Leydig de ratas diabéticas. Las estructu

ras caracteri’sticas de complejos hormona-receptor con coefi-
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cientes de sedimentación de 7, SS y 8, 88167 fueron observadas

en parti’culas solubilizadas de células de Leydig de animales

diabéticos, idénticos a los correspondientes a los animales

cOntroles.

Todos estos hechos sugieren que la insulina puede influen
.

ciar el número de receptores para LH en gónadas, pero el me

canismo por el cual esta hormona ejerce su efecto no está toda

vi'a aclarado.

Las concentraciones séricas radioinmunológicas de LH en

los animales diabéticos, permanecen inalteradas. Por lo tanto,

los efectos presentados no seri'an una.consecuencia directa de

variaciones en la secreción de estas hormonas, como se postu

la para los niveles séricos de prolactina y los receptores para
168

LH

. 167 .Desde que se ha sugerido la presenc1a de un componen

te glicoproteico en el receptor de gonadotrofinas, podri’a suponer

se que el metabolismo de los carbohidratos, marcadamente alte

rado en los animales diabéticos, provocari'a cambios en la por

ción glic0proteica del receptor, produciendo su inactivación o la

disminución de su si'ntesis.
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La reducción en los niveles de receptores paraiLH en

los animales diabéticos, provocari’a la disminución de la se- 

creción de andrógenos por los testi’culos, como se confirma

por los bajos niveles de andrógenos circulantes.

Estos resultados también explicari'an la respuesta dis

minuida; ¡"in vitro”, de las células de Leydig a. la hormona

luteinizante. En este sentido, otros autores han provisto evi

dencias de que la diabetes provoca una reducción de la sensi
_ _ . . 169,170bilidad ovánca a la gonadotrofina .

PROLACTINA

Se ha observado un efecto sinérgico de prolactina y hor

mona de crecimiento sobre la acción de FSH en la respuesta
58

testicular a LH, utilizando animales hipofisectomizados .

También se sabe que la prolactina aumenta los efectos de la

LH sobre la. espermatogénesis y sobre la si'ntesis y secreción
171 . .de testosterona . En ratones enanos, def1c1entes en prolac

tina, el tratamiento con esta hormona estimula la actividad de

varias de las enzimas involucradas en la si’ntesis de testosterg

na. Recientemente se ha demostrado la existencia de recepto

res para prolactina en las células intersticiales del testi’culo
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1de rata 72' 173. También se ha. demostrado que la prolactina
174

aumenta los receptores para LH en el ratón 'enano y en el ‘

., . . 55testiculo en regre31ón de los hamsters privados de luz . Es

tos reportes indican claramente que la prolactina tiene efec

tos importantes sobre la función testicular, via interacción

con receptores especi'ficos en las células intersticiales y que,

una de las funciones de la prolactina, es la inducción de los

receptores para LH. Recientemente, se ha encontrado que tra

tamientos combinados con LH y prolactina mantienen la pobla

ción de los receptores para LH y la respuesta hormonal en los
., . . . 60testiculos de ratas hipofisectomizadas .

En el hombre, varios estudios cli'nicos han indicado que

la prolactina posee una función en el control de la testosterona
. _ 175 ,y de 1a func1ón reproductiva y que, una secrec1ón de prolag

tina excesiva está asociada con una función testicular dañada.

Consecuencias frecuentes de 1a.hiperpr01actinemia en el hombre
_ o o _ . 176-179 _ ,son la 1mpotenc1a y 1a pérdlda de la libido . Tambien se

ha demostrado que 1a bromocriptina es útil en el tratamiento de
177, 180

la impotencia por hiperprolactinemia . En hombres nor

males, tratados durante 4 di'as Conun antagonista dopaminérgi
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co (Sulpiride) para elevar los niveles plasmáticos deIprolacti—

na, la respuesta en testosterona plasmática 'a la estimulación

con hCG era normal, pero estaba acompañada por una dismi

nución en la concentración de dihidrotestosterona. Resultados

similares se observaron en un paciente con hiperprolactinemia.

Estos resultados sugieren que la conversión de testosterona a

dihidrotestosterona por la S-d-reductasa en los tejidos perifé

ricos está reducida durante 1ahiperprolactinemia18 .

El perfil plasmático de la testosterona en el hombre, exh_i

be un ritmo circadiano con niveles aumentados durante el sueño,

cambios que se correlacionan perfectamente con la prolactina

plasmática, con niveles máximos una o dos horas antes de des

pertar. Contrariamente, las concentraciones plasmáticas de LH

y FSH poseen poco rittno circadiano y no parecen estar relacio

nadas con los cambios episódicos en la testosterona plasmática.

Estos perfiles plasmáticos hormonales sugieren que la prolacti

na podri’a ejercer una acción regulatoria sobre la función de la

célula de Leydig en el hombre adulto. El tratamiento con un anta

gonista dopaminérgico (Haloperidol), causa un aumento en los ni

veles plasmáticos de prolactina; pero no tiene efecto sobre LH y
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FSH. El correspondiente incremento en la testosterona plas

mática, luego del tratamiento con Ha10per'idol, 'apoya la Opi- '

nión de que la prolactina influencia. la secreción de testosterg

na por el testi’culo y podri’a contribuir al aumento nocturno de
. 175los niveles de testosterona .

El tratamiento de ratas intactas con inhibidores de la 1_i_

beración de prolactina, pueden reducir los niveles periféricos
171 ode testosterona . Contrariamente, transplantes de tumores

productores de prolactina a ratas machos, llevan a atrofia tes
182

ticular . Sin embargo, en otros experimentos que examinan

el efecto de injertos pituitarios múltiples debajo de 1a cápsula

renal en ratones, la presencia de niveles incrementados de prg

lactina por cinco meses, no estaba acompañada de cambios en
171

los niveles plasmáticos de LH o en el peso testicular .

PROLACTINA SERICA Y DESARROLLO SEXUAL DE LA RATA

MACHO

Los niveles séricos de prolactina, FSH y LHIposeen dife

rentes caracteri’sticas secretorias durante el desarrollo sexual

de la rata macho. A los 15 y 20 di’as de edad, los niveles séri

cos de prolactina y LH son muy bajos, mientras que los niveles
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de FSH son comparables a los valores de ratas adultas. A los

25 di'as de edad, se observa un aumento en los niveles de pro

lactina y FSH, mientras que no se detectan cambios en los ni

veles de LH. Los niveles de prolactina no sufren modificacio__

nes entre los 25 y 50 di'as de edad. A los 60 di'as se observa un

pequeño aumento, detectándose un tercer incremento hasta lle_

gar a niveles adultos a los 70 di'as de edad. Los niveles de LH

muestran poca variación durante el desarrollo; sus valores au

mentan gradualmente hasta alcanzar los niveles adultos a los

70 di'as de edad.

Si los valores hormonales séricos y el crecimiento de los

órganos están correlacionados, puede observarse que el incre

mento inicial en el crecimiento testicular es precedido por un

incremento en los niveles séricos de prolactina y FSH, a los 25

di'as de edad. Estos datos están de acuerdo con la hipótesis de

que el desarrollo testicular está relacionado con cambios pre

vios en los niveles plasmáticos de FSH y, al mismo tiempo, su

gieren que la prolactina podri’a, de alguna manera, estar involu

crada en esta respuesta. Se ha demostrado183 que los transplan

tes de pituitaria a ratas inmaduras hipofisectomizadas, inducen
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un aumento significativo en el crecimiento testicular. Dado

que no se detecta FSH ni LH en la circulación de las ratas con

injertos, se asume que 1a prolactina es la responsable del crg

cimiento testicular, probablemente por activación de mecaniï

mos esteroidogénicos que conducen a 1a biosi’ntesis androgéni

ca.

La velocidad de crecimiento de las glándulas sexuales

accesorias es mayor después de los 35 di'as de edad, siendo

máxima entre los 50 y 60 di'as. En este momento, los niveles

séricos de prolactina se encuentran en aumento, los niveles de

FSH están disminuyendo y los de LH permanecen inalterados.

Asi’, es posible suponer, basándose en estos datos, que la pr9_

lactina actuari’a en forma sinérgica con los andrógenos testicg

lares o directamente a nivel tisular, para promover el creci

miento de las glándulas sexuales accesorias. Se ha demostra

do que injertos de pituitaria anterior debajo de 1a cápsula renal,

producen aumento significativo del peso de los órganos acceso

rios en animales intactos, castrados, castrados y adrenalecto

mizados o hipofisectomizados. Esto indica que 1a prolactina po

dri’a, en ciertas circunstancias, promover el crecimiento de los
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órganos sexuales accesorios atín en ausencia de andrógenos,

sin excluir la posibilidad de una acción directa de 1a prolacti

na sobre la si'ntesis de testosterona por el testi’culo, teniendo

luego un efecto sinérgico con los andrógenos sobre el creci

miento de la próstata y vesi’culas seminales. Un estudio de

Hafiez y col. 184muestra que el tratamiento de ratas hipofi

sectomizadas con una combinación de prolactina y LH, aumeg

ta la testosterona desde niveles no detectables hasta valores

por encima de los correspondientes a los adultos normales, ig

dicando que la prolactina actuari'a sinérgicamente con la LH pa.__

ra estimular la esteroidogénesis testicular.

EFECTOS DE LA PROLACTINA SOBRE LA PRODUCCION DE

TESTOSTERONA

Se ha descripto que el tratamiento con prolactina estimu

la 1a espermatogénesis en ratas hipofisectomizadas, tratadas
65 , , 185, 186con LH y en ratones hereditariamente enanos . En ra

tones adultos hipofisectomizados, se demostró que la prolactina

potencia la acción de la LH sobre la restauración de la esperma

togénesi3187, pero no asi’ el propionato de testosterona. Así”, se

prOpusoque la acción de la'prolactina sobre la espermatogénesis
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se debi'a a una potenciación del efecto de la LH, endógena o

exógena, sobre la esteroidogénesis testicular en lugar de un

efecto potenciador de la acción androgénica sobre el epitelio
. . 187 . .semini’fero . Apoyando esta sugerenc1a, los niveles plas

máticos de testosterona en ratas adultas hipofisectomizadas

son significativamente mayores después de un tratamiento

conjunto con LH más prolactina que con LH solamente .

Más aún, los testi'culos de estos animales tratados con la

mezcla de LH y prolactina incorporan más acetato en testos

terona, "in vitro", que los de los animales tratados solameg
188 . . . 'te con LH . La adm1n15trac1ón de esta hormona, prolact1na,

a ratones hereditariamente enanos, causa un aumento signifi

cativo de la capacidad de sus testi’culos para producir testostg
. 189 . . . .rona en respuesta a hCG, "in vitro" . La 1mportanc1a f151o

lógica de la prolactina en la regulación de la función de la celu

la de Leydig puede deducirse a partir de los siguientes datos.

Primero, en ratones enanos, la deficiencia congénita de prolag
190, 191 . . .a está asoc1ada con esterilidad, la que puede ser re_tin

. , , 192vertida por tratamiento con prolact1na . Segundo, el trata

miento de ratones y ratas machos normales con inhibidores de.
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la liberación pituitaria de prolactina, reduce los niveles plas
. 193mátlcos de testosterona , aunque este efecto no se observó

siempre . Tercero, en hombres normales, las elevaciones

de la testosterona plasmática, se correlacionan con las eleva
. . . 195c10nes de 1a prolactina sérica y, además, aumentando los

niveles periféricos de prolactina por administración de ha10pe

ridol o sulpiride, se previenen los descensos diurnos normales

de la testosterona plasmática y se aumenta la respuesta testicg
1 1lar a hCG 75' 96.

Trabajos recientes acerca de los efectos de 1a prolactina

en la función testicular del hamster, indican que la prolactina

puede tener un papel importante en la regulación de los ciclos

estacionales de regresión recrudescencia testicular en estas eg

pecies. En el hamster dorado (Sirio), el pasaje de los machos

de un fotoperi’odo largo (mas de 12, 5 horas de luz/24 horas) a

un fot0peri'odo corto (menos de 12, 5 horas de luz/24 horas) prg

duce regresion de los testi’culosl97' 198. Dos o tres meses de

exposición a un fotOperi'odo corto produce una reducción signifi

cativa en el peso testicular y de las vesi’culas seminales, una de

clinación significativa en los niveles plasmáticos de testosteroe
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na, cambios histológicos en los testi’culos que se asemejan a

las consecuencias de una hipofisectomi’a y pérdida completa
. . 55 199

de la libido y de la fertilidad ’ .

Se ha demostrado que los niveles de LH y FSH también

disminuyen luego de la transferencia de los animales a un fo
v 200, 201 .toperiodo corto pero esta respuesta a una cant1dad re

, , 202
duc1da de luz no se observa Siempre . Más aún, no parece

probable que los niveles reducidos de LH y/o FSH sean respon

sables de la atrofia testicular, dado que la administración de

LH, FSH, una mezcla de LH y FSH o LHRH a un hamster con

testi’culos en regresión, no producen aumento del peso del sis

tema reproductivo masculina o en los niveles plasmáticos de
55, 199 . .testosterona . En contraste, los niveles plasmáticos y

pituitarios de prolactina se ven significativamente disminui

dos por un fotOperi'odo cortozoz' 203 y la administración de prg

lactina a animales con testi’culos en regresión produce una es

timulación significativ del crecimiento testicular y su función
199 . .. En recientes experimentos, se ha demostrado que un tra

tamiento prolongado con prolactina, por medio de un transplan

te ectópico de una hipófisis de otro animal, puede revertir corn
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pletamente la atrofia testicular, inducida por un fotoperi'odo

corto. Tampoco se produce atrofia cuandO‘se previene el des-'

censo de los niveles periféricos de prolactina mediante un

transplante hipofisario bajo la cápsula renal del macho, antes

de cambiar el régimen de luz (141uz210 oscuridad a 5 1uz:l9

oscuridad).

Asi’, parece que la inducción de la. regresión testicular

por un fotOperi'odo corto está asociada con un descenso en los

niveles periféricos de prolactina, manteniéndose el testi’culo

refractario a.la gonadotrofina exógena o endógena. Debe indi

carse, sin embargo, que este peri'odo refractario de los tesfï

culos a la gonadotrofina, cuando la liberación de prolactina es

tá reducida, es relativo. La administración de dosis masivas

de hCG o PMSGpueden estimular el crecimiento testicular y

aumentar los niveles plasmáticos de testosterona en tales ani

males. La administración de prolactina puede prevenir o re

vertir los efectos de la exposición de hamsters machos a un f2

t0peri’odo corto.

El papel de la prolactina en la regulación de 1a regresión

y recrudescencia de los testi’cul'osde los criadores estaci0na
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les, probablemente no esté limitada a1hamster. Estudios en

cabras y carneros, indican que 1a elevación de la prolactina

periférica en el verano coincide con el aumento en 1a testostg

rona plasmática que precede el establecimiento de la estación

de cri’a204’ 205.

Parece razonable suponer que los efectos de prolactina

sobre 1a función de los testi’culos refleje una acción directa de

esta hormona sobre la célula de Leydig. Se han encontrado si

tios receptores especí’ficospara prolactina en tejido intersti

cial aisladoZOÓ.El mecanismo de la estimulación esteroidogé

nica testicular por prolactina, probablemente involucre varios

efectos de esta hormona sobre 1a célula de Leydig, cada uno

contribuyendo a aumentar su capacidad de responder a 1a esti

mulación con LH. La deficiencia congénita de prolactina en los

ratones hereditariamente enanos está asociada con una capaci

dad disminuida de los testi’culos para unir LH174 y una reduc

ción de los niveles periféricos de prolactina en los hamsters,

por exposición a un fotoperi’odo corto, se acompaña de un des
55

censo en el número de receptores testiculares para LH . Adg

más, el tratamiento de ratas inmaduras con bromoergocriptina,
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un inhibidor de la liberación de prolactina, reduce la capaci

_ V 168 'dad de unión de LH de sus testiculos .

Otro.mecanismo de acción de la prolactina sobre los

testi’culos se sugiere a partir de la observación de que el tra

tamiento de ratones normales y hereditariamente enanos, c0n

prolactina, amnenta la concentración de colesterol esterifica
207, 208do en sus testí’culos Las reservas gonadales de éste

res de colesterol proveen precursoreslpara 1a esteroidogéne
_ 208, 209 .

SIS y, consecuentemente, el efecto de la prolactina 52

bre ellos puede explicar la capacidad de los testí’culos para

producir testosterona en respuesta a LH. La facultad de la pr_o_

lactina para aumentar la reserva de colesterol esterificado y

la respuesta esteroidogénica a LH fue previamente demostrada

en el ovario de coneja210. Un mecanismo adicional, por el cual

la prolactina podri’a aumentar 1a capacidad de los testi’culos pa

ra producir testosterona, es sugerido por la observación que el

tratamiento de ratones enanos con prolactina aumenta la activi

dad de 1a 3-9 y 17-{5-hidroxi-esteroide deshidrogenasas en sus

212, 213.testí’culos

Además de la presunta acción directa de la prolactina sg
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bre la célula de Leydig, también podri’aafectar la esteroidogé

nesis testicular indirectamente. Se conoce que 'el tratamiento

de ratas hembras inmaduras con prolactina, aumenta los nive_

. . H213 ., .les periféricos de FS , a51 como también en el ratón here
. . 189d1tar1amente enano .

Los efectos de la prolactina sobre el testi'culo deben ser

particularmente importantes durante la maduración sexual. En

la rata inmadura, los niveles plasmáticos de prolactina aumen
., 193tan entre los 30 y los 55 dias de edad , paralelamente con el

214
aumento en los niveles endógenos de testosterona , en el nú

‘ 215, 216 _mero de receptores testlculares para LH y en la capac¿

dad de los testi’culos para responder a LH produciendo testost_e_
217, 218 , .ona . La capac1dad de la prolactlna de aumentar la res

puesta testicular a.LH fue demostrada en ratas hipofisectomiza

das . En ratones hereditariamente enanos, deficientes en prg

lactina, el tratamiento con esta hormona produce crecimiento

de los testi'culos, aumento en 1a supervivencia de las células geï
. 186 . . . . 192minales en desarrollo y establec1m1ento de la fertihdad .

Un nuevo e importante aspecto del estudio de los efectos pi_

tuitarios sobre el testi’culo.concierne a la observación de que ni
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veles muy altos de prolactina pueden inhibir la función testi

cular. En el hombre, la hiperprolactinemia (usualmente pro- '

ducto de microadenomas adenohipofisarios, productores de

prolactina) puede ser asociada con hipogonadismo e impoten
220-223

cia . En ratas, el transplante de tumores productores
h ' . . . . 182 . .de prolactina induce atrofia testicular . Los niveles aproxi

madamente normales de LH y FSH en pacientes con hiperpro
220, 222-224 _

o sugieren un profundolactinemia e hipogonadism

desarreglo en el sistema de retroalimentación hipófisís-góna_

da, en el que la pituitaria responde deficientemente a la redug

ción de los niveles de esteroides gonadales. La inducción de

hiperprolactinemia crónica en ratas machos por injertos múl

tiples ectópicos de hipófisis, no induce atrofia testicular o

cai’daen los niveles plasmáticos de testosterona pero reduce

las concentraciones periféricas de LH y FSH 9? Además, se

ha observado recientemente que la producción de testosterona

por testi'culos de ratón, estimulados "in vitro" con-gonadotro

fina, no es inhibida por el agregado de cantidades grandes de

prolactina (0, 5-50 ug/ml) al medio de incubación. El efecto sg

bre el testi’culo de la elevación extrema de los niveles perifér_i
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cos de prolactina, podri'a estar mediada por las adrenales.

Las adrenales contienen grandes cantidades de receptores pa-
_ 225, 226 _ , . .ra prolactina y la hiperprolactinemia está asociada con

_ . 182, 189 _hipertrofia adrenal . Los ester01des adrenales pueden
. . . . . 22lnhlblr la producc1ónde testosterona por los testículos 7.

PAPEL DE LA PROLACTINA SOBRE EL RECEPTOR TESTICU

LAR PARA LH

Se ha demostrado que la administración de prolactina a ra

tones enanos, aumenta el número de los receptores testiculares
174 l

para LH , asi’ como lo hace en testi’culo de rata .

Los receptores para LH en el testi’culo de la rata en crec_i_

miento están modulados por cambios en la prolactina plasmática.

La administración de Z-d-Bromo-ergocriptina (CB-154)no alte
228 . . .ra los niveles séricos de LH pero disminuye 1a unión de la hoi

1mona luteinizante 68. Este efecto no se debe a una acción directa

de la CB-154 sobre el testi’culo

En hamsters privados de luz, 1a prolactina incrementa los

receptores para LH. La administración de prolactina a ratas hipg

fisectomizadas, permitió observar que dosis pequeñas de LH te
60 .

ni’anun efecto positivo sobre su receptor . Además, la PrOIaCtl‘
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na previene 1a pérdida de receptores para LH, inducida por

la administración de hormona homóloga,‘ya 'sea‘en ratas hi

pofisectomizadas o intactas.

La prolactina podri’aafectar la concentración de recep

tores testiculares para LH en las ratas hipofisectomizadas,

por mantenimiento de 1a célula de Leydig o por un efecto espe

ci’fico sobre los receptores para LH. Apoyando 1a idea sobre

el mantenimiento de las células de Leydig, se encuentra un

trabajozzg, en el que se menciona que 1a prolactina causa e1

crecimiento de tumores de células de Leydig en e1 ratón. Se

ha descripto que e1número de células de Leydig no disminuye

sino después de 2 semanas de la hipofisectomi’a23o- Dado que

los receptores para LH comienzan a desaparecer dentro de las

48 horas posteriores a 1a hipofisectomi’a71 Y, habiéndose estu

diado el efecto de 1a prolactina dentro de los 7 di’as posteriores

a 1a operación, se sugiere que esta hormona regula el número

de receptores para LH por célula de Leydig.

OTROS ASPECTOS EN LA REGULACION DE LA FUNCION

TES TI CULAR
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ANDROGENIZACION NEONATAL

La actividad reproductiva del macho intacto, es marca

damente diferente de 1ahembra.

El macho adulto secreta andrógenos y forma espermatg

zoides maduros en forma, esencialmente, continua. Además,

la. rata macho despliega una conducta sexual siempre que en

cuentra una hembra. receptora. A pesar de que la conducta se

xual de 1a rata. macho es inhibida por un medio ambiente nue

vo, una vez que el macho se adapta al nuevo ambiente, podrá

aparearse con la.hembra receptora.

Contrariamente, 1a actividad reproductiva de 1a rata herg

bra es ci’clica. Los óvulos maduros son liberados solamente

cuando ocurre la ovulación, hecho que sucede espontáneamente

cada cuatro o cinco di'as. La ovulación es producida por una dei

carga. ci’clica de gonadotrofinas liberadas por la pituitaria. En

contraste con la producción androgénica, relativamente estable,

por los testi'culos, los ovarios de la rata hembra secretan dife

rentes cantidades de estrógenos y progesterona a través del ci

clo reproductivo. La actividad ci’clica del ovario es responsable

del caracteri’stico ciclo vaginal de cuatro o cinco di'as.
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La ovulación, que es la llave del ciclo estral de la hem

bra, es llevada a cabo por la activación neural 'de la glándula '

pituitariar en respuesta a los niveles circulantes del estróge

no ovárico. Debido a la dependencia de esta función cerebral

sobre los estrógenos, se podri’a suponer que la diferencia se

xual en- actividad reproductiva se debe a la presencia de un

ovario funcionante en la hembra y a su ausencia en el macho.

Sin embargo, cuando se transplanta un injerto ovárico a un ma

cho castrado, no ocurre ovulación. Aún en presencia de este

roides Ovaricos, el cerebro de la rata macho no induce ovula

ción. La glándula pituitaria, por si" misma, no es el factor

que determina la caracteri’stica reproductiva, dado que trans

plantes de hipófisis de ratas machos permiten el reinicio del

ciclo ovulatorio estral, en hembras hipofisectomizadas. COn

respecto a la actividad pituitaria, la capacidad del cerebro de

la rata hembra de regular la secreción ci’clica de gonadotrofi

nas responsables de la ovulación, es la diferencia sexual fun

damental. El concepto de diferenciación sexual establece que

esta diferencia sexual, fundamental en la función cerebral, no

está directamente establecida por expresión genética neuronal.
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Por el contrario, la producción de una sustancia por los test_i'

culos neonatales, presumiblemente andróg‘enos,' es el factor

que determina el curso del desarrollo del cerebro.

Desde las propuestas teóricas de Lillie231' 232 y Keller

y Tandler233 sobre la posible causa de la condición conocida

como "tree-martin” en el ganado, se han realizado innumera

bles estudíos acerca del papel de las hormonas en la diferen

ciación sexual. Como consecuencia de estos estudios, se ha

establecido que el sexo genético de los mami’feros no puede ser

alterado por las hormonas, a pesar de que se pueden producir

aberraciones permanentes por tratamiento hormonal prenatal.

EFECTO DEL TRATAMIENTO HORMONAL PRE- Y POSTNA_

TAL SOBRE LA REPRODUCCION

Las respuestas de las gónadas, los órganos reproductivos

accesorios y el cerebro a hormonas exógenas, depende no sólo

de las hormonas administradas, sino de la duración del trata

miento, de la dosis empleada y de la edad de los animales tra

tados. Para establecer cuidadosamente la respuesta del tracto

reproductivo a una hormona, primero es necesario establecer

si el órgano en estudio responde a una determinada edad. Mi
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rando la literatura, se puede establecer que la hipófisis, las

gónadas y las glándulas sexuales accesorias prepuberales, no

reaccionarán de igual manera que el animal maduro.

Las relaciones entre edad prepuberal y respuesta gona

dal, han sido estudiadas mediante transplantes de tejido gona

dal y por 1a administración exógena de esteroides y gonadotro

finas. De tales estudios se ha determinado que existe una gran

variación según las especies, siendo la duración de 1a etapa r3

fractaria corta, en 1a rata, y más larga en el mon0234.

En el macho prepuberal, 1a administración de gonadotro

fina aumenta el peso testicular y el diámetro de los túbulos se

mini’feros, estimulando el tejido intersticial, sin acelerar 1a.es_

permatogénesis. Incluso el tratamiento continuado con gonado

trofinas desde el nacimiento hasta la pubertad, no es capaz de

acelerar la aparición de espermatozoides. Más importante es

la respuesta del tejido intersticial antes de 1apubertad. La goní

dotrofina estimulará las células intersticiales para secretar an

drógenos, en cantidad suficiente como para aumentar el tamaño
235, 236

de las vesi’culas seminales , por ejemplo.

La contribución de las secreciones de los ovarios y testi’cu_
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los prepuberales (o su desaparición) a la subsecuentebfertili

dad del animal, fue estudiada originalmente por Pfeiffer237. 

El observó que, ovarios transplantadosa machos adultos que

habi'an sido castrados al nacimiento, mostraban un desarrollo

normal de foli'culos y cuerpo lúteo. Similarmente, ratas hem

bras ad-ultas, ovariectomizadas al nacimiento, exhibi'an un ci

clo vaginal normal, cuando se les transplantaba un ovario en

el ojo. Contrariamente, cuando se transplantaban testi’culos a

hembras recién nacidas, los ovarios de estos animales cuando

adultos, conteni’an solamente foli'culos (no cuerpo lúteo) y pre

sentaban cornificación vaginal persistente, siguiendo a la pu

bertad. Pfeiffer propuso que el mecanismo por el cual el an

drógeno (secretado por el testi'culo), produci’a esta condición

estral anovulatoria persistente, era por "masculinización" de

la adenohipófisis, tal que resultaba en una secreción de gona

dotrofinas permanentemente desbalanceada. Este autor sugeri’a

que la hipófisis de 1a rata recién nacida estaba indiferenciada.

Si se diferenciaba en presencia de andrógenos, sólo se elabora

ri’a FSH, mientras que si se diferenciaba normalmente, se secrg

tari’an tanto LH como FSH. Con'la identificación y cristalización



-75

de testosterona, diferentes autores estudiaron el efecto de in

yecciones postnatales de este andrógeno sobre la fertilidad po_s'_

terior. Es-tos estudios llevan involucrados diferentes regi’rnenes

de tratamiento y varias dosis hormonales.

INFLUENCIA DE LA ADMINISTRACION PREPU BERAL DE ES

TEROIDES SEXUALES SOBRE LA FISIOLOGIA REPRODUCTIVA

DEL MACHO

ANDROGENOS

Los efectos de las hormonas androgénicas en el sistema

reproductivo del macho han sido extensamente investigados.

Los diversos efectos producidos por los andrógenos depen

den de 1a edad, duración del tratamiento y 1a dosis empleada. Por

ejemplo, en 1a rata inmadura, pequeñas dosis de andrógenos dis
. . 238 . . .minuyen e1peso testicular , mientras que d051smayores esti

mulan el testi’culo. En ambos casos, sin embargo, hay atrofia de

las células de Leydig. La respuesta diferencial del testi’culo, de

pende del efecto estimulatorio directo de altas dosis de andrógeno
239 , ,

exógeno sobre 1a gónada . Pequeñas d051s de andrógeno no esti

mulan los testi’culos directamente, pero inhiben 1a producción y/o

liberación de gonadotrofinas y, asi’, disminuyen el peso testicular.
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El efecto de una única inyección de andrógeno, a.un tiempo de

terminado del desarrollo, sobre la maduración del sistema rs

productivo, ha sido estudiado por Barrac10ugh y Leathem24o.

Ratones machos, de 5, 10 ó 20 di'as de edad, fueron inyecta

dos con una dosis de 1 mg de propionato de testosterona, sien

do sacrificados a intervalos de 10 di’as, hasta los 60 di’as de e

dad. Los ratones tratados a los 5 ó 10 di’as de edad mostraron

menor velocidad de crecimiento testicular, a través de los 60

di'as de estudio. Incluso la diferenciación de las espermátidas

a espermatozoides, se les retardo de 30 a 40 di’as de edad. El

peso testicular de los ratones tratados a los 20 di’asde edad,

fue inicialmente menor, pero a los 40di'as de edad era compa

rable al de los controles. También se observó el esti'rnulo ini

cial de las vesi’culas seminales, en los ratones tratados a los

5 ó 10 di’as de edad, pero al alcanzar los 60 di’as de edad se corn

probó que este órgano era significativamente menor que el de

los controles. Aparentemente, el tratamiento con andrógenos

a machos prepuberales, retarda el establecimiento de la puber

tad aproximadamente 10 di'as, pero eventualmente, a los 60 dí’as

de edad, se establece una reproducción normal. En la hembra,
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contrariamente, un tratamiento idéntico altera permanente

mente la función reproductiva.

ESTROGENOS

Está generalmente aceptado que, en la mayori’a de los

casos estudiados (rata, cobayo, cerdo, toro, hombre, etc. ),
. . , 241los estrógenos 1nducenatrofia de la gónada masculina . Más

aún, si el tratamiento con estfógenos comienza tempranameg

te, se daña.el descenso testicular y se inhibe la espermatogé

nesis. Sin embargo, estos efectos de los estrógenos parecen

ser temporales, cuando son administrados a animales adultos
242

y la regeneración se completa en 6 semanas . El efecto de

los estrógenos en la rata es inducir atrofia de las células de

Leydig y del epitelio germinal, de tal forma que sólo perma

necen espermatocitos, células de Sertoli y espermatogonias.

Existe poca información sobre los efectos permanentes prodg

cidos nor dosis únicas de estrógenos a animales machos pre
. . 243 .

puberales. Harris y Lev1ne Inyectando ratas machos de 4

di'as de edad con 100 ug de benzoato de estradiol, observaron

un retardo del crecimiento y una marcada desorganización de
1 244 .

la espermatogénesis en la pubertad. Kincl y col. Informa
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ron que ratas machos, inyectadas con 120 ug de dipr0pionato

de estradiol, antes de los 10 di’as de edad; no c0pu1aban cuan

do adultos y que existi'a una pérdida completa del epitelio ge};

minal del túbulo semini’fero y un descenso del peso prostático

y de la vesi’cula seminal. Por el contrario, machos tratados

a los 10 ó 20 di'as de edad fueron adultos normales. Reducien

do la dosis de estrógenos, se notó que 10 ug de estas hormo

nas eran insuficientes para. producir atrofia testicular. Una

única inyección de 30 ug de estradiol produce una disminución

significativa del peso de las glándulas accesorias e infertilidad,

sin detener la. espermatogénesis. Dada 1a disminución del peso

de próstata y vesi’culas seminales, pareceri'a. que 1a acción de

los estrógenos se ubicarí’a a nivel de 1a secreción androgénica

(como ya hemos comentado anteriormente). Asi“, estos machos,

esterilizados con estrógenos, se asemejan, en cierto grado, a

las ratas hembras con diestro permanente.

Si el tratamiento prepuberal con estrógenos alterase 1a

función normal del área que controla el hipotálamo tónico, dis

minuiri'a. 1a secreción de gonadotrofínas y se produciri’a el si'n

drome de machos o hembras anormales. Sin embargo, esta hi
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pótesis está en contradicción con los efectos producidos por

una única inyección de estrógenos en la rata hembra, donde l

ocurre el si'ndrome de estro persistente.

Se ha postulado que el efecto de los andrógenos sobre

la diferenciación cerebral es mediada a través de metaboli

tos estrogénicos, formados en el sitio de acción en el cere

br0245' 246. Se ha demostrado “in vivo", una captación espe
_ . _ 247-256

c1’f1cade estrad101 por el hipotálamo y la hipófisis e

_ _ 257-261 _ _ '"in v1tro“ . Estudios posterlores han caracterizado a

estos sitios de unión, asi“como los efectos de la administra

ción de testosterona o la castración neonatal sobre los mis
262O

EFECTO DE LA ANDROGENIZACION NEONATAL SOBRE

LOS NIVELES DE TESTOSTERONA, LH, FSH Y PROLAC

TINA EN RATA MACHO

Es aceptado, generalmente, que la administración de

andrógenos a ratas hembras, en el peri’odoneonatal, supri

me la liberación ci’clica de gonadotrofinas, ocurriendo una
263, 264liberación tónica de estas hormonas . La liberación

tónica, caracteri’stica de los machos,muestra niveles suoe
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riores en la FSH plasmática y pituitaria y en la prolactina s_é_

rica, cuando es comparada con ratas hem-brasZ-65-268.

Dado que la administración neonatal de andrógenos tara

bién induce cambios en la fisiologi'a reproductiva de las ratas

machos adultas269-271, el efecto de la androgenizacíón sobre

[la secreción gonadotrófica en este sexo no es clara.

Trabajos reciente5272 demostraron que, en ratas machos,

la administración de testosterona durante los primeros di’asde

edad, produce un incremento permanente en la secreción de FSH

y prolactina, comparada con la rata macho no tratada. Presumi

blemente, la administración de una dosis adicional de testoste

rona a ratas machos durante el peri’odode diferenciación sexual

del hipotálamo, producirí’a el desarrollo de un control hipotalá

mico hipertónico de la secreción gonadotrófíca, con niveles ele

vados de FSH y prolactina, comparados con las ratas machos

normales. Estos resultados proveen evidencia adicional de que

los andrógenos, actuando en los primeros di’as de vida, son res

ponsables de los niveles mayores de FSH y prolactina que carac

terizan la forma masculina o tónica de 1a secreción de gonadotrg

finas.
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EFECTO DE LA EDAD SOBRE LA FUNCION TESTICULAR

Está bien establecido que la testosterona'circulante
. . 273-275

d1sm1nuye en el hombre con la edad . La respuesta
_ . . _ 274, 276-278secretoria testicular, a la est1mulac1óncon hCG ,

en humanos en el peri’odo de envejecimiento, sugiere que al

gún defecto intri’nseco de la función de la célula de Leydig o

curre en el hombre, con la edad. Se ha documentado una dis_

minución en la. concentración plasmática de testosterona, en
279-281

la rata, alrededor de los 24-48 meses de edad y tan
280 281

to Miller y Riegle , como Chan y col. . han descripto

una.secreción anormal de testosterona en respuesta a hCG,

utilizando ratas Long-Evans envejecidas. Este descenso de

testosterona se correlaciona con una pérdida. de la actividad

en la 3-(5-hidroxi-esteroide deshidrogenasa, observada entre
282

los 12 y 18 meses de edad (Leathem y Albrecht ) y con una

disminución aparente de la masa de células de Leydig, según
283 .

lo describen Peng y col. . De acuerdo con Mille-r y Riegle
280 281

y Chan y col. , hasta una hora después de la estimula

ción con hCG, los animales viejos son, relativamente, hipoesíi

mulables con la gonadotrofina y‘sugieren que, al menos hasta
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los 24 meses de edad, este defecto es reversible, dando un

peri’odo adecuado de estimulación gonadot'rófica'.

Una»función reproductiva reducida, es caracteri’stica

del envejecimiento en varias especies de mami’feros. A pesar

que el mecanismo neuroendocrino preciso, involucrado con

las alteraciones de la reproducción, relacionadas con la edad,

permanece sin resolver, la información corriente sugiere que

la edad podri'a afectar varios componentes del sistema de con

trol hipotálamo -hipofisario—gonadal.

Estudios recientes han mostrado niveles reducidos de

testosterona sérica en ratas machos envejecidas y en humanos
280, 284

. Los efectos de la edad sobre la función gonadal, están

relacionados con los efectos del envejecimiento sobre la secre

ción gonadotrófica. Aunque la reducción en la producción de eg

teroides gonadales con la edad, en los humanos, está acompa

ñada por concentraciones aumentadas de gonadotrofinas en sarL
285, 286

gre , no hay evidencias de un aumento similar en 1a libg

ración de gonadotrofinas, acompañando 1a secreción reducida

de esteroides gonadales, en las ratas envejecidas. Recientemen

te se ha descripto un descenso en los niveles séricos de LH en
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, _ 287ratas machos enveJecidas .

Estos estudios sugieren efectos significativos de la edad

sobre la secreción pit uitaria de gonadotrofinas. En la mayori’a

de los estados reproductivos, las ratas viejas poseen niveles

séricos de LH reducidos. Estas concentraciones bajas de LH

sugierenyuna secreción hipofisaria de gonadotrofina crónica

mente reducida. Además, se ha descripto que las ratas envejg

cidas responden a la inyección endovenosa de LHRH con meng

res niveles de LH sérica, comparadas con ratas más jóvenes
287, 288

. El incremento en la LH sérica, siguiendo a una inyec_

ción aguda de LHRH en ratas envejecidas, indica que sus pitui

tarias son capaces de secretar cantidades mayores de LH que

las que mantienen normalmente. Una actividad secretoria de LH

reducida durante largo tiempo, caracteri’stica de la rata enveje

cida, puede, al menos en parte, dar cuenta de la respuesta pitui_

taria disminuida a la inyección aguda de LHRH, en estos anima

les.

A pesar que los estudios corrientes indican que la rata en

vejecida puede sostener niveles séricos de LH sustanciales, bajo

condiciones experimentales de alta estimulación con LHRH, por
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un peri’odo limitado de tiempo, existe amplia evidencia que 1a

respuesta de la unidad hipotálamo-hipofis'aria, 'que controla

la secreción de LH, está alterada en la rata envejecida. Han

sido descriptos niveles basales reducidos de LH en ratas ma
287, 289

chos envejecidas , asi”como también en ratas hembras
. '. ‘ . . 288,289envejec1das, en diversos estados reproductivos . Se ha

probado que las concentraciones hipofisarias de LH son meno

res en ratas machos y hembras envejecidas que en sus contro
. 291.292 . .les adultos Jóvenes . Estas concentrac1ones séricas y

pituitarias de gonadotrofinas estari’an relacionadas con el des

censo en 1a capacidad reproductiva de ratas envejecidas de arg
280, 293, 294

bos sexos .

Si el control del sistema reproductivo en estos machos

envejecidos funcionase normalmente, la disminución de 1a tes
. 280 .,tosterona, observada en estos animales , deberia ser detec

tada en el sistema de retroalimentación hipotálamo-hipofisario,

resultando en una secreción de LH aumentada. Dado que las ra

tas machos envejecidas inyectadas c0n hCG, presentan niveles

séricos de testosterona aumentados, indicando que son capaces

de responder a 1a gonadotrofina', se concluye que la testostero
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na sérica reducida refleja una menor estimulación gonadotró—

fica de los testi'culos.

Existe una hipótesis que indica que las alteraciones relí

cionadas con 1a edad en el sistema de control reproductivo, o

curren en la regulación neural de la liberación de hormonas

hipotalamicaszsó' Z93’295. El hipotalamo de las ratas machos

envejecidas posee suficiente actividad liberadora de gonadotrg

fina como para estimular la liberación de LH a partir de incu

baciones de hipófisis de ratazgl. La rata macho envejecida pre

senta un incremento menor en los niveles séricos de LH y FSH

post-orquídectomi’azsg' 296. Estos resultados indican que, a pg

sar de que el sistema de control reproductivo responde a una

retroalimentación negativa disminuida, posterior a la gonadec

tomi’a, la respuesta es menor- que la que ocurre en la rata adu_l_

ta joven.

A pesar que el mecanismo preciso involucrado en el dete

rioro de la función hipotalámica de la rata envejecida no está

completamente entendido, una cantidad sustancial de datos ex

perimentales sugieren que las catecolaminas hipotalámicas po

dri’an estar mediando este proceso. Se conoce que las catecol_a_
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minas hipotalámicas influencian las secreciones de 1a hipófi

sis anterior, presumiblemente afectando 1a liberación de hog

monas reguladoras hipotalámicas, o por una acción directa sg

bre la pituitaria. Se ha relacionado un aumento en las cateco

laminas hipotalámicas con 1a liberación de LH hipofisaria y

con 1a inhibición de 1a liberación de prolactina297. El descen

so en los niveles séricos de LH y el aumento en los de prolag

tina están de acuerdo con la hipótesis de una disminución de

la función de catecolaminas hipotalámicas. Esta hipótesis se

apoya en las observaciones de un menor contenido en catecola
298, 299

minas hipotalámicas y una disminución en la velocidad
. . 298, 300

de recambio de catecolaminas neuronales en ratas y r_a_

tones envejecidos. Sin embargo, se necesita mayor experimeg

tación para entender las bases moleculares de los cambios en

la función de las catecolaminas hipotalámicas en las ratas envg

jecidas, para comprender cómo están relacionados los cambios

en estas hormonas con las alteraciones de 1a respuesta hipotalí

mica a los múltiples esti’mulos positivos o negativos que recibe.
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FOTOPERIODO, GLANDULA PINEAL Y REPRODUCCION

El fotoperi’odo diario, hasta donde se conoce, es el fac

tor más importante que determina el carácter endocrino y an

ti-reproductivo de la glándula pineal en la mayori’a de las es

pecies mami’feras que han sido investigadas. Fotoperi’odos cor

tos, exposición a la oscuridad o ceguera son considerados, u

sualmente, como estimulantes de la producción y descarga de

antigonadotrofinas pineales y, por lo tanto, inhibitorias para la

reproducción. Contrariamente, fotoperi’odos largos inhiben 1a

actividad pineal antigonadotrófica y, por lo tanto, eliminan el

efecto supresor de la glándula pineal. Esta regla general es a

plicable a varias especies de roedores y a un número de ungu

lados y carni’voros que han sido investigados. Esta regla está

ejemplificada por los .hallazgos obtenidos utilizando al hamster

dorado (Mesocricetus auratus) como animal experimental. La

restricción tanto en machos como en hembras de esta especie

a menos de l2, 5 horas de luz por un peri’odo de 24 horas, indg

ce colapso sexual e incompetencia reproductiva. Asociado con

el marcado descenso en el peso testicular, los animales se vue_l_

ven aspermatogénicos, la testosterona circulante decae, los ór
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ganos sexuales accesorios involucionan, los ti’tulos plasmáti

cos de las gonadotrofinas están disminuidos y los niveles pi

tuitarios de LH y prolactina están reducidos. Los efectos de

iluminación ambiental constante sobre la fisiologi'a reproduc

tiva, especialmente en ratas, se han atribuido al hecho de que

la iluminación continua suprime completamente la actividad

pineal. Hasta donde esto es cierto, la luz constante también

tiene efectos sobre la reproducción que son independientes de

la. glándula pineal. De hecho, si las consecuencias reproducti_

vas de 1a iluminación constante fuesen debidas, exclusivameg

te, a su efecto supresor de 1a actividad antigonadotrófica ping

al, la simple pinealectomi’a deberi’a tener los mismos efectos

sobre 1a reproducción que la iluminación constante; sin embaï

go, las consecuencias de estos dos tratamientos SOnbien dife

rentes.

FOTOPERIODOS CORTOS Y FUNCION PINEAL

Un fotoperi’odo diario de menos de 12, 5 horas de luz por

di’aes, usualmente, considerado inhibitorio para la reproduc

ción en los hamsters301. A pesar de la relación obvia entre 1a

duración del fot0peri’odo y la función sexual del hamster, se cg
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noce poco acerca de cómo la duración del di'a actúa para cam

biar la capacidad de cri’a. De acuerdo con Stetson, Elliott y

Menaker302, existen, por lo menos, cuatro caminos por los

cuales un hamster podri’adiscriminar los di'as largos de los

cortos: 1) ellos podri’anmedir la duración absoluta del peri’o

do luminoso, 2) podri’anmedir la duración absoluta del peri’o

do de oscuridad, 3)podrïan1nedirla relaciónluzzoscuridad o,

4) una oscilación circadiana de fotosensibilidad podri’a gober

nar la respuesta del animal a la luz. Para estudiar cuáles de

estos caminos seri’an utilizados por los hamsters, usaron un

ejemplo experimental que denominaron fotoperi’odos de reso

nancia. Expusieron hamsters machos adultos a ciclos de luz:

oscuridad que inclui’an un peri’odo de luz de 6 horas, alternan

do con peri’odos de oscuridad de diversa duración, de forma

de tener una longitud de ciclo de 24, 36, 48 ó 60 horas de du

ración. En este esquema experimental, los hamsters que esta

vieron expuestos a 6 horas de luz cada 1, 5 di'as (luzzoscuridad

6:30) o cada 2, 5 di’as (luzzoscuridad 6:54) interpretaron éstos

como di’aslargos y, por lo tanto, las dimensiones testiculares

y de las glándulas sexuales. accesorias permanecieron en la
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condición adulta. Los otros dos fotOperi'odos, es decir luzzos

curidad 6:18 ó 6:42, fueron incapaces de mantener los órganos

reproductivos en la condición sexualmente madura. Resulta

aparente, de estos resultados, que el hamster no depende de

la duración absoluta de la luz, de la oscuridad o de 1a relación

luzzoscuridad para mantener los testi'culos y órganos acceso

rios. Estos hallazgos sugieren que un ritmo circadiano de fo

tosensibilidad determina cuando la luz actuará con capacidad

estimulatoria en el eje pituitario-gonadal.

Una de las consecuencias más obvias asociadas con la

involución gonadal mediada por 1a pineal, en machos expuestos

a la oscuridad, es una dramática depresión en los niveles hip9_

fisarios de prolactina. A pesar de que el papel preciso de la

prolactina en la fisiologi'a normal del macho requiere definición,

ha sido demostrado que estimula la esteroidogénesis testicular

en ratas y ratones. Estas observaciones combinadas, conven

cieron a Bartke, Croft y Dalterio199 de la posibilidad de que u

na disminución en la prolactina podri’a dar cuenta, a1 menos en

parte, de la inactividad de los órganos sexuales accesorios y

del testi’culo que sucede a l_arestricción luminosa en los hams
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ters machos. A causa de esto, ellos expusieron hamsters ma

chos a oscuridad hasta que la pineal produjo el colapso repro

ductivo (8 semanas). Luego, un grupo de animales recibió in

yecciones diarias de solución salina, 300 ug de prolactina ovi

na, 20 ug de LH ovina o 150 ug de FSH ovina, durante 2, 5 se

manas. En estas condiciones ni la LH ni la FSH, por si' solas,

tuvieron influencia detectable sobre los parametros de la re

producción que midieron; sin embargo, la prolactina estimuló

el crecimiento testicular y de los órganos accesorios, la espe;

miogénesis y los niveles plasmáticos de testosterona. Aunque

el tratamiento con prolactina no restauró completamente la di

mensión testicular, los niveles plasmáticos de testosterona en

los animales que habi’anrecibido prolactina fueron comparables

a los hamsters controles sin tratamiento.

FOTOPERIODOS LARGOS Y FUNCION PINEAL

Antes de conocerse que la actividad bíoqui’rnica y endocri_

na de la glándula pineal dependi’a de la información luminosa que

alcanzaba los ojos, era rutina pinealectomizar los animales y

comparar la respuesta de los órganos endocrinos, un tiempo dei

pués, con aquellos de controles "falsamente operados". En estos
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estudios, tanto los animales pinealectomizados como los "fal

samente operados", fueron mantenidos en condiciones de foto

peri’odos largos (más de 12 horas de luz por di'a). Desde que

se conoce que el fotOperi'odo juega un papel importante en 1a

determinación de la actividad endocrina de la pinieal, rápida

mente aparece el error en la. investigación de 1a función pine

al de los animales expuestos a di'as largos. En el experimento

descripto, todos los animales estuvieron esencialmente pinea

lectomizados, la mitad fue quirúrgicamente pinealectomizada

y los "falsamente Operados” fueron "fisiológicamente pinealeg

tomizados" por los largos'peri'odos de luz. Para examinar a

prOpiadamente 1a actividad de la pineal, es necesario someter

este órgano a fotoperi’odos de longitudes reducidas; asi’ apare

ce la actividad de la. pineal.

OBJETIVOS LA PRESENTE INVESTIGACION

El objetivo del presente trabajo es aportar nuevas eviden_

cias que demuestren la necesidad de un complejo hormonal pa

ra el mantenimiento de la función normal de las células de Ley

dig, representado principalmente por la hormona luteinizante,

la prolactina y la insulina. .
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También se investigan condiciones fisiológicas, asi' co

mo tratamientos hormonales, que pueden influir sobre la ca

pacidad reproductiva de 1a rata macho.

En todos los casos se estudian los mecanismos molecu

lares que se ponen en funcionamiento, intentando explicar las

causas responsables de los fenómenos enunciados en la Intro

ducción a 1a presente labor de investigación.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron ratas machos de 1a cepa Wistar (Rattus

norvegicus albinus, variedad Wistar), adultas (aproximada

mente de 90 di'as de edad), salvo especificación en contra.

¿ondiciones del bioterio: temperatura constante (25°C),

con peri’odos de luz de 12 horas y 12 horas de oscuridad. Los

animales recibieron dieta balanceada y agua "ad libitum".

TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

—OBTENCION DE ANIMALES DIABETICOS

La diabetes se produjo mediante la inyección de estrep

tozotocina (Upjohn Co., lot. 60140) (droga que destruye seleg

tivamente las células beta del páncreas), por vi’aendovenosa,

en una dosis de 65 mg/kg de peso corporal. La droga se pre

paró en solución salina acidificada con unas .gotas de acido ci”

trico 0, 025 M, hasta ajustar el pH a 4, 5.

Tres di’as después de la inyección de estreptozotocina,

se midió la glucosa en sangre utilizando tiras reactivas Destrg_

tix.

El éxito del tratamiento se evaluó siguiendo la aparición
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de hiperglucemia, glucosuria y poliuria.

Los animales se utilizaron 30 di’as después de la inyec- '

ción de estreptozotocina.

ADMINISTRACION DE INSULINA A LOS ANIMALES DIABE

TICOS

Un grupo de animales diabéticos fue inyectado con 2 UI/

rata/día, de una.suspensión de protamina-Zn-insulina (Eli Lilly

&Co. ), subcutáneamente, comenzando 15 di'as después de la ad

ministración de estreptozotocina y prolongando este tratamien

to durante 15 di’as. Con esta dosis se logró una relativa norma

lización de 1a glucemia.

-OBTENCION DE ANIMALES "DESENSIBILIZADOS" POR hCG

Los animales fueron inyectados con una dosis subcutánea

de hCG (200 UI/rata) (Endocorion, Elea), que denominaremos

"dosis desensibilizante" o con una segunda dosis de la misma

hormona, a los dos o siete di’asposteriores a la primera inyec

ción, que llamaremos “dosis re-sensibilizante".

Luego de este tratamiento, los animales fueron sacrifica

dos, a diferentes tiempos, .por decapitación. La sangre se utili
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zó para 1a.determinación hormonal correspondiente.

El grupo de animales considerado como control, reci- "

bió una o dos inyecciones subcutáneas de vehi’culo (solución

fosfato-salina, buffer Dulbecco, pH: 7, 4).

V-OBTENCION DE ANIMALES ANDROGENIZADOS

En este caso, los animales recibieron una única dosis

de propionato de testosterona (5 mg/ rata), en el primer di'a

de vida post-parto.

Las ratas fueron utilizadas al alcanzar los 90 di’as de

edad. Fueron sacrificadas por decapitación y su sangre se u

tilizó para estudios hormonales.

-ESTUDIOS SOBRE RATAS ENVEJECIDAS

Para estos estudios se utilizaron ratas de 23 meses de

edad, comparando los resultados con los obtenidos con ratas

de 6 meses de edad.

Para 1a investigación de 1a influencia de 1a administra

ción de testosterona sobre el parámetro estudiado, las ratas

fueron inyectadas durante 14 di'as con enantato de testostero

na (100 ug/O, 1 ml/ 100 g de peso corporal) o con vehi’culo so
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lamente.

-ESTÚDIOS REALIZADOS EN VIZ CACHAS

Para el estudio de la influencia del fot0peri’odo sobre

la función testicular, se utilizaron vizcachas (Lagostomus

Maximus Maximus).

El grupo de animales considerado como control, con

sisti’a en vizcachas cazadas en su habitat (noche), mientras

que el otro grupo estaba formado por animales sometidos a

8 di’as de iluminación constante (100 foot candle).

AISLAMIENTO DE CELULAS DE LEYDIG POR TRATAMIEN

TO CON COLAGE NASA

303
Se utilizó 1a técnica descripta por Mendelson y col. ,

utilizando colagenasa (Worthingthon) para 1a dispersión del te

jido tubular.

Los testi’culos descapsulados, colocados en tubos en tu

bos de plástico (Falcon) (seis testi’culos por tubo), 'fueron sus

pendidos en Medio 199 (Diffco Co. ), en 1a relación 1 testi’culo

por m1 de medio, conteniendo 0, 3 mg de colagenasa/ml. La

incubación se realizó a 37°C, durante 15-20 minutos, en un ir_1__
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cubador Dubnoff, bajo atmósfera de carbógeno (OZ: 9-5070,C02:

5%), con agitación constante.

Finalizada 1a incubación, la reacción se detuvo por dilu

ción con Medio 199 (8 m1 por cada m1 de incubación).

Con el objeto de dispersar mejor el tejido, se agitó en

forma ro-tatoria el tubo incubado, durante 3 minutos, dejándo

10 reposar otros 3 minutos. Cuando los túbulos hubieron decag

tado, el sobrenadante fue aspirado con una jeringa de plástico

y filtrado a través de Nitex (malla de poro 50), recogiéndose el

li'quido filtrado en otro tubo de plástico. La res uspensión se rg

pitió una vez más y el li'quido filtrado se junto con el anterior.

Este filtrado, conteniendolas células intersticiales, se

centrifugó a 700 x g, durante 10 minutos. El precipitado asi'

obtenido, se resuspendió en Medio 199, enla relación de 1 teg

ti'culo en 6 m1 de medio.

La determinación del número de células se realizó sobre

50 u1de esta preparación, teñidas con 150 ul de una solución a

cuosa de azul de metileno al 0, 2%. Luego de 10 minutos, se a.

gregaron 300 ul de Medio 199 y las células se contaron en una

cámara. En estas condiciones, 'se obtuvieron preparaciones de,
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aproximadamente, 7 x 106 células/m1.

INCUBACIONES CON TESTÏCULOS INTACTOS Y CELULAS

DE LEYDIG AISLADAS

—TESTICULOS INTACTOS

Los testi’culos intactos fueron obtenidos inmediatamen

te después de sacrifica-r los animales por decapitación. Cada

testi’culo se descapsuló y fue incubado en un volumen de 3 m1

de Medio 199, conteniendo 1-meti1-3-isobuti1-xantina (MIX)

0, 1 mM y las hormonas a estudiar.

La incubación se llevó a cabo durante 3 horas, a 34°C,

en unrincubador Dubnoff, bajo atmósfera de carbógeno y con

agitación constante.

Finalizada 1a incubación, el medio fue aspirado y congg

lado a —20°C,hasta ser utilizado.

- CELULAS INTERSTICIALES

Las células obtenidas según la. técnica ya mencionada,

fuerOn incubadas en un volumen final de 2 m1 de Medio 199

(aproximadamente 10 x 10ó células), con MIX 0, 1 mM y su

plementado con las hormonas a estudiar.
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La incubación se realizó durante 2 horas, a 34°C, en

un incubador Dubnoff, bajo atmósfera de carbógeno y con a

gitación constante.

Finalizada la incubación, el medio de incubación fue

centrifugado a 1.000 rpm, durante 10 minutos. El li'quido so_

brenadante se destinó a la determinación de hormonas este

roides y AMP ci'clico. El precipitado celular se utilizó, en

algunos casos, para la determinación de AMP ci'clico intracg

lular o actividad de unión de las protei’nas quinasas, siguien

do la técnica que más adelante se detallará.

DETERMINACION DE TESTOSTERONA

El dosaje de testosterona se realizó mediante 1a utiliza

ción de un suero anti-testosterona, obtenido por inmunización

activa de conejos, a intervalos de dos semanas, con un conju

gado de testosterona-albúmina sérica bovina (BSA), preparado

por acoplamiento de la carboxi-metil-oxima de 1a testosterona

a BSA. E1 suero anti-testosterona utilizado, posee una constan

te de afinidad de 1010 M_1 y se utiliza en una dilución apropia
3

da (1:2. 500) para ligar el 50%de la testosterona- H de referen_

cia (aproximadamente 10. 0‘00cpm).
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El rango de utilidad es de 25 a 800 pg de testosterona,

en un volumen final de 0, 5 m1. Previa. incubación durante 16

horas, a 4°C, la hormona libre es separada por agregado de

0, 2 ml de una suspensión de carbón (Norit A)-dextrano (dex

trano 70) (o, 5-o, 05% P/V) en el buffer de ensayo (NazHPO4.

' 7 HZO, 0, 04 M; NaHZPO4' HZO, 0, 03 M; Azida sódica, 0, 015

M; NaCl, 0, 15 M, EDTA, 10 mM y gelatina 0, 1%, pH: 7).

La radiactividad se determinó en un contador de cente

lleo li'quido Packard Tri Carb (Modelo 3. 320).

-TESTOSTERONA SERICA

Una vez obtenida la sangre de los animales, se le per

mitió coagular y el suero se separó para la. determinación ho_1¿

monal.

Una ali’cuota de este suero fue extrai’da dos veces con 5

ml de éter eti’lico (Merck).

El residuo evaporado de los extractos etéreos, fue resuï

pendido en 0, 5 ml de buffer de ensayo y una ali'cuota apropiada

fue utilizada para la determinación del contenido de testostero

na.
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-TESTOSTERONA DEL MEDIO DE INCUBACION

De los sobrenadantes de las incubacíones, guardados a.

-20°C, se tomó una ali’cuota adecuada que, sin extracción prg

via, se utilizó para. 1a determinación.

DETERMINACION DE AMP CICLICO

Para. el dosaje de este nucleótido ci’clico, se utilizó 1a.
304

técnica. de Brown y col. .

-AISLAMIENTO DE LA PROTEINA QUINASA DE ADRENAL

BOVINA

Luego de la. separación de 1amédula, las cortezas de

glándulas adrenales bovinas, fueron homogeneizadas, utilizag

do un homogeneizador tipo Polytron (Brinkmann), a. 0°C, con

1, 5 volúmenes de buffer Tris-HCI, 50 mM, pH: 7, 4, conte

niendo Sacarosa, 0, 25 M; KCl, 25 mM y MgClZ, 5 mM. Este

homogenato se centrifugó a. Z. 000 x g durante 5 minutos y el

sobrenadante se recentrifugó a 5. 000 x g durante 15 minutos.

El sobrenadante de esta. última centrifugacíón se guardó, en

alfcuotas de 0, 5 m1 a. -20°C. Esta preparación fue descongelí

da y diluida con el buffer d? ensayo (Trís-HCI, 50 mM, pH: 7¡ 4
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conteniendo Teofilina, 8 mM y Z-mercaptoetanol, 6 mM). Es

te buffer se utilizó en todos los pasos posteriores.

-ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE AMP CICLICO

Cada tubo de ensayo conteni’a 50 ul de una dilución apro

piada de enzima, 100 ul de una cantidad conocida de AMP ci’

clico (entre 0, 039 y 20 pmoles) y 50 ul de AMP ci'clico-3H (a

proximadamente 3. 000 cpm). La cantidad de enzima era tal

que ligaba aproximadamente el 40% del AMP ci'clico de refe

rencia.

La incubación se realizó a 4°C, durante 90 minutos. Fi

nalizada la incubación, el AMP ci’clico libre se separó por el

agregado de 0, 2 ml de una suspensión de carbón-BSA (Sigma,

Fracción V) (500 mg de carbón:100 mg de BSA, para 10 ml de

buffer de ensayo).

La radiactividad se determinó en un contador de cente

lleo li'quido Packard Tri Carb (Modelo 3. 320), utilizando tolug

no centelleante, conteniendo 30%V/V de Tritón X-ll4.

-AMP CICLICO DEL MEDIO DE INCUBACION

El sobrenadante de las incubaciones de testi’culos o célu
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las se hirvió a 100°C, durante 10 minutos y, luego de centri

fugarlo a 3. 000 rpm, durante 10 minutos," una ali’cuota apro- ‘

piada del .sobrenadante se utilizó para 1a determinación del

nucleótido.

-AMP CIVCLICOINTRACELULAR

Las células sedimentadas luego de la incubación y lava

das con 2 m1 de Medio 199, conteniendo MIX, 0, 1 rnM, se re

suspendíeron en 1m1 del buffer de ensayo y, luego de sonicar

las en un sonicador Brinkrnann, durante 15 segundos, se las

hirvió a 100°C, durante 10 minutos. Luego de centrifugarlas,

se procedió de la misma forma. que con el medio de incuba

ción.

OBTENCION DE HORMONAS RADIACTIVAS

..HORMONA LUTEINIZ ANTE

Para preparaciones óptimas de 1ahormona marcada, 6 ug

de hCG (10. 000-12. 000 UI/mg) fueron marcados con 500 uCi de

1251, por una modificación del método del NaClO305 que a Conti

nuación se detalla.

Todos los reactivos fuero'n agregados a tubos de vidrio de
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4 x 40 mm (previamente siliconizados), de acuerdo con 1a si

guiente preporción:

1- hCG (1o. 000-12.000 UI/mg), 6 ug (60 ul)

2- Buffer fosfatos, 0, 5 M, pH: 7,4 (10 ul)

3- IZSI, libre de portador, en NaHO, 0,1 N, 500 uCi (10 ul)

4) NaClO, recién preparado, 15 nmoles (13 ul)

Después de agitar vigorosamente durante 45 segundos,

la. mezcla de iodinación fue diluida con buffer fosfatos 0, 05 M

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

co hormonal del de iodo libre, la fracción cor respondiente a

la hormona, se dividió en ali’cuotas que se guardaron congela

das a -70°C para su posterior repurificación, antes de su uti

lización.

Cada ali’cuota, aproximadamente de 0, 2 ml, fue purifica

da por Sepharosa-Concanavalina A o ACA 44 (Ultrogel, LKB,

Suecia).

PREPARACION DE SEPHAROSA- CONCANAVALINA A

306,307 de laLa. Concanavalina A fue unida a Sepharosa

siguiente manera: 50 g de Sepharosa 6B, lavada y suspendida

en 40 m1 de agua destilada, fue activada. con el agregado de 50
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ml de una solución al 16%P/V de bromuro de cianógeno acuo

so, recién preparado, mezclando continuamente con ayuda de

un agitador magnético y manteniendo el pH: ll mediante la

adición de una solución de NaHO 4 M. La reacción, llevada a

cabo a 20°C, durante 10-20 minutos, se consideró terminada

cuando no se requirió adición ulterior de álcali para mantener

el pH. En estas circunstancias fue necesaria la adición de 6 a

8 ml de NaHO. Inmediatamente, la suspensión conteniendo la

Sepharosa activada, se filtró por un filtro Buchner y se la lavó

con 100 ml de agua destilada y 100 ml de una solución de bicar

bonato de sodio 0, 1 M. Luego de esto, el sólido fue agregado a

una solución de 500 mg de Concanavalina A, disuelta en 40 ml

de NaCl 1 M, completándose la mezcla con 40 ml de NaHCO3

1 M. Dicha mezcla se dejó agitando durante la noche, a 4°C y

luego se lavó la preparación, filtrando a través de un embudo

de vidrio poroso con dos litros de NaHCO3 0, 1 M.

La eficiencia. del ac0plamiento se determinó por cornparí

ción de la absorción a 280 nm de la solución original de Conca

navalina A, con la correspondiente a los li'quidos de filtrado y

lavados, obtenidos después de producir el acoplamiento.
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El rendimiento, en las condiciones mencionadas, fue

de un 95-100%. Las preparaciones de Sepharosa-ConcanavaLï

na A fueron mantenidas a 4°C, en buffer PBS (Dulbecco). El

éxito de la actividad depende, casi exclusivamente, de la ca

lidad del bromuro de cianógeno.

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA

CONCANAVALINA A

La afinidad de los restos de hidratos de carbono de las

hormonas glic0proteicas por la Concanavalina A, fue utiliza

da para la purificación de la gonadotrofina marcada.

Mediante este método, dichas hormonas son esPeci'fica

mente adsorbidas a Sepharosa-Concanavalina A y luego eluidas

con soluciones de d-metilglucósido o drmetilmanósidof La se

lectividad de este procedimiento por la porción de hidratos de

carbono de la molécula marcada, contrasta enormemente con

el -método de.absorción en celulosa, donde el componente prote_i

co es el que desempeña el papel principal.

Para la purificación de 125I-hCG, la mezcla de iodinación

fue transferida a una columna de Sepharosa-Concanavalina A (5

x 140 mm). El iodo libre y.1a hormona dañada fueron eluidos con
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12 ml de PBS, conteniendo 1 mg/ml de gamma-globulina bo

vina; luego de esto, la hormona marcada fue eluida con la

misma solución, conteniendo q-metilglucósido 0, 2 M.
. . . 125 .Las pr0p1edades f1'51casde la I-hCG, obtenida por

este método, no difieren de la hormona no marcada según

los criterios utilizados (filtración por gel, electroforesis en

gel de poliacrilamida, electroenfocado).

La concentración de hormona en las preparaciones ra
. . . . . . 308diactivas se determinó mediante radioinmunoensayo . Es

de hacer notar que, marcaciones de hCG con el método de
309 . . . .la lactoperoxidasa , produjeron preparac1ones Similares

a los obtenidos con NaClO, aunque no mostraron ventajas en

su realización.

Se ha demostrado que estas hormonas mantienen su c012

pleta actividad biológica, a juzgar por los ensayos de aumento

en el peso de la próstata ventral y la disminución del contenido
, ' , 310, 311 _de ác1do ascórbico ovarico y la producc1ón de testoste

312
rona por testi’culos aislados .

125
La actividad especi'fica usual de la I-hCG empleada

fue de 50 uCi/ug.
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-PROLACTINA

Para la obtención de prolactina marcada con 1251, se

utilizó una modificación del método de ’I'horell y Johansson309.

Para preparaciones óptimas de hormona.marcada, 5 ug

de prolactina (en NazHPO4 0, 05 M, pH: 7,4) fueron marca".

dos con 500 uCi de 125I, según se indica a continuación:

l) Prolactina, 5 ug (10 ul)

2) Buffer Acetato de Sodio 0, 4 M, pH: 5, ó (10 ul)

3) IZSI, libre de portador, en NaHO 0,1 N, 500 uCi (6 ul)

4) Lactoperoxidasa bovina (Calbiochem, grado B, cat. N°427466)

2, 7 mg/ml en buffer Acetato de Sodio o, 1 N (4 ul)

5) HZO2 (300 volúmenes, diluida 1:20.000) (4 ul)

Después de agitar vigorosamente durante 2 minutos, la

mezcla de iodinación fue diluida. con 300 ul de buffer fosfatos

0, 05 M y transferida a una columna de Sephadex G-75. Separa

do el pico hormonal del de iodo libre, la fracción correspon

diente a la hormona se dividió en ali’cuotas, que se guardaron

congeladas a -70°C para. su posterior repurificación, antes de su

utilización.

Cada ali’cuota, aproximadamente de 0, 2 m1, fue purificada
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por columna de poliacrilamida-agarosa (ACA54, Ultrogel,

LKB, Suecia), separándose la hormona agregada de la utili

zable para los estudios de unión a receptor.

Usualmente, la actividad especi’fica obtenida fue de 50

uCi/ ug.

—INSULINA

Para la marcación de insulina con iodo radiactivo. se

siguió el siguiente esquema:

l) Insulina porcina-Zn, 5 ug (5 ul)

2) 1251, libre de portador, en NaHO 0, 1 N, 500 uCi (6 ul)

3) Buffer fosfatos, 0, 5 M, pH: 7, 5 (10 ul)

4) NaClO, recién preparado, 10 nmoles (lO ul)

Luego de agitar vigorosamente la mezcla, durante 30

segundos, se la diluyó con 200 ul de una solución de BSA

(20 mg/ml), conteniendo 20 ul de una solución de bisulfito

desodio (1mg/ml). Posteriormente se la transfirió a una

columna de Sephadex G-25 (10 x 0, ó cm). Colectando el pico

hormonal, se lo dividió en ali’cuotas que se congelaron a -70°C

para su posterior repurificación, antes de su utilización.

Cada ali'cuota (100 ul) fue purificada utilizando pastillas
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de talco (25 mg), según el siguiente esquema:

1- Hormona marcada (100 ul)

2- Buffer fosfatos 0, 1 M, conteniendo BSA 0, 1% (500 ul)

3- Una pastilla de talco (25 mg)

Agitar hasta resuspensión total. Dejar descansar 15

minutos, en fri’o, y centrifugar a 3. 000 rpm, durante 10 mi

nutos. Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado con

2 m1 de buffer fosfatos. Volver a centrifugar y descartar el

sobranadante. A1precipitado, agregar 3 m1 de 1a siguiente

solución:

1- HCl 1 N (3 m1)

2- HZO (2, 5 m1)

3) BSA (20%) (0, 5 m1)

Dejar 5 minutos en fri'o y centrifugar a 3. 000 rpm, du

rante 10minutos. Guardar el sobrenadante. Agregar 5 gotas

de buffer fosfatos 0, 5 M y llevar a pH: 7 con NaHO.

Usualmente, se obtiene una actividad especi’fica de 97 uCi/ ug.

UNION DE HORMONAS MARCADAS A LA FRACCION PARTICU

LADA

La interacción entre las hormonas y sus receptores se es
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tudió sobre la base de 1a unión de las hormonas radiactivas,

agregadas en cantidades variables, a componentes particula

dos de testi’culos de ratas adultas, o a células intersticiales

aisladas. La unión ines peci’fica fue evaluada agregando una

cantidad 1.000 veces superior de hormona no radiactiva.

- TESTICULOS ENTEROS

Testl'culos descapsulados fueron homogeneizados en 4

volúmenes de buffer Dulbecco (PBS), pH: 7, 4, utilizando un

homogeneizador del tipo Polytron.

El homogenato se filtró por Nitex (malla de poro 50) y

se lo centrifugó a 14. 000 rpm, durante 15 minutos, en una

centri’fuga International, modelo B-ZO, refrigerada. El pre

cipitado se resuspendió en igual volumen de buffer PBSy se

utilizó como fuente de receptor.

La mezcla. de incubación conteni’a 100 ul de la fracción

receptora, 50 ul de hormona marcada (20. 000-200. 000 cpm)

y 50 ul de hormona no marcada o buffer. La incubación se e

fectuó a 24°C, durante toda la noche (aproximadamente 20 ho

ras) y se detuvo por dilución con 2 ml de PBS fri’o. Luego de

la centrífugación de los tubos, se determinó la radiactividad
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del precipitado, utilizando un contador gamma automático,

Beckman.

- CELULAS INT ERSTI CIALES

Las células obtenidas por tratamiento con colagenasa,

fueron incubadas en O,5 m1 de PBS, con cantidades variables

de hormona radiactiva y hormona fri’a constante (para calcu

lar la unión inespeci’fica) o buffer. La.incubación se realizó

de 1amisma forma que para testi'culos enteros.

-DETERMINACION DE SITIOS TOTALES DE UNION DE hCG

Para determinar 1a cantidad total de sitios de unión pa

ra hCG en testi'culo entero, se utilizó 1a técnica descripta por

Chen y col. 123.

E1 testi'culo fue homogeneizado en 1 m1 de MgCl2 4 M,

a 0°C, usando un homogeneizador tipo Polytron. Luego de 1a

homogeneización, se diluyó el homogenato con PBS y se lo cen

tri'fugó a 14. 000 rpm, durante 15 minutos. E1 precipitado se

resuspendió en PBS y se lo volvió a centrifugar a 1a misma VE

locidad. E1precipitado asi”obtenido, se resuspendió en 4 volg

menes de PBS y se 10 utilizó como fracción receptora.
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Este tratamiento con MgCl2 es suficiente para despegar

toda la hormona luteinizante que se encuentra pegada a sus

sitios receptores.

Luego de este tratamiento, la incubación procede como

se describió anteriormente.

SOLUBILIZACION DE LAS PARTICULAS TESTICULARES

Los testículos de ratas fueron descapsulados y desgarra

dos cuidadosamente (cardados) en buffer Dulbecco (PBS), pH:

7, 4, en la relación 3 ml/testi’culo. Mediante este procedimien

to se ha demostrado cue se liberan fragmentos de células interg

ticiales con alta afinidad de unión para las hormonas LH y hCG

313.

Después de la filtración a través de Nitex, la suspensión

fue centrifugada a 120x g, durante 20 minutos, para eliminar

células intactas y restos de tejido. La.fracción sobrenadante fue

centrifugada a 27. 000 x g, durante 20 minutos.

El precipitado asi'obtenido, se suspendió en solución a1 1%

de Tritón X-lOO, en PBS, durante 30 minutos, a 4°C. Después

de diluir la muestra. 10 veces, con PBS, la solución se centri

fugó a 27. 000 x g, durante 10 minutos, para remover partículas
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no solubilizadas. El tratamiento de 1a fracción partículada,

correspondiente a 10 testi'culos, con 0, 5 m1 de Trítón X-lOO

al 1%, extrae la mayoría de los sitios de unión para LH, for

mando una solución cuya concentración en protei/nas es de 4

mg/ml. Estos receptores permanecieron en solución, aún des

pués de centrifugar las muestras a 360. 000 x g, durante 3 ho

ras.

CENTRIFUGACION EN GRADIENTES

Los gradientes de ultracentrifugación en sacarosa 5-20%

(P/V), conteniendo 0,1% del detergente (Tritón X-lOO), fueron

realizados en una ultracentri’fuga Beckman modelo LZ-65 B, erg

pleando un rotor SW 56. Dichos gradientes fueron preparados

con una bomba peristáltica Desaga. Estos gradientes se realiza

ron en tubos de polialómero de 7/16" de diámetro x 2-3/8".

Los gradientes se estacionaron a 4°C por 3-4 horas, antes

deser utilizados. Este procedimiento suministra gradientes ex

tremadamente lineales y reproducibles, verificados por el métg

do de Martin y Ames314.

Las muestras (0,4 m1) fueron aplicadas después de agregar

les las protei’nas marcador‘as: inmunoglobulina G y albúmina de
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suero bovina (BSA).

Las centrifugaciones se llevaron a cabo a 45. 000 rprn,

durante 14 horas, a 4°C.

Finalizada la centrifugación, las fracciones fueron co

lectadas cada 15 segundos por aspiración a través de un cap_i

lar metálico, conectado a 1a bomba de succión. El número tg

tal de fracciones fue, generalmente, de 30, con un volumen

individual de 0, 14 m1.

La posición de los picos proteicos fue determinada mg

diante 1a lectura de su densidad óptica a 280 nm, por medio

de un espectrofotómetro Beckman DB-G. Los picos radiacti

vos fueron localizados contando la radiactividad presente en

cada fracción en un contador gamma automático Beckrnan.

Las protei’nas se determinaron por el método de Lowry
3 5

y col. , usando BSA como referencia.

DETERMINACION DE LA UNION DE AMP CICLICO A SUS

RECEPTOR ES INTRACELULARES

La determinación de la unión del nucleótido ci'clico a

las protei’nas quinasas, se realizó según la técnica descripta

por Dufau y col.
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El precipitado celular, obtenido luego de la incubación

de células intersticiales, se lavó con 1 ml de Medio 199, con

teniendo MIX 0, 1 mM. El precipitado se resuspendió en 1 m1

de buffer Tris-HCl, 20 mM, pH: 7, 4, conteniendo MIX 0, 1 mM

y 2-mercaptoetanol 10mM. Esta suspensión celular fue sonica

da durante 15 segundos, en 1a posición 4 de un sonicador Brink

mann. Luego de la sonicación se la centrifugó a 2. 000 rpm, du

rante 10 minutos. El sobrenadante se mantuvo a 0°C y se utilizó

como fuente de protei’na quinasa.

La mezcla de incubación conteni'a 50 ug de protei’na, 2 x 10

cpm de AMP ci'clico-3H (40 Ci/mmol) en 200 ul de buffer fosfato

de potasio 80 mM. pH: 6, 5, conteniendo acetato de magnesio 10

mM. Z-mercaptoetanol 1 mM y MIX 0, 1 mM y, para calcular 1a

unión inespeci’fica, AMP ci'clico 10-6 M en el mismo buffer.

La incubación se efectuó a 6°C, durante 2 horas para deter

minar los sitios disponibles, o durante 16horas para el dosaje de

sitios totales. Finalizada 1a incubación, se agregaron 2 m1 del

buffer Tris-HCl y se filtró a través de Millipore (0, 45 u). El tubo

se lavó con Z m1 de buffer, dos veces y, luego, se lavó el filtro

c0n 2 m1 del mismo buffer .Tris-HCI. El filtro se dejó secar y se
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contó 1a radiactividad usanto tolueno centelleante, en un eon

tador de centelleo li’quido Packard, model‘o 3. 320.

Para. 1a determinación de los sitios de unión, utilizando

_ 316 , , .el método gráfico de Scatchard , se utilizaron cantidades va

riables de AMP ci’clico-3H.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS GE

NERADORAS DE NADPH

Las células intersticiales, obtenidas por tratamiento con

colagenasa, fueron resuspendidas en 2 m1 de buffer Tris-HCI

50 mM, pH: 7, 5, conteniendo KC1 25 mM, Sacarosa 0,25 M y

MgClz 17 mM. Esta suspensión fue homogeneizada en un homg

geneízador Polytron, a 0°C y, luego, centrifugada a 15. 000 rpm

durante 30 minutos en una centri'fuga International, refrigerada,

modelo B-ZO. El sobrenadante se utilizó como fuente enzimáti

ca.

Las enzimas glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa (G-ó-P DH),

ó-fosfogluconato deshidrogenasa (ó-PG DH)e isocitrato deshidrg

genasa (ISO DH), se ensayaron midiendo el cambio en 1a absor

bancía a 340 nm, usando un espectrofotómetro Beckman DB-G,

con un registrador automático. La mezcla de reacción c0nsisti'a
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de: Tris-HCl 50 mM, pH: 7, 5; MgClZ 17 mM; KCl 25 mM;

sacarosa 0, 25 M; NADP 3, 3 x 10-4 M y D-glucosa-ó-fosfato
4

4 M, 6-fosfo-D-g1uconato 6, 6 x 10' M o DL-isoci6,6 x10

trato 1,66 x 10'4 M, en un volumen total de l m1, usando una.

dilución adecuada. de 1a preparación enzimática.

Todas las enzimas se ensayaron dentro de las 4 horas

posteriores a 1a extracción de los testi’culos.

PRODUCCION DE TESTOSTERONA UTILIZANDO UN SISTE

MA GENERADOR DE NADPH

La producción de testosterona utilizando un sistema gene

rador de NADPH317, se determinó incubando células intersticig

les en un incubador Dubnoff, a 37°C, durante una hora, bajo at

mósfera de carbógeno. La mezcla de incubación consisti’a de:

NADP 1 mM; D-glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa 1 UI; D-glucg

sa-ó-fosfato 5 mM y MIX 0, 1 mM, en un volumen final de 2, 8 m1.

Finalizada 1a incubación, las células fueron centrifugadas

y el 1i'quidosobranadante se utilizó para 1a determinación de tes

tosterona.
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INCUBACION DE CELULAS DE LEYDIG EN PRESENCIA DE

DIBUTIRIL-AMP CICLICO, COLERATOXIIMÁO INI-IIBIDOL

RES DE LA SINTESIS DE TESTOSTERONA

La incubación de alícuotas de 2 m1 de 1a suspensión de

células de Leydig, obtenidas por tratamiento con colagenasa,

se realizó en viales de polietileno, de 20 m1 de capacidad, en

presencia. de MIX 0,1 mM. E1 agregado de hCG (300 ng), c613

ratoxina (50 ug), dibutiril-AMP ci’clico (1 mM), se efectuó en

ali'cuotas de 100 ul. Para permitir 1a determinación de preg

nenolona.y otros esteroides intermediarios de 1a si'ntesis de

testosterona, producidos por las células de Leydig de ratas

normales y diabéticas, se utilizaron dos inhibidores de 1a si’n

tesis de testosteronaszt cianocetona (10'6 M) (Winthrop) y spi

5 M) (Sigma). Estos inhibidores se disolvieronronolactona (10

en etanol y los volúmenes deseados se pipetearon en los viales

de incubación, evaporándolos bajo corriente de aire.

Luego de agregar las células a los viales, se incubaron

en presencia de los agregados descriptos, durante 3 horas, a

34°C, bajo atmósfera. de carbógeno, con agitación constante.

Finalizada. 1a incubación, ‘se centrifugaron los incubados
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y el sobrenadante se guardó a -20°C, para 1a determinación

de testosterona y esteroides intermediarios, utilizando anti- '

cuerpos específicos.

Las células se lavaron con l m1 de Medio 199, conte

niendo MIX 0, 1 mM, y el precipitado celular se resuspendió

en 1 mlde buffer de ensayo para la determinación de AMP

ci'clico, tal como se describió.

ESTUDIO DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL

Para este experimento se utilizaron ratas normales,

diabéticas y diabéticas tratadas con insulina, 48 horas después

de su castración. Se recogió la sangre de los animales, en con

diciones basales y 48 horas después de su castración. Se per

mitió la separación del suero y se determinó laconcentración

de LH por radioinmunoanálísis.

-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA LH

SERICA

Se incubaron células de Leydig, obtenidas a partir de tes

ti’culos de ratas normales, con distintas cantidades de suero de

ratas normales, diabéticas y díabéticas tratadas con insulina
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(25, 50 y 100 ul). Paralelamente, se realizó una curva de es

timulación de la si'ntesis de testosterona, con cantidades cre

cientes de hLH. Finalizada la incubación (2 horas a 34°C), se

determinó la testosterona liberada a1medio de incubación. Los

valores obtenidos en las incubaciones con los sueros se compa
318

raron con los de la curva patrón

-EVALUACION DE LA RESPUESTA HIPOFISARIA

Luego de administrar 5 y 25 ug de LHRH a ratas norma

les y díabéticas, enteras, se determinó la concentración sérica

de hormona luteinízante, a los 10 minutos de la inyección, util_i

zando un radioinmunoanálisis especi’fico.
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RESULTADOS

INSULINA

Los datos encontrados acerca del efecto de la deficien

cia en esta hormona sobre la función testicular, llevaron al

estudio de la existencia de sitios receptores para insulina en

la fracción intersticial del testi’culo de rata.

La figura 1 nos muestra el diagrama de saturación y su

correspondiente grafico de Scatchard, indicando la presencia

de un único tipo de sitios de unión para insulina, con una cons
lO -1

tante de afinidad del orden de l, 9 x 10 M .

-ESTADO DIABETICO Y ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS GE

NERADORAS DE NADPH

La disminución observada en la respuesta testicular a

la gonadotrofina exógena, en las ratas diabéticas, podri’adeber

se también a la existencia de un daño en otras etapas interme

diarias entre el sitio de reconocimiento de la hormona y' la reg

puesta fisiológica final del tejido (biosi’ntesis de testosterona).

Con el objeto de encontrar la causa de esta biosi’ntesis

dañada, se investigó la fuente de energi’a de reducción (NADPH),

como una de las etapas importantes en la producción de testos
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Figura 1. - Curva de saturación y gráfico de Scatchard para
1a unión de insulina a células intersticiales de
testi’culo de rata. Las células obtenidas por tra
tamiento de testi’culos descapsulados cón colage_
nasa, se incubaron con cantidades variables de
insulina radiactiva, a 24°C, durante 20 horas.
Finalizada 1a incubación por dilución c0n PBS fri’o,
se determinó 1a radiactívidad asociada a1 precipi
tado, en un contador gamma.
Las incubacíones se realizaron por duplicado.
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terona que podri’a estar afectada.

Una de las formas en que la hormona luteinizante podri’a

acelerar la esteroidogénesis, seri'a aumentando la concentra

ción de cofactores necesarios en el camino biosintético.

La si’ntesis de andrógenos requiere energía de reducción,

bajo la forma de NADPH, estimulando la producción esteroidea

mediante su papel como cofactor requerido en muchos de los pa

sos esteroidogénicos, incluyendo la reacción de ruptura de la

cadena lateral del colesterol. Asi”, una menor concentración de

NADPHresultari’a en una disminución de los niveles de su pro

ducto final (por ejemplo, testosterona).

Concomitantemente con la si’ntesis reducida de testosterg

na, se observó una disminución (casi a un 55%de la actividad

normal) en la actividad de las enzimas productoras de NADPH:

glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogg

nasa e isocitrato deshidrogenasa, en las células de Leydíg de

las ratas díabéticas por estreptozotocina (figura 2). Esta dis

minución de las actividades, podri’a ser consecuencia del au

mento de la degradación proteica que se observa en la diabetes.

El tratamiento con insulina restablece sus actividades a
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Figura 2. —Actividad especi’fica de las enzimas generadoras
de NADPH. Células intersticiales, obtenidas por
tratamiento con colagenasa, fueron resuspendi
das en buffer Tris-HCI 50 mM, pH: 7, 5, conte
niendo KCl 25 mM, sacarosa 0, 25 M y MgClz 17
mM. Esta suspensión se homogeneizó con un ho
mogeneizador Polytron, a O°Cy centrífugada a
15. 000 rpm, durante 30 minutos.
El sobrenadante se utilizó como fuente enzimáti
ca.
Las enzimas: glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa
(G-ó-P), ó-fosfogluconato de'shídrogenasa (6-PG)
e ísocitrato deshidrogenasa (ISO DH)se ensayaron
midiendo el cambio en la absorbancia a 340 nm.
Animales: NORMALESI

DIABETICAS
DIABETICAS + INSULINAED]

Cada barra representa el promedio de tres flete};
minacíones.
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los valores normales.

Si consideramos que el aporte disminuido de NADPH en

el tejido intersticial de las ratas diabéticas, es el único fac

tor de control de 1a esteroidogénesis, la disponibilidad de gran

des cantidades de NADPHexógeno reduciri’a las diferencias en

1a si’ntesis de testosterona, observada cuando se 1a compara con

células de ratas normales.

Sin embargo, los resultados obtenidos por incubación de

homogenatos de células de Leydig con cantidades óptimas de

NADPH, fueron cuantitativamente muy diferentes.

Aún con 1a adición de NADPH exógeno siguen existiendo

las diferencias en 1a producción de testosterona (figura 3). Es

to no ocurriri'a si el efecto de la diabetes estuviese mediado e35

clusivamente por la disponibilidad de NADPH.

Este experimento, a pesar de los problemas que se deri

van de la interpretación de estos resultados, muestra que 1a

biosi’ntesis dañada de testosterona, en la rata diabética, podri’a

estar relacionada, sólo en parte, con las actividades reducidas

de las enzimas generadoras de NADPH, antes mencionadas.

Por otra parte, el proceso por el cual 1a insulina ejerce
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DiabéticaNormal

. - Producción de testosterona por células intersti
ciales, utilizando un sistema generador de
NADPH.
Se incubaron células intersticiales, homogenei
zadas con un homogeneizador Polytron, a 37°C,
durante una hora, bajo atmósfera de carbógeno.
La mezcla de incubación consisti’a de: NADP l mM,
D-glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa 1 UI, D-glucg
sa-ó-fosfato 5 mM y MIX 0, 1 mM, en un volumen
final de 2, 8 m1. n
Finalizada 1a incubación, las células fueron centri_
fugadas y e] li'quido sobrenadante se utilizó para
la determinación de testosterona.

SIN NADPHI
CON NADPH [III]

Cada barra. representa el promedio de tres incubí
ciones.

Incubaciones:
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ri'a.su efecto en la restauración de sus actividades podri'a ser

por si'ntesis "de novo|| de estas enzimas, ‘como'se ha probado'

en otros tejidos, pero su mecanismo de acción permanece. os

curo.

Estos resultados nos llevaron a. realizar otro experimeg

to con el’objeto de ubicar el posible bloqueo en la si’ntesis de

testosterona.

-ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE TESTOSTERONA EN PRE

SENCIA DE INHIBIDORES DE SU SINTESIS

Para permitir una mejor determinación de pregnenolona,

producida por las células de Leydig de ratas normales y diabé

ticas ante el esti’rnulo de 300 ng de hCG, 50 ug de cóleratoxina

o 1 mM de dibutiril-AMP ci’clico, se utilizaron dos inhibidores

de la si'ntesis de testosterona: cianocetona (10-6 M) y spirono

lactona (10-5 M). La cianocetona es un potente inhibidor de la.

actividad 3-fi-hidroxi-esteroide óxido-reductasa-AS-isomerasa,

"in vitro" e "in vivo"; la spironolactona es un inhibidor de la

l7-d-hidroxilasa.

Los resultados pueden observarse en la tabla I. Se puede

ver la. falla. en la producción de testosterona que ya se ha des



TABLAI. -Estimulaciónde1asi'ntesisdeTestosteronaporhCG,coleratoxinaydibuti

ril-AMPci'clico,enpresenciadeinhibidoresdesusi’ntesis(cianocetona(W)y/ospironolactona(S)).

AGREGADOS

TESTOSTERONA

NORMALES

DIABETICAS

PREGNENOLONA

NORMALES

DIABETICAS

Basal hCG Cóleratoxina Dibutíril-AMPC W+S
hCG+W+S db-AMPc+W+S

W hCG+W db-AMPC+W

62,83
379,31 298,71 464,66

33,19 50,40 54,52 37,31 66,38 97,20

53,12
337,50 193,75 345,83

31,25 33,33 35,42 16,67 47,38 45,83

4,15 3,85 3,55 2,97
23,71 90,09

101,94

8,30 4,74
10,67

1,05 3,39 3,64 3,91
23.96 94,80 96,88 11,46 16,67 33,33

Losvaloresestánexpresadosennanogramos/mgdeADN,enamboscasos. Lasincubacionesfueronrealizadasenlascondicionesmencionadaseneltexto,pordu plicado.

-13l



-l32

cripto en las ratas diabéticas.

Puede verse la inhibición de la si'ntesis producida por

1a presencia de los inhibidores, más acentuada en las ratas

diabéticas que en las normales.

Observando 1a producción de pregnenolona, se puede

ver que cuando se incuba con la mezcla de los dos inhibido

res, la acutnulación es igual para las normales y las diabé

ticas, indicando que no existiri'a falla en el nivel anterior a

1a producción de pregnenolona.

Sin embargo, cuando se incuba en presencia de ciano

cetona solamente (inhibidor de laAS-isomerasa), se puede ob

servar una mayor acumulación de pregnenolona en las células

provenientes de las ratas diabéticas, lo que podri’a indicar un

bloqueo a nivel de la 17-d-hidroxi1asa.

En otro experimento, estudiando 1a producción de testoí

terOna y l7-HO-progesterona por células de Leydig de anima

les normales, diabéticos y diabéticos tratados con insulina, a3

te el esti'niulo con hCG, puede observarse (Tabla II) que, si

bien la insulina restablece 1a producción normal de testosterona,

no disminuye la relación 17-HO-progesterona/testosterona a va_
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TABLA II. - Estimulación de la síntesis de Testosterona (T) '
y 17-HO-proge‘sterona (17-HO-P) por "hCG(60 pg)

ANIMALES T 17-HO—P 17-HO-P/T

Normales
Basal 74, 25 1,14 0, 02
hCG 231,00 5,52 0,02

Díabéticas
Basal 13, 75 2,16 0, 20
hCG 169,12 6,26 0,04

Diabétícas+1ns.
Basal 16, 50 0,05 0,003
hCG 191,12 11,16 0,06

Los valores están expresados en nanogramos/incubación, en
ambos casos.

Las íncubaciones se realizaron colocando igualicantídad de cé
lulas nucleadas intersticiales (7 x 10 células).

Los valores están expresados como Promedio de dos incuba
ciones.
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lores normales, indicando que no seri’a capaz de levantar el

bloqueo existente, sino que _suefecto estari'a' a nivel de una

estimulación esteroidogénica general einespeci’fica, posible

mente por si'ntesis "de novo" de las enzimas responsables de

la biosi’ntesis esteroidea.

otra parte, la acumulaciónde 17-HO-progesterona,

nos está hablando de 1a existencia de más de un punto de blo

queo en el camino esteroidogénico.

-ACCION DE LA INSULINA SOBRE LA PRODUCCION DE AMP

CICLICO

Como ya se expuso en 1a introducción, las múltiples ob

servaciones encontradas en 1a literatura están de acuerdo con

el papel del AMP ci’clico como intermediario de 1a esteroidog_é_

nesis inducida por la acción gonadotrófíca en el testi’culo, aun

que atín no se ha establecido 1a prueba final de este mecanismo.

Los intentos para correlacionar 1a disminución en 1a res

puesta testicular a 1a LH exógena en las ratas diabeticas, con

una falla en la producción de AMP ci'clico fueron infructuosos

dado que, en nuestras condiciones experimentales, el contenido

endógeno de AMP ci’clico, luego de la estimulación de las célu
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las de Leydig con LH (150 pM) fue mayor en la preparación

celular proveniente de ratas diabéticas que en la provenien

te de ratas normales (Tabla III).

Asimismo, la figura 4 muestra una curva de tiempo de

producción de testosterona y el AMP ci'clico liberado al me

dio de incubación por testi’culos descapsulados, estimulados

con 6 ng de hCG. Puede observarse que, junto con una menor

producción de testosterona en el caso de las ratas diabéticas,

se observa una mayor liberación de AMP ci'clico al medio de

incubación.

Puede observarse que la insulina tiende a restablecer

la producción de testosterona, mientras que se recupera tota_1

mente la liberación del nucleótido al medio de incubación.

La acción de la insulina sobre los niveles de AMP ci’cli

co es diversa. En algunos casos puede elevar sus niveles, in

hibir la adenilato ciclasa o activar las fosfodiesterasas en o

tros.

El hecho de que la insulina restablezca la producción de

AMP ci'clico a su nivel normal, mientras la producción de tes

tosterona sigue siendo menor que la de los controles, indica una



-136

TABLA III. - Estimulación gonadotrófica del AMP ci'clico in
tracelular en células de Leydig de ratas norma
les y díabéticas por estreptozotocina.

CONCENTRACION
DE hCG NORMAL DIABETICA

a. C_ 52,72i3,o4 56,07i3,90
b d

150 pM 88, 99 i 6, 89 129,44 i 4, 60

Todos los valores (Promedio i E.S. , n = 3) están expresa
dos como pmoles/4 x 10 células.

Las incubaciones con hCG fueron llevadas a. cabo, durante
2 horas, como se describió oportunamente.

a.vs b: p(0,01 - c vs d: p<0,02 - b vs d: p(0,05
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Figura 4. - Producción de testosterona y AMP cí’clíco, liberí
do a1 medio de incubación por testí’culos descapsg
lados, estímulados con 6 ng de hCG.
La incubación se realizó a.diferentes tiempos, a
34°C, en presencia. de MIX 0, 1 rnM.
Animales: NORMALES O

DIABETICOS 0
DIABETICOS + INSULINA O

Cada.punto representa el Promedio de tres incubgl
ciones.
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disociación aparente entre estos dos eventos, aumentando la

posibilidad de la existencia de un bloqueo a otro nivel de las

etapas esteroidogénicas.

-OCUPACION DE LOS RECEPTORES PARA AMP CICLICO

DURANTE LA ESTIMULACION DE CELULAS DE LEYDIG

CONhCG

El candidato más lógico para ocupar el vaci’o entre los

niveles aumentados de AMP ci'clico y 1a función celular alte

rada, en respuesta a las hormonas pepti’dicas, parece ser la.

protei’na quinasa dependiente de AMP ci’clico.

El grado de fosforilación de varias protei’nas intracelu

lares parece estar regulado a través de la acción del AMP c_i'

clico sobre protei’na quinasas y su mecanismo podri’a dar cueg

ta, al menos en parte, de los diversos efectos biológicos del

nucleótido ci'clico.

Para resolver 1aimportante cuestión acerca del papel

intermediario del AMP ci’clicoen la respuesta esteroidogénica

aguda a 1a.hormona trófica, Dufau y col. 45, estudiando la ocu

pación de los sitios de unión para AMP ci'clico en el componen

te regulatorio de 1a protei’na quinasa de células de Leydig puri
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ficadas, demostraron que ocurren cambios progresivos en 1a

producción de AMP ci’clico y su unión a esta protei’na, duran

te 1a estimulación gonadotrófica de 1a esteroidogénesis.

Por este motivo, se realizaron estudios para determi

nar los cambios enla ocupación de los receptores para AMP

ci’clico, durante 1a estimulación con hCG de ratas normales y

diabéticas.

El estudio de este aspecto de 1a si’ntesis de testostero

na, reveló que tanto en las ratas normales, como en las dia

béticas, el número de sitios de unión para AMP ci’clico per

manece invariable (Tabla IV), asi”como también 1a constante

de afinidad de 1aenzima por el nucleótído ci’clico.

Estos estudios indican que la falla en la. biosfntesis del

andrógeno debe ser buscada más allá del sitio de producción

del AMP ci’clico y de su unión a su receptor citoplasmático,

la protei’na quinasa.

—ESTUDIODEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISARIO

Es sugestivo que en la rata diabética macho, aparezcan

en el hipotalamo anterior, modificaciones en el consumo de ox_i_'
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TABLA IV. - Determinaciórí de 10s sitios de unión para. AMP
- ci’clico en 1a fracción solqble de células de Ley

dig.

ANIMALES Emoles AMPc Ka (M'l)
mg protei’na.

NORMALES 4, 76 i o. 09 1, 2 x 1o9

DIABETICAS 5, 64 i o, 08 1, o x 109

INSULIVNA 5,17 i o, os o, 9 x 109

Los valores están expresados como Promedio i E. S.

En cada caso se realizaron tres determinaciones.
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geno y también en la producción de ácido láctico, análogas,

aunque menos marcadas, a las observadas después de 1a cas

tración en las ratas normales.

Si bien los conocimientos actuales conducen a pensar que

la relación entre la hiperglucemia y los niveles bajos de testo_s_

terona seri’a la causa de la infertilidad en la rata macho, no

existen pruebas directas que expliquen cómo se efectuari’a.

Una posibilidad seri'a. que la hiperglucemia afectase direg

tamente el testi’culo, disminuyendo 1a producción de testostero

na. Otra. seri’a que bloquease 1a acción de las hormonas sobre

los efectores, modificando ya fuera los sitios de reconocimien

to o discriminadores, como asi’ también los fenómenos de trans

ducción o amplificación de las señales hormonales.

En 1a rata diabética se ha postulado que los disturbios en

la función reproductora seri’an, en parte, debidos a las altera
.

ciones en la secreción o producción de gonadotrofinas hipofisa

rias.

Se ha demostrado la existencia de niveles bajos de gonado

trofinas, ocho di’as después de la inducción de la diabetes por a

loxano. En la rata pancreatopriva, los valores basales de ambas
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hormonas no parecen diferir de los correspondientes contro

les normales.

Sin embargo, observaciones de que la administración

de propionato de testosterona, en dosis de hasta 0, 5 mg/ di'a,

no produce una disminución significativa en las concentracio

nes séricas de gonadotrofinas, nos llevó a investigar una pos_i_

ble alteración en el eje hipotálamo-hipofisario-gonadal.

Este mecanismo de retroalimentación alterado, como se

ve en la tabla V, se demuestra por la capacidad limitada de los

animales diabéticos de responder a la gonadectomi’a. En esta

tabla tenemos los valores séricos de LH, determinados por ra

dioinmunoensayo, en condiciones basales y medidos 48 horas

después de la castración.

Se puede observar que las ratas diabétícas presentan igua

les valores basales, pero que son incapaces de responder con un

aumento, frente a la castración, mientras que la administración

de insulina revierte totalmente este efecto.

Sin embargo, cuando se determina la actividad biológica de

la LH sérica (figura 5), se observa que la insulina no es capaz de

restablecer el valor hallado para las ratas diabéticas, a la nor
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TABLA V. - Determinación ‘de LH sérica por radioinmunoen_
sayo, en condiciones basales y 48 horas después
de la castración. '

ANIMALES BASAL CASTRADOS

6 4
NORMALES 2,87 i 0,28 10,2 i 1,3

5 3
DIABETICOS 2, 56 i o, 27 2, 8 i 0,8

4 4
INSULINA 2, 83 i o, 28 11, 2 i 1, 1

Todos los valores están expresados como microgramos de
LH de rata/ml de suero.

El suprai’ndice indica el número de animales por grupo.

Todos los valores están expresados como Promedio i E. S.

Las diferencias entre los valores basales de los diferentes
grupos no son significativas.

Diferencias entre los valores, 48 horas después de la cas
tración: st D: p<0,02 - D vs D+I:p(0,01
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Figura 5. - Determinación de 1a actividad biológica de 1a LH
de sueros de ratas normales y diabéticas.
Se incubaron células intersticiales con distintas
cantidades (50 y 100 ul) de suero.
Finalizada 1a incubación (2 horas a 34°C), se de
terminó la testosterona liberada a1medio de in.
cubacíón.
Las ratas fueron castradas y, 48 horas después,
fueron sacrificadas por decapitación, colectándo
se 1a sangre que se utilizó para el experimento.
Sueros: NORMALES.

DIABETICOS UH]
DIABETICOS + INSULINA

Cada barra representa el promedio de tres incu
baciones.
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malidad. Esto indicari’a que, si bien la LH producida luego

de la administración de insulina es radioihmunológicamente

idéntica a»la encontrada en las ratas normales, tendri’a alte

raciones en su porción biológicamente activa que, 1a insulina,

por lo menos en el tiempo que duró este experimento, no fue

capaz cie-revertir.

La tabla VI muestra la respuesta de la hipófisis de la

rata normal y diabética ante el esti'mulo con el LHRH. Se pus

de observar la respuesta disminuida que presentan las ratas

diabéticas.

PROLACTINA

-RECEPTORES ESPECIFICOS PARA PROLACTINA EN CELU

LAS DE LEYDIG. CARACTERIZACION PARCIAL

Se ha demostrado la existencia de receptores especificos

para prolactina en el tejido intersticial de testi’culo de rata. En

la figura 6 se puede observar el diagrama de saturación y de

desplazamiento de la hormona radiactiva con hormona no marca

da. El diagrama de Scatchard indica que posee una constante de

afinidad del orden de 3, 3 x 109 M_l.
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TABLA VI. - Determinación de la liberación de LH, luego de
1a inyección de LHRH.

TRATAMIENTO CONTROL DIABETICA

Salina. 0,2i0,l 0,5i 0,2

LHRH(5 ug) Z,5i0,2 1,9i0,1

LHRH(25 ug) 5,4i 0,4 2.9ioyz

Los valores están expresados en nanogramos de LH de rata/
m1 de suero.

Las determinaciones se efectuaron 10 minutos después de 1a
inyección del LHRH.

Los valores son Promedio de (3) animales.
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Figura 6. - Unión de prolactina humana a células intersti
ciales de testi’culo de rata.
(A) Unión especi’fica de prolactina humana a 25 mg
de homogenato de testi’culo. La saturación de los
s'ítios de unión ocurre a una concentración hormo
nal de 0, 3 pmoles por 0, 2 ml. (B) Ensayo de ra
dioligando-receptor de prolactina humana, en pre
sencia de 1a fracción de 27. 000 x g equivalente a
1/100 de un testí’culo de rata adulta. (C) Gráfico

de Scatchard, a 22°C. Ka: 3 x 10 M‘1
Las incubaciones fueron realizadas por duplicado.
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La solubilización de los receptores para prolactina de

las células intersticiales testiculares, fue realizada en la f0};

ma más el'ectiva mediante la extracción de la fracción 120 

27. 000 x g de células de Leydig, con detergentes no iónicos

como Tritón X-.100al 1%. Este detergente extrae el 20-40%

de los complejos premarcados prolactina-receptor, mientras

que otros detergentes no iónicos como el Lubrol PX o PW y

los detergentes iónicos como el deoxicolato de sodio, son me

nos efectivos en solubilizar al receptor de prolactina.

El complejo prolactina-receptor solubilizado, permane

ce en solución luego de ser centrifugado a 360. 000 x g, duran

te 1 hora y pudo ser analizado por gradientes de centrifugación

en sacarosa 5-20% (figura 7). Este complejo presenta una cons

tante de sedimientación de, aproximadamente, 65, claramente

distinta al complejo LH-receptor, cuya cOnstante de sedimentí

ción, en las mismas condiciones experimentales, es de 8, 85.

El papel de los grupos sulfhidrilos y disulfuros proteicos

en la unión de la hormona, se investigó determinando la capac_i

dad de unión luego de la reducción y/o alquilación de receptores

libres o del complejo ya preformado hormona-receptor.
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Figura. 7. - Gradiente de ultracentrifugación en sacarosa
5-20%de las parti’culas receptoras, marcadas
con prolactina radiactiva, solubilizadas con
detergente Tritón X-IOO al 1%. Como protei’nas
rnarcadoras se utilizaron IgG, BSA.
Incluida en 1a figura se encuentra el valor de 1a
constante de sedimentación, extrapolada del g'ré
fico: fracción a partir del menisco vs. constan
te de sedimentación calculada para las protei’nas
marcadoras.
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En 1a figura 8 puede observarse que el tratamiento del

receptor libre con ditiotreitol (DTT) (10 mM) o 2-mercaptoeta

n01 (10 mM), durante 60 minutos, a 22°C, no produce disming

ción en 1a capacidad de unión de 125I-Prl, indicando que 1apre_

sencia de grupos disulfuros no jugari'a un papel esencial en el

mecanismo de unión. Sin embargo, el tratamiento con N-etil

maleimida (NEM) (10 mM), redujo aproximadamente en un 50%

1a capacidad de unión del receptor, indicando que grupos SH

accesibles, estari’an involucrados en 1a unión de 1a hormona.

Cuandoel tratamiento con los agentes reductores y/o a1

quilantes se realizó luego de producida 1a unión hormona-recep

tor, no se observó disminución en 1a capacidad de unión, indi

cando que estas sustancias no causan 1a disociación del comple

jo preexistente. Esta falta de efecto sobre el complejo hormona

receptor sugiere que los grupos S-S no juegan un papel importan

te en la unión y que los grupos SH estari’an en una zona adyacen

te al sitio receptor, jugando un papel esencial en el mecanismo

de unión, quedando protegidos luego de 1a unión con 1a hormona.
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Efecto de agentes reductores y alquilantes so
bre la. capacidad de unión del receptor para pro_
1actína,1ibre y sobre el complejo hormona-re
ceptor preformado.
Izquierda: reducción y alquilación de receptores
libres: unión de prolactina radiactiva por recep
tores particulados previamente tratados con
DTT (10 mM), Z-mercaptoetanol (10 mM) o NEM
(10 mM), durante 60 minutos a 22°C. Derecha:
Reducción y alquilación del complejo receptor
hormona: retención de 1a hormona unida por el
receptor, luego del tratamiento con los mismos
agentes.
Tratamientos: DTT un]

Z-mercaptoetanol
NEMfi
CONTROLI
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-ACCION DE LA PROLACTINA SOBRE LOS RECEPTORES

PARA LH Y FSH

La administración de 50 y 500 ug de prolactina a ratas

de 30 di’as de edad, durante 9 di'as, en dos dosis diarias sub

cutáneas de 25 y 250 ug Cada una, produjo un incremento en

1a capacidad de las células de Leydig para unir LH. Este r3

sultado puede verse en 1a figura 9, donde se muestra el grá

fico de Scatchard para los tres grupos de animales. Puede

observarse un incremento en el total de sitios de unión, de

pendiente de la dosis, mientras que la constante de afinidad

se mantiene inalterada (Ka: 6, 6 x 1010 M-l). La cantidad de

sitios de unión, expresada en fmoles/mg de DNAfue de:

CONTROLES: 32, 35 i 2, 85; INYECTADOS CON 50 ug de o-PRL:

83, 37 i 1,96; INYECTADOS CON 500 ug de o-PRL: 140, 74 i 4, 34.

En otro experimento se investigó 1a acción de 1a prolactina

sobre los sitios receptores para LH y FSH. Los animales fueren

tratados com.prolactina (500 ug), mesilato de bromocriptina (3 mg

por Kg de peso, en 2 dosis diarias) o sulfato de sulpiride (Vipral)

(7 mg/di’a/rata, en dos dosis).

En la figura 10 puede verse el efecto sobre los receptores
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Figura. 9. - Acción de 1a prolactina sobre los receptores
para LH. I
Grafico de Scatchard obtenido luego de incu
bar células intersticiales, obtenidas de test_i’
culos de ratas tratadas c0n 50 6 500 ug de
prolactina ovina, con cantidades variables de
LH radiactiva. La incubación se realizó a
24°C, durante 20 horas.
Finalizada 1a incubación por dilución con PBS,
se determinó 1a radiactividad del precipitado,
midiendo en un contador gamma.
GRUPOS: CONTROLES 0

PROLACTINA 50 ug O
PROLACTINA 500 ug o

Cada punto es promedio de dos incubaciones.
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Figura 10. -Acción de la. prolactina, bromocriptina y sulpi
ride sobre los receptores para LH.
Los animales fueron tratados con 500 ug de pro
lactina ovina (um), mesilato de bromocriptina
(3 Ing/kg) () o sulfato de sulpiride (7 mg/rata)
(É ).
Las células intersticiales, aisladas de los testi'
culos de estas ratas, fueron incubadas en pre-seg
cia de cantidades variables .dehormona luteini
zanteradiactiva, a 24°C, durante 20 horas.
La cantidad de sitios receptores/mg de protei’na
se determinó a partir de gráficos de Scatchard.
CONTROLES (n ), inyectados con vehi’culo.
Cada gráfico de Scatchard se realizó a partir de
4 incubaciones realizadas por duplicado.
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para LH, observándose que 1a prolactina y el sulpiride (libe

rador de prolactina) aumentan la cantidad de sitios recepto

res, mientras que 1a bromocriptina (inhibidor de la libera

ción de prolactina), los disminuye ligeramente.

Por otra parte, como puede verse en 1a figura 11, no

se observan modificaciones en el contenido de receptores pa

ra FSH, indicando que la prolactina no regula el número de eg

tos sitios receptores.

Este estudio pone en evidencia la acción regulatoria de

la prolactina sobre los sitios receptores para LH, utilizando

diversos tratamientos para provocar el aumento o 1a disminu

ción de los niveles séricos de esta hormona.

-EFECTO DE LA PROLACTINA SOBRE LA RESPUESTA TES

TICULAR A LA GONADOTROFINA EXOGENA

-EFECTO "IN VIVO"

Luego de administrar, durante 9 di’as, 50 ó 500 ug de o-Prl

a ratas de 30 di’as de edad, se las sacrificó por decapitación, co

lectándose su sangre para 1adeterminación de testosterona. Los

testi’culos fueron descapsulados y se los sometió a tratamiento con

colagenasa, para obtener un preparado de células intersticiales.
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Figura 11. -Efecto de la prolactina, bromocriptina y sulpi
ride sobre los receptores para FSH.
Los animales fueron tratados con 500 ug de pro
lactina ovina (HHH mesilato de bromocriptina
(3mg/ Kg) () o sulfato de sulpiride (7 Ing/rata)
(É ). .
Los túbulos semini’feros de estas ratas fueron in
cubados en presencia de cantidades variables de
FSI-Iradiactiva, a 24°C, durante 20 horas.
La cantidad de sitios receptores/mg de protei’na
se determinó a partir de gráficos de Scatchard(n= 8)
CONTROLES(. ), inyectados con vehículo.

V a
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En la figura 12 se observan los valores de testosterona

sérica de estos animales, indicando la acción de prolactina a

dosis bajas sobre la secreción testicular de este andrógeno.

Es interesante destacar que la mayor dosis de prolactina no

tuvo efecto sobre la testosterona plasmática.

Las células obtenidas, se incubaron en presencia de l ng

de hCG y 1a producción de testosterona se muestra en la figura

13. Puede verse que las células provenientes de ratas tratadas

con la menor dosis de prolactina, responden a la estimulación

con gonadotrofina exógena produciendo mayor cantidad de tes

tosterona, mientras que no se observa respuesta en el caso de

células provenientes de ratas tratadas con la dosis mayor de

prolactina. Este resultado está de acuerdo con el dato presen

tado antes, de testosterona sérica.

En la figura 14, se muestran los valores de AMP ci’clico

formado y liberado al medio de incubación por la estimulación

gonadotrófica. Puede verse, sin embargo, que tanto el AMP cï

clico intracelular como el liberado al medio de incubación, mues

tran un incremento dependiente de la dosis de prolactina admini_s_

trada a1 animal. Esto estaï .de acuerdo con el aumento en los si
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Figura 12.-Testosterona séríca de ratas ínyectadas con
distintas cantidades de prolactina ovina.
Los animales ínyectados con vehículo (In),
con 50 ug de prolactina ovina (HID)o con 500
ug de prolactina ovina ( ), fueron sacrifi
cados por decapitacíón y su sangre fue. cole_C_
tada. Luego de la separación del suero, se‘
tomó una alícuota que se extrajo con éter pa-x
ra-la posterior determinación de testostero
na por. radíoínmunoensayo.(n= 6)
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Figura 13.-Estimulación de células intersticiales de ani
males tratados con distintas dosis de prolac
tina ovina, con gonadotrofina exógena.
Las células intersticiales, obtenidas a partir
de testí’culos de ratas controles (n ), inyec
tadas con 50 ug de prolactina ovina, durante
9 di’as (HM) o con 500 ug de prolactina ovina,
durante el mismo tiempo ( ), fueron incu
badas con l ng de hCG, durante 2 horas, a 34°
bajo atmósfera de carbógeno, por triplicado.
Finalizada la. incubación, las células fueron
centrifugadas y el líquido sobrenadante se uti
lizó para la determinación de testosterona.
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Figura 14. —Estimu1ación de la producción de AMP ci’clico
por células intersticiales de animales tratados
con distintas dosis de prolactina ovina. ’
Las células intersticiales, obtenidas a partir de
testí’culos de ratas controles (I), inyectadas con
50 ug de prolactina ovina, durante 9 di'as (“m ) o
con 500 ug de prolactina ovina, durante el mismo
tiempo (), fueron incubadas con 1 ng de hCG, du
rante 2 horas, a 34°C, por triplicado.
Finalizada la incubación, las células fueron centri
fugadas y el li'quido sobrenadante se utilizó para la
determinación de AMP ci’clico. El precipitado celu
lar fue lavado una,vez con Medio 199, conteniendo
MIX O,1 mM y resuspendidas en buffer de ensayo
para AMP ci’clico. Se las sonicó durante 15 segun
dos y se las hi‘rvió a 100°C, durante 10 minutos.
Luego de centrifugarlas, el sobrenadante se utilizó
para la determinación de AMPcintracelular.
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tios receptores para LH, antes mostrado, y evidencia la es

trecha relación existente entre sitios receptores y actividad r

de adenilato ciclasa, asi’ como también-la. aparente disocia

ción entre los niveles del nucleótido ci'clico y la esteroidogé

nesis. Es evidente que la producción de testosterona depende

de otro-sil'actores que se encuentran más allá del sitio de pro

ducción del pretendido "segundo mensajero".

-EFECTO "IN VITRO"

En la tabla VII se muestran los efectos de la prolactina

sobre la producción de testosterona, cuando se incubaron cé

lulas intersticiales con cantidades variables de hCG, en pre

sencia o ausencia de 50 ng de r-Prl. Puede observarse el e

fecto sinérgico de la prolactina sobre la producción de testos

terona, para cada una de las dosis de hCG agregada a1 medio

de incubación.

Es bien sabido que en el proceso de aislamiento de la

prolactina, a partir de la glándula hipófisis, resulta. dificulto

so eliminar las demás hormonas hipofisarias. Esto puede ha

cer sospechar la presencia de cantidad suficiente de hormona

luteinizante como para producir el efecto antes mencionado.
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TABLAVH.- Producción de testosterona'po‘r células de Ley:
dig, estimuládas con hCG, en presencia. de prg

— lactina de rata.

CONCENTRACION SIN r-Prl CONr-Prl
DE hCG (pg) (50 ng) p <

0 11,37 22,64 0,05
7,8 13, 70 27,34 0,05

15,6 16,27 28,20 0,20
31,2 15, 34 34,49 0,02

250,0 107,27 168, 28 0,02
500,0 158,67 178,07 0,05

Los valores están expresados como nanogramos de testoste
rona/10 células.

Las incubaciones se realizaron por triplicado, Ia.34°C, durante
2 horas.
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Para evitar este problema, se sometió a la prolactina, pre

viamente a su utilización, a una purificación a través de una

columna de Concanavalina A-Sepharosa, con el objeto de que

toda la hormona luteinizante que pudiese estar presente, queda

se adherida a la columna, aprovechando el carácter glicoprote_i_

co de esta hormona. La prolactina asi’ purificada, se utilizó en

un experimento de estimulación de células de Leydig, cuyo re

sultado puede verse en la figura 15. Se observa que la prolac

tina purificada es capaz de estimular sinérgicamente con la LH

la producción de testosterona.

Estos resultados refuerzan 1ahipótesis de la acción corg

plementaria de la prolactina en la producción de testosterona

ante el esti’mulo gonadotrófico.

-ACCION DE LA PROLACTINA SOBRE LA PROTEINA QUI

NASA DE LA CELULA DE LEYDIG

Se ha postulado que la acción de la prolactina en tejido

mamario estaría mediada por el aumento en el número de sitios

intracelulares de unión para AMP ci'clico, es decir, en el incrg

mento de la cantidad de protei'na quinasa dependiente de este ng.

cleótido ci'clico.
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Figura 15. —Estimulación"in Vitro" de células intersticia
les con hCG y prolactina, purificada por colum
na de Concanavalína A.
Células intersticiales, obtenidas por tratamien
to con colagenasa, fueron incubadas en presen
cia de zoo pg de hCG (HID), zoo pg de hCG + 50
ng de prolactina (fi) y 200 pg de hCG + 50 ng
de prolactina previamente purificada por Conca
navalina A ( ). Luego de íncubar las células
durante 2 horas a 34°C, el líquido sobrenadante
de la. centrífugación se utilizó para la determina
ción de testosterona.
Niveles basales (I ).
Las incubaciones se realizaron por triplicado.
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En un intento de estudiar el efecto de la prolactina so

bre estas enzimas en las células de Leydig,‘ se determinó 1a '

cantidad de sitios totales de unión para.AMP ci’clico en el ci

toplasma de células intersticiales obtenidas de testi’culos de

ratas de 30 di'as de edad, tratadas con 50 ó 500 ug de prolac

tina ovina, durante 9 di'as. El resultado, según e1 gráfico de

Scatchard, se muestra enla figura 16. Se puede ver el aumeg

to en el número de sitios de unión, según 1a dosis de prolacti

na, observándose que 1a estimulación es mayor en el caso en

que 1a dosis administrada fue de 50 ug, mientras que para 1a

dosis mayor el incremento es inferior. Esto representaría

un efecto dual de 1a prolactina, siendo menor la estimulación

pasado un cierto umbral o li'mite.

Puede verse que 1a constante de afinidad permanece i

nalterada (Ka: 1,06 x 1o9 M'l).

En 1a figura 17 se puede observar 1a ocupación de estos

sitios de unión por el AMP cfclico producido ante el esti'mulo

de 1 ng de hCG, conjuntamente con los niveles intracelulares

del nucleótido ci'clico.

Estos experimentos indican que, almenos una de las fun
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Figura 16. -Sitios totales de unión de AMP ci'clico en células
intersticiales de ratas tratadas con distintas do
sis de prolactina ovina.
Células intersticiales, obtenidas a partir de ani
males controles (e ), inyectados con 50 ug de
prolactina ovina, durante 9 di'as (C) o inyectadas
con 500 ug de prolactina ovina, durante el mismo
tiempo (O ), fueron sonicadas durante 15 segun
dos y, luego de ultracentrifugarlas a 105. 000 x g,
durante 60 minutos, el sobrenadante se utilizó pa
ra la determinación de sitios de unión de AMPc.
La incubación se llevó a cabo en presencia de can
tidades variables del nucleótido tritiado, durante
16 horas, a 6°C.
La cantidad de sitios receptores de AMPc, se de
terminó mediante el gráfico de Scatchard.
Las incubaciones se realizaron por duplicado.
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Figura 17. —Arriba: Niveles intracelulares de AMP ci'clico,
producidos en respuesta al ng de hCG, por cé
lulas intersticiales de animales controles (C),
inyectados con 50 ug de prolactina ovina, duran
te 9 di'as (50 ug) o inyectados con 500 ug de prg
lactina ovina (500 ug).(n= 3) '
Abajo: Sitios receptores para AMP ci’clico, en
células intersticiales.
Las barras (I) indican la concentración total
de sitios receptores. Las barras () indicanla
cantidad de sitios disponibles, basales. Las ba
rras (HH)) indican la cantidad de sitios libres, lue_
go de estimulación con 1 ng de hCG. (n: 3)
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ciones de la prolactina en la regulación de la función testicu

lar seri'a la de aumentar el número de sitios de reconocimien

to intracelulares del AMP ci'clico formado ante el esti'mulo gg

nadotrófico.

HORMQNA LUTEINIZANTE

-MECANISMO DE DESENSIBILIZACION: EFECTO DE LA AD

MINISTRACION DE DOS DOSIS DE hCG

Ratas machos de 90 di’as de edad fueron inyectadas, sub

cutáneamente, con 200 UI de hCG y sacrificadas por decapita

ción a los 5 di'as de la inyección. Otro lote de animales recibió

una segunda dosis de hCG, 48 horas después de la primera y

fueron sacrificados tres di’asdespués de esta segunda adminig

tración de gonadotrofina. Un tercer grupo de animales recibió

la segunda dosis a los siete di’asde recibida la primera inyec

ción y fueron sacrificados tres di’asdespués de la segunda inyeg

ción. Un cuarto lote de animales se reservó como control y re

cibieron una.inyección de vehi'culo (buffer fosfato salino, Dulbecco

pH: 7, 4).

Inmediatamente después de sacrificar los animales, los

testículos fueron utilizados para la determinación de sitios re
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ceptores de LH y para su estimulación, "in vitro", con gona

dotrofina exógena. En la sangre colectada- se determinó 1a con

centración de testosterona.

La figura 18muestra los niveles séricos de testosterona.

Puede observarse que la dosis única de testosterona disminuye

significativamente los niveles de testosterona medida cinco di'as

después de su administración. Cuando la determinación del an

drógeno circulante se realiza tres di'as después de la segunda in

yección de hCG se observa 1a existencia de respuesta testicular

a 1a gonadotrofina, al detectarse niveles aumentados de testostg

rona.

Cuando se determinó 1a cantidad de sitios receptores para

LH o hCG en los testi'culos de estos animales, se obtuvierOn los

resultados presentados en la figura 19. A los cinco di'as de la pr_i

mera dosis de hormona, los sitios receptores se encuentran sig

nificativamente disminuidos, recuperándose parcialmente a los

10 dfas. Cuando se administra una segunda dosis, 48 horas des

pués de la primera, los receptores permanecen disminuidos, tres

di'as después de la segunda administración de gonadotrofina y se

observa una recuperación menor 10 dfas después de la primera
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Figura. 18. -Testoster0na sérica de animales inyectados con
una o dos dosis de hCG (2.00 UI).
Ratas machos de 90 dí’as de edad fueron inyecta
das con 200 UI de hCG y sacrificadas por deca
pitación, a los 5 6' 10 di’as de 1a inyección (¡j ).
Otro lote de animales recibió una.segunda dosis
de hCG (200 UI), 48 horas después dela. prime
ra (@) y fueron sacrificados alos 5 ó 10 di’as
de esta. primera dosis. Un tercer grupo de ani
males recibió la. segunda dosis a los siete di'as
de 1‘aprimera (MD)y fueron sacrificados a los
10 di’as de 1a primera. inyección. Un cuarto lote
se reservó como control (I). Se colectó 1a sag
gre y se determinó 1a testosterona. circulante.
(n: 3)
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Figura 19. —Determinaciónde sitios receptores para LH,
en testi’culos de ratas inyectadas con una o dos
dosis de hCG (200 UI).
Ratas machos de 90 di’as de edad fueron inyecta
das con 200 UI de hCG y sacrificadas por deca
pitacíón, a los 5 ó 10 di’as de 1a inyección ([1).
Otro lote de animales recibió una segunda do
sis de hCG, 48 horas después de la primera (É)
y fueron sacrificadas a los 5 ó 10 di'as de la pri
mera dosis. Untercer grupo de animales recibió
la segunda dosis a los siete di’as de 1a primera y
fueron sacrificados a los 10 di’as de la primera
inyección (UE). Un cuarto lote se reservó como
control (I). Los testi’culos fueron utilizados pa
ra 1a determinación de sitios receptores para
LH, incubando un homogenato testicular, con cag
tidades crecientes de LH radiactiva.
La concentración de sitios receptores se determ_i_
nó usando el método gráfico de Scatchard. (n: 8)
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inyección. Esto indicari'a un corrimiento hacia 1a derecha en

la curva de recuperación de los sitios receptores con el tierg

po transcurrido desde 1aprimera inyección. Administrando

una segunda dosis a los siete di’as de 1a primera inyección,

se observa que se vuelve a producir la desaparición parcial

de los sitios receptores, determinada tres di’asdespués de la

segunda administración, indicación que sugiere que el efecto

de 1ahormona luteinizante (en nuestro caso gonadotrofina co

riónica humana) sobre 1a desaparición de sus sitios receptores,

se ejerce en cualquier momento de su administración.

Cuando se incubaron los testi’culos de estos animales con

una dosis saturante de hCG, se obtuvieron los resultados indi

cados en las figuras 20 y 21. En la figura 20 puede verse que

1a producción de testosterona por los testi’culos de las ratas ig

vectadas con una única dosis de gonadotrofina es significativa

mente menor que 1a de los controles, indicando que esa dosis

fue capaz de producir desensibilización testicular, aunque el

efecto no fue demasiado notorio debido a que 1a determinación

se realizó cinco di'as después de 1a inyección, tiempo en que el

proceso de desensibilización, referido a la producción de testoí
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Figura 20. -Estimu1ación de 1a producción de testosterona
por testí’culos enteros de animales ínyectados
con una o dos dosis de hCG (200 UI).
Los animales fueron inyectados con una dosis
de hCG (D) y sacrificados a los 5 ó 10 días.
Otro lote recibió una segunda dosis, 48 horas
después de 1aprimera (fi) y fueron sacrifica- .
dos a los 5 ó 10 dí’as de 1a primera inyección.
Un tercer grupo de animales recibió 1a segunda
inyección a los siete di’as de 1a primera (HID)y
fue sacrificado a los 10 di’as de 1a primera do
sis. E1 cuarto grupo se reservó como control
(I). Los testi'culos fueron descapsulados e in
cubados, durante 4 horas, con 500 ng de hCG.
Las incubaciones se realizaron por duplicado.
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terona, comienza a recuperarse. Si se determina la Iproduc

ción de testosterona por los testi’culos de las ratas inyectadas

con dos dosis de hormona, se puede observar que, a las 48 hg

ras y a los siete di'as de la primera inyección, la testosterona

producida es significativamente superior a la de los animales

control-es, indicando una reversión del proceso de desensibi1_i

zación. Poniendo nuestra atención en la producción de testos

terOna por los testi'culos de los animales sacrificados a los 10

dï'as de la primera inyección, se puede observar que en todos

los grupos, la producción de este andrógeno es supranormal,

indicando un proceso de "supersensibilización" del testí’culo

al esti'mulo gOnadotrófico que ocurre luego de la etapa de de

sensibilización.

Cuando se determinan los niveles de AMP ci’clico, pro

ducido durante la estimulación gonadotrófica, se observa, en

el caso de los testi’culos de animales tratados con una única do

sis de hCG (figura. 21), que la liberación de este nucleótido al

medio de incubación es menor que la de los controles y mucho

menor a los tres di’as de recibida una segunda dosis de hormo

na, indicando en esta forma la desensibilización de la adenila
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Figura 21. -Estimu1ación de 1a producción de AMP ci’clico
por testí’culos enteros de‘animales inyectados
con una. o dos dosis de hCG (200 UI).
Los animales fueron inyectados con una dosis
de hCG (D) y sacrificados alos 5 ó 10 di’as.
Otro lote recibió una segunda dosis, 48 horas
después de 1a primera (fi) y fueron sacrifica
dOS alos 5 ó 10 dí/as de 1a primera. inyección.
Un tercer grupo de animales recibió 1a segunda
inyección a los siete di’as de 1a primera ([[fl])y
fue sacrificado a los 10 dí’as de 1a primera do
sis. El cuarto grupo se reservo como control
(I ). Luego de la incubación de los testi’culos con
hCG,Íse=determinó el AMPC liberado a1 medio. V
Las incubaciones se realizaron por duplicado.
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to ciclasa a la modulación gonadotrófica. Se puede ver que es

te proceso, como la desaparición de los sitios receptores pa

ra LH o hCG, se p'roducen independientemente del tiempo de

administración de la gonadotrofina. Esto indicari’a la i’ntima

relación existente entre receptores y actividad enzimática prg

ductora de AMP ci’clico. En la figura 21 también se observa

el fenómeno de supersensibilidad que ocurre a los diez di'as

de la primera inyección (desensibilizante) o a los cinco di’as

de la segunda (resensibilizante).

Vistos en conjunto los resultados de la estimulación,

"in vitro", de la producción de testosterona y de AMP ci'clico

por gonadotrofina exógena, se nos presenta como un proceso

de resensibilización esteroidogénica, aparentemente indepen

diente de AMP ci’clico, o posiblemente dependiente de cantid_a_._

des mi'nimas de este nucleótido, pero, en todo sentido, nos

enfrentamos a una resensibilización del sistema que, además,

encuentra. aumentado su nivel de respuesta máxima (ver figu

ra 20).

-ESTUDIO DEL EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTE

SIS PROTEICA SOBRE EL FENOMENO DE RESENSIBILIZA

CION
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Los animales fueron tratados de la siguiente forma: un

grupode animales fue inyectado con una única dosis de hCG '

y se los sacrificó cinco di'as después de la inyección. Otro

grupo recibió una segunda dosis de gonadotrofina, 48 horas

después de la primera dosis y fueron sacrificados a los tres

di’asdela segunda inyección. Un tercer grupo se reservó co

mo control, recibiendo una inyección de vehi’culo.

La concentración de testosterona sérica se puede obse_1;

var en la figura 22, encontrándose una marcada disminución

en el andrógeno circulante a los cinco di’asposteriores a la

primera inyección y un aumento apreciable ante la segunda

administración de gonadotrofina.

La figura 23 nos demuestra que la inhibición de la si'ntg

sis proteica, por agregado de cicloheximida al medio de incg

bación (10 ug/ml) produce la inhibición de la producción de

testosterona en todos los casos. Esto indica que la producción

de testosteroaa por los testi’culos de animales "resensibiliza

dos" con la segunda dosis de hCG, continúa siendo dependien

te de una si’ntesis proteica continua.
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Figura 22. -Testosterona sérica de animales inyectados con

una o dos dosis de hCG (200 UI).
Un grupo de animales fue inyectado con una úni
ca dosis de hCG (D) y se los sacrificó cinco días
después de 1a inyección. Otro grupo recibió una
segunda. dosis de gonadotrofina, 48 horas después
de 1a primera dosis y fueron sacrificados a los
tres di’as dela segunda inyección (DIH).Un tercer
grupo se reservó como control (I ).
Los animales fueron sacrificados por decapitación
y se colectó 1a sangre. Después de separarse el
suero, se 10 utilizó para 1a medición de testosterg
na. (n: 8)
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Figura 23. -Estimu1ación de 1a producción de testosterona,
en presencia de cícloheximida.
Un grupo de animales fue inyectado con una. úni
ca dosis de hCG (ÜIH)y se los sacrificó cinco
di'as después de 1a inyección. Otro grupo recibió
una segunda dosis de gonadotrofina, 48 horas de_s_
pués de 1aprimera dosis y fueron sacrificados a
los tres días de 1a segunda. inyección (). Un te_r_
cer grupo se reservó como control (Ü). Los tes
tí'culos fueron descapsulados e incubados con 500
ng de hCG, en presencia de cicloheximida (10 ug/
m1) (I ), durante 3 horas, a 34°C. por triplicado.
Finalizada 1a incuba'ción, se determinó 1a test05—
terona liberada a1medio de incubación.
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La.determinación de los niveles de AMP ci’clico, libera

do al medio de incubación, vuelve a reflejar la disminución og

servada en el caso de los animales tratados con gonadotrofina,

siendo este descenso máximo en los animales que recibieron

una segunda dosis de hormona (figura 24).

En la figura 25 se observan los niveles de progesterona

y 17-HO-progesterona producidos durante la estimulación, "in

vitro", de los testi’culos. Puede verse la gran acumulación de

estos esteroides que ocurre en el caso de los animales trata

dos con una única dosis de gonadotrofina, acumulación que dig

minuye en los animales inyectados con dos dosis de hormona.

En la tabla VIII se indica la relación progesteronaztestoí

terona y 17-HO-progesteronaztestosterona, pudiendoobservar

se que este i'ndice retorna a valores normales cuando los ani

males son tratados con una segunda dosis de hCG. Dado que

la lesión encontrada en el proceso de desensibilización está

ubicada a nivel de la 17, ZO-desmolasa (razón que llevó a 1a de

terminación de estos dos intermediarios de la si'ntesis de tes

tosterona), podri'a suponerse que esta segunda dosis de hormg

na seri’a capaz de revertir este bloqueo enzimático.
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Figura 24. -Estimu1ación de la producción de AMP cíclico
por testi’culos descapsulados.
Un grupo de animales fue inyectado con una única
dosis de hCG ([111])y se los sacrifícó cinco di’as
después de 1a inyección. Otro grupo ‘de animales
recibió una segunda dosis de gonadotrofina, 48
horas después de 1a primera dosis y fueron sacr_i_
ficados a los tres dÍ'as de 1a segunda inyección
(). Untercer grupo se reservó comocontrol
(I ). Los testi’culos fueron descapsulados e incu
bados con 500 ng de hCG, durante 3 horas, a 34°C.
Finalizada 1a incubación, se determinó el AMP ci’—
clico liberado a1 medio de incuba ción.
Las incubaciOnes se realizaron por triplicado.
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Figura 25. -Estimu1ación de 1a producción de progesterona
y 17-HO-progesterona por testi’culos descapsulí
dos.
Un grupo de animales fue inyectado con una úni
ca dosis de hCG (fi) y se los sacrificó cinco di’as
después de 1a inyección. Otro grupo recibió una
segunda dosis de gonadotrofina, 48 horas después
de 1a primera dosis y fueron sacrificados a los
tres di’as de 1a segunda inyección (fi ). Un tercer
grupo se reservó como control ([[H]). Los ‘testi’cg
los fueron descapsulados e incubados con 500 ng
de hCG, durante 3 horas, a 34°C, por triplicado.
Finalizada 1a incubación, se determinó 1a produc
ción de progesterona (Prog.) y 17-HO-progesterg
na (17-HO—P)en el‘medio de incubación.



TABLAVIII. -RelaciónentreProgesterona/Testosteronayl7-HO-Progesterona/Tes

tosterona,producidasen_'diférentescondicionesdeestimulacióntesticular.

RELACIONyCONTROL1DOSIS2DOSIS

BasalhCGBasalhCGBasalhCG

\\
P/T0,020,030,120,140,030,041.7-HO-P/T0,030,030,120,160,020,06

RELACIONBasalhCGAMPcBasalhCGAMPcBasalhCGAMPc

(CONTROL)(lDOSIS)(2DOSIS)

X

xx

P/T0,020,020,030,120,140,120,030,040,0217-HO-P/T0,020,040,020,180,080,120,050,070,09 UngrupodeanimalesrecibióunadosisdehCG(200UI)yotroloterecibióunasegundadosis,48horasdespuésdelaprimera.Enelpanelsuperior,losanimalesinyectadosconunaúnicadosis,fueronsacrificados5di'asdespués.Enelpanelinferior,elmismogrupodeanimalesfuesacrificado3di'asdespuésdelaprimerainyección.hCG(500ng/incubación)—dibutiril-AMPc(10-3M/incubación).
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-ESTUDIO DEL EFECTO DEL AGREGADO DE NADDH EXO

GENO Y DE AMP CICLICO SOBRE LA SÍNTESIS DE TESTOS

TERONA, EN EL PROCESO DE RESENSIBILIZACION

En este estudio los animales inyectados con una única do

sis de hCG (200 UI), fueron sacrificados tres di'as después de

la inyección, para asegurar una completa desensibilización. Los

animales inyectados con una segunda dosis de hormona, 48 horas

después de la primera, fueron sacrificados tres di'as después de

la segunda. dosis.

La concentración de la testosterona circulante puede obseg

varse en la figura 26, siendo reflejo de la estimulación de la pr(_)_

ducción de este andrógeno, en respuesta a las dosis de hormona

inyectada.

En la figura 27, podemos ver la producción de testostero

na por los testi'culos de estos animales, en respuesta a la gona

dotrofina exógena o a concentración saturante de dibutiril-AMP

ci'clico. En el caso de los animales inyectados con-una única do

sis de gonadotrofina, la respuesta es mi'nima. Cuando observa

mos lo que ocurre en los animales inyectados con una segunda

dosis de hormona, nos encontramos cm el proceso de resensi

bilización, siendo estimulable también por dibutiril-AMP cfcli
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Figura 26. -Testosterona sérica de animales tratados con
una o dos dosis de hCG (200 UI).
Un grupo de animales recibió una única dosis
de hCG (200 UI) ([HD)y fueron sacrificados a
los tres di'as de 1a inyección. Otro grupo recí
bió una segunda dosis de hormona, 48 horas
después de 1aprimera inyección () y fuerOn
sacrificados tres dias después de 1a.segunda
dosis. Untercer grupo se reservó como con
trol (I ).
Luego de 1a decapitación, se colectó 1a sangre
y se determinó el contenido en testosterona del
suero. (n: 7)

T.Sérica(ng/100m
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Figura. 27. -Estimulación de la producción de testosterOna
por testí’culos descapsulados, en respuesta a
gonadotrofina (hCG) o dibutiril-AMP ci’clico.
Un grupo de animales recibió una única dosis
de hCG (200 UI) (1 D) y fueron sacrificados a
los tres di'as de la inyección. Otro grupo rec_i
bió una segunda dosis de hormona, 48 horas
después de 1a primera. inyección (2 D) y fueren
sacrificados tres di’asdespués de la segunda
dosis. Untercer grupo se reservó como con
trol (C). '
Luego de la decapitacíón, se utilizaron los tes
ti’culos, incubándolos con 500 ng de hCG (um)
o con_díbufirilmAAAPc(10-3 AA)(52). Las barras
oscuras indican los valores basales, luego de 3
horas de incubación.
Las incubaciones se realizarOn por triplicado.
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co, indicando que este mecanismo seguiri’a dependiendo de es

te nucleótido ci'clico.

La figura 28, muestra la producción de progesterona y

l7-HO-progesterona, observándose acumulación de estos inter

mediarios, tanto en los animales tratados con una sola dosis,

como con dos inyecciones de gonadotrofina. Sin embargo, ob

servando la relación progesteronaztestosterona y l7-HO-pro_

gesteronaztestosterona (ver Tabla VIII, pág. 183), se ve que

retorna a niveles casi normales cuando el animal recibe dos

dosis de hCG.

En un experimento paralelo, se obtuvieron células inter_s_

ticiales, a partir de testi’culos de estos animales, por trata

miento con colagenasa. Estas células fueron congeladas a -70°C

y luego dejadas a temperatura ambiente hasta su descongela

miento, procedimiento que produce la ruptura celular. Estas

células asi' tratadas, fueron incubadas con un sistema genera

dor de NADPHy se determinó 1a producción de testosterona.

En la figura 29 puede observarse que, mientras el agregado de

NADPHestimula la producción de testosterona en las células

provenientes de testi’culos controles, este esti'mulo es menor

en el caso de las células de testi’culos de animales
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Figura 28. -Estimu1ación de 1a producción de progesterona
y 17-HO-progesterona por testí’culos descapsi
lados, en respuesta a hCG o dibutiril-AMPc.
Un grupo de animales recibió una única dosis
de hCG (200 UI) (1 D) y fueron decapitados a los
tres di’as de 1a inyección. Otro grupo r'ecibió u
na segunda dosis de hormona, 48 horas después
de 1a primera inyección (2 D) y fueron sacrifi
cados tres di'as después de 1a segunda dosis. Un
tercer grupo se reservó como control (C).
Los testículos de estos animales fueron descap
sulados e incubados‘ en presencia de 500 ng de hCG
(Em)o'dibutiríl-AMP ci'clico (10'3M) ( ), por 3h.
Las barras representan el promedio de tres incu
baciones.
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Figura 29. —Estimulacionde la producción de testosterona
por homogenatos de células intersticiales, en
presencia de un sistema generador de NADPH,
LH o dibutiril-AMP ci'clico.
Un grupo de animales recibió una única dosis
de hCG y fueron sacrificados a los tres di/as de
1a inyección. Otro grupo recibió una segunda do
sis, 48 horas después de la primera. y fue sacri
ficado a los tres di'as de la segunda inyección.
Otro lote se reservo como control.
Células intersticiales obtenidas de estos anima
les fueron homogeneizadas por congelamiento y
descongelamiento e incubadas en presencia de
hCG (500 ng) ([fl]])o dibutiril-AMPc (10'3M) ()
para comprobar su ruptura. Además se agregó,
en algunos casos, un sistema generador de NADPH.
Las barras representan el promedio de tres íncubí
ciones.
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tratados con una única dosis de g0nadotrofina, siendo mucho

mayor cuando las células proveni'an de animales "resensibi

lizados" con una segunda dosis de hormona. Esto indicari’a

un proceso de reactivación a nivel de las enzimas dependien

tes de este cofactor, responsables de las hidroxilaciones que

finalizan en la si'ntesis de testosterona, a partir de colesterol.

-ESTUDIO DEL EFECTO DE DOS DOSIS CONSECUTIVAS DE

hCG SOBRE EL PROCESO DE RESENSIBILIZACION

Con el objeto de investigar los efectos de la administra

ción de una segunda dosis de hCG sobre el proceso de desens_i

bilización, un grupo de animales recibió una dosis de hCG (200

UI) y fue sacrificado a los tres di’as de la inyección. Un segun

do lote de animales recibió una segunda dosis de hormona, 24

horas después de la primera, siendo sacrificados a los dos di'

as de recibida esta segunda inyección. El tercer grupo se re

servó como control y recibió una.dosis de vehiculo.

La figura 30 muestra la producción de testosterona por

las células de Leydig, aisladas de los testi’culos de estos ani

males e incubadas en presencia de 30 ng de hCG o dibutiril
-3

AMP ci’clico (10 M). Pue'de observarse que ni en las células
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Figura 30. -Producción de testosterOna por células inters
ticiales, en respuesta a hCG o dibutiril-AMPC.
Un grupo de animales recibió una dosis de hCG
(200 UI) y fue sacrificado a los tres dfas de la
inyección (1 D). Un segundo lote de animales,
recibió una segunda dosis de hormona, 24 horas
después de la primera, siendo sacrificados a
los dos di’as de recibida. esta segunda inyección
(2 D). Un tercer grupo se reservó como control
(C). Células intersticiales, aisladas de los tes
ti’culos de estos animales, fueron incubadas en
presencia de hCG (3o ng) (HID)o dibutíril-AMPC
(10'3M) (Q ). .Sedeterminó la testosterona libe
rada al medio de incubación.
Las incubaciones se realizaron por triplicado.
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intersticiales de las ratas inyectadas con una única dosis de

hCG, asi’ como tampoco en las obtenidas de animales que re

cibieron dos dosis de esta hormona se produce respuesta de

testosterona a 1a estimulación con gonadotrofina o AMP ci'c1_i

co exógeno. Esto indica que una segunda dosis de hCG, admi

nistrada 24 horas después de la primera, no es capaz de de

sencadenar o, al menos, evidenciar el proceso de “resensi

bilización" testicular a1 esti'rnulo gonadotrófíco.

En 1a figura. 31 puede observarse que, en ambos casos,

tampoco se observa estimulación de 1a liberación de AMP ci'

clico a1 medio de incubación, indicando 1a desensibilización

de 1a adenilato ciclasa.

Estos resultados, en conjunto, demuestran que una.se

gunda dosis de hCG, administrada, por lo menos, 48 horas

después de 1a inyección "desensibilizante", es capaz de reve};

tir este proceso en lo que a esteroidogénesis se refiere, lle

vando a1 testi’culo a responder en forma. supranormal a1 esti”

mulo exógeno con gonadotrofina. Esta respuesta continúa sien

do dependiente de una si’ntesis proteica continua y, aparente

mente, es estimulable por AMP ci'clico, a.pesar que se man
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—Producciónde AMP ci’clico por células inters
ticiales, en respuesta a hCG.
Un grupo de animales recibió una dosis de hCG
(200 UI) y fue sacrificado a los tres di’as de la
inyección (l D). Un segundo lote de animales,
recibió una segunda dosis de hormona, 24 horas
después de la primera, siendo sacrificados a
los dos di’as de recibida esta. segunda inyección
(2 D). Un tercer grupo se reservó como control
(C). Células intersticiales, aisladas de los tes
tículos de estos animales, fueron incubadas en
presencia de 30 ng de hCG (mm). Las barras ne
gras indican la‘producción basal. Se determinó
el AMPc liberado al medio de incubación.
Las barras representan el Promedio de tres in
cubaciones.
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tiene la desensibilización a nivel de la adenilato ciclasa. Por

otra parte, pareceri'a levantar el b10queo-existente a nivel e3

zimático,__llevando a una producción normal de testosterona.

REGULACION DE LOS SITIOS DE UNION DE LH POR TES

TOSTERONA

Se ha postulado que existiri'a una correlación entre los

niveles aumentados de testosterona y la disminución en el nú

mero de sitios receptores para LH cuando se administra una

dosis desensibilizante de gonadotrofina.

Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado que

la administración de andrógenos regule en forma alguna los s_i

tios de reconocimiento para esta gonadotrofina.

En la figura 32 se muestra el resultado de analizar la u

nión de LH marcada con iodo radiactivo a células intersticiales

obtenidas de testi’culos de ratas luego de 9 di'as de hipofisecto

mizadas y de ratas hipofisectomizadas tratadas con 500 ug de

propionato de testosterona durante el mismo tiempo. El grupo

de animales control e hipofisectomizados recibieron 9 dosis de

aceite vegetal, en forma subcutánea.

Puede observarse la disminución en el número de sitios
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Figura 32. -Efecto de la testosterona sobre el contenido en
receptores de gonadotrofina. en testi’culos de ra
tas hipofisectomizadas.
Ratas adultas, con 9 di'as de hipofisectomi’a, fue
ron inyectadas durante el peri’odopost-Operatorio
con 9 inyecciones de propiOnato de testosterona
(500 ug c/ u).
Se obtuvieron células intersticiales de los testi’cu
los de estos animales y fueron incubadas en pre

segcia de cantidades variables de hCG marcada conI.
Finalizada la incubación (20 horas a 24°C), se dete¿
mino la radiactividad asociada a1 precipitado.
Los datos se analizaron según el método de Scatchard.
Grupos: CONTROLES O

HIPOFISECTOMIZADOS O
HIPOFISECTOMIZADOS + TEST. e

Cada punto representa el promedio de dos incubacio
nes.
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receptores que ocurre después de la hipofisectomi'a, llevando

el número de sitios receptores de 3. 413 sitios/ célula a Z.234

sitios/ célula. Cuandolas ra'tas se tratan con 500 ug de testoí

terona, se produce una disminución ulterior en el número de

sitios, llegando a 1. 739 sitios/célula, es decir un 22%menos

que los animales hipofisectomizados y un 49%menos que los

controles.

La constante de afinidad se mantiene en los tres casos,

siendo igual a 0,4-9 x 1010 M-l.

Esta es una evidencia directa de la acción de la testos

terona sobre 1a regulación de los sitios receptores para LH.

Estos resultados dari’an idea de 1a existencia de un mecanis

mo de regulación ultra corta, mediado por el andrógeno pro

ducido por acción de la hormona luteinizante sobre 1a célula

de Leydig.

Este mecanismo podria servir de mecanismo de control

para prevenir un incremento exagerado de testosterona en aque

llos casos en que los niveles de gonadotrofina circulante están

aumentados.

\
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ESTUDIO SOBRE LA VIDA MEDIA DEL RECEPTOR PARA LH

Para este estudio, testi'culos de ratas de 45 di’asfueren

incubados en 2 m1 de medio Eagle, durante 1, Z, 4, 8 y 12 ho

ras. Cada 4 horas el medio fue cambiado por nuevo, contenieg

do: Penicilina 5. 000 U, Estreptomicina 1, 67 mg.

Para estudiar 1a inhibición de la síntesis proteica, se a

gregó a1 medio cicloheximida (3, 3 mg en 25 m1) y, una hora an

tes de terminar se agregaron 0, 5 uCi de aminoácidos-14C.

La figura 33 nos muestra la incorporación de radiactivi

dad con el peri’odo de incubación. Puede observarse la inhibi

ción, en aproximadamente un 90%, de 1a síntesis proteica en los

testi’culos incubados con cicloheximida.

Para 1adeterminación de los sitios receptores, los testiï

culos incubados durante 4, 8 y 12 horas, fueron homogeneizados

en 10 m1 de PBS, centrifugados a 3. 000 rpm, durante 20 minutos

y resuspendidos en 10m1 de PBS. De esta suspensión se tomaron

0,3 m1 para. el ensayo de receptores y el resto para la determina

ción de protei’nas.

La incubación para 1a determinación de los sitios de unión

se realizó tal como se describió en 1a sección de Métodos.
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Figura 33. -Efecto de 1aicicloheximída, "in vitro", sobre 1a
si'ntesis proteica en testi’culo de rata.
Testí’culos de ratas de 45 di’as fueron incubados
en 2 m1 de medio Eagle, durante 1, 2; 4, 8 y 12
horas. Cada 4 horas el medio fue cambiado por
nuevo, conteniendo: Penicilina 5. 000 U, Estreg
tomícina 1, 67 mg.
Se agregó a1 medio cicloheximida (3, 3 mg en
25 m1) y, una hora antes de terminar se agrega
ron O,5 uCi de aminoácidos- C.
Se detuvo 1a reacción por agregado de TCA y, Ing
go de filtrar a través de filtros de fibra de vidrio,
se midió 1a radiactividad asociada a protei’nas.
En 1a figura se ve 1a incorporación de radiactivi
dad en ausencia (I) y en presencia de ciclohexi
mida (El ).
Las incubaciones se realizaron por triplicado.



-199

En 1a figura 34 tenemos 1a cantidad de sitios receptores

en las distintas incubaciones. Podemos ver que-1a presencia ‘

de cicloheximida en el medio de incubación no disminuye la

capacidad de unión de los testi'culos. La disminución observa

da entre las 4 y 8 horas de incubación, probablemente, se de

ba a la separación de sitios receptores de 1amembrana celular

apareciendo en el medio de incubación.

Esto significa que la vida media del receptor para LH

debe ser superior a las 12horas.

ESTUDIO SOBRE LA DESAPARICION DE LOS SITIOS RECEP

TORES PARA LH, "IN VITRO"

Testi’culos descapsulados fueron incubados en presencia

de 38 ug/ml (hCG), a 34°C, durante 15 y 30 minutos y 1, 2 y

4 horas.

Terminada 1a incubación, 10s testi’culos fueron homoge

neizados en MgCl2 4 M, para la separación de 1a hormona un_i

da a su receptor.

El procedimiento se efectuó de acuerdo con lo descripto

en la sección de Métodos.
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Figura 34. -Determinación de 1a cantidad de sitios recepto
res para LH, en testí'culos d'e rata, en presen
cia de cicloheximida.
Testi'culos de ratas de 45 di'as fueron incubados
en 2 m1 de medio Eagle, durante 4, 8 y 12 horas
Cada 4 horas el medio fue cambiado por nuevo,
conteniendo: Penicilína 5.000 U, Estreptomícina
1, 67 mg. 
E1 medio conteni’a cicloheximida (3, 3 mg en 25 m1)
(HID).Las barras negras indican las incubaciones
realizadas en ausencia del inhibidor de si’ntesis prg
teica.
Los testículos fueron homogeneizados en PBS y
se los incubó en presencia de cantidades crecien
tes de LH marcada con iodo radiactivo.
Los datos fueron analizados según el método de
Scatchard. (n: 8)
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En 1a figura 35 se muestra 1a disminución en el conteni

do de sitios receptores para LH durante 1a incubación con ho:

mona. _

Determinando 1a constante de afinidad de los sitios re

ceptores remanentes, luego de las 4 horas de incubación en

presencia de hormona, comparando con los que quedaban lue

go de la incubación en ausencia de hCG, se obtuvo el resulta

do que se muestra en 1a figura 36.

Puede observarse que para 1a incubación control, 1a cons
. . 10 -1 _

tante de af1n1dad es del orden de 4, 92 x 10 M , mientras que

para los sitios remanentes de la incubación con hormona, 1a
9 -1 ,constante resultó de 7 x 10 M , es dec1r de un orden menor.

Esto podri’a indicar un segundo tipo de sitios receptores,

o bien una diferente conformación de los mismo sitios, previo

a su desaparición o producida por 1amembrana plasmática con

gran depleción de sitios de unión.
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Figura 35. -Desaparición de los sitios receptores para LH
durante 1a incubación con hCG.
Testi’culos descapsulados fueron incubados en
presencia de 38 ug/ml de hCG ([l]]]), a 34°C,
durante 15 y 30 minutos y 1, 2 y 4 horas.
Terminada 1a incubación, .los testi’culos fue
ron homogeneizados en MgCl2 4 M, para 1a
separación de 1a hormona unida a su receptor.
Los testi’culos asi/homogeneizados fueron incu
bados en presencia de cantidades crecientes de
hormona luteinizante marcada. Las barras ne
gras indican testi’cuIOSprovenientes de incuba
ciones realizadas sin hCG. ‘
Las incubaciones con hCG se realizaron por tri
plicado. Luego de 1a incubación con hormona ra
diactiva, se tomó el punto de saturación y se e
fectuó el promedio (n: 3), valor representado
en las barras.



-203

0,8 ®

' 10 -1
Ka =-4,92 x10 M

,Orx)

5 fo lb 2b'2s

0,06

0,04 r

Unida/Libre

.0' ooo

0,02_

2 ¿í 6 2'3th
Unida(pM)

Figura 36. -Análisis de la constante de afinidad, según el
método de Scatchard, de los receptores para LH
en testi’culos incubados en presencia de hCG.
Testi’culos descapsulados fuerOn incubados en
presencia de 38 ug/ml de hCG, a 34°C, durante
4 horas. Terminada 1a incubación, 10s,testi’culos
fueron homogeneizados en MgClz 4 M, para sepa
rar 1ahormona unida a su receptor. Luego se
incubó una alfcuota de este homogenato, previa
mente lavado con PBS, con cantidades crecientes
de 125I-LH. El gráfico (A) muestra e1 diagrama
obtenido para testí’culos sin incubación con hCG y
el gráfico (B) es el resultado de 1a incubación con
1a hormona.
Cada punto representa el promedio de dos deter
minaciones.
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ANDROGENIZACION NEONATAL Y FUNCION TESTICULAR

En la figura 37 se puede ver que la administración neo

natal de testosterona no tiene. efecto sobre los receptores pa

ra LH. En el caso de los receptores para FSH, cuando se es

tudiaron en testi’culos de ratas de 90 di’as de edad, no se encog

traron diferencias respecto de las ratas controles, mientras

que en ratas de 40 di’as se pudo observar un ligero incremento

(figura 38). Siendo el peso testicular un poco menor en el caso

de las ratas adultas androgenizadas neonatalmente (CONTRO

LES: l,48 i 0, 03 g, ANDROGENIZADAS: 1, 14 i 0, 04 g), esta

diferencia no se puede explicar por un menor número de sitios

de reconocimiento para la gonadotrofina.

El estudio de la producción de testosterona, ante la esti

mulación de los testi’culos de ratas adultas y adultas androgen_i

zadas, permitió observar (figura 39) que, ante diferentes do

sis de hCG, los testi’culos de las ratas androgenizadas mues

tran una mayor sensibilidad y una mayor producción de testos

terona, comparada con los controles.

Estos datos demuestran que 1a androgenización neonatal

no produce diferencias en los sitios de unión para las gonadotro

finas, mientras que sensibiliza al testi’culo ante el estí’rnulo
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—Efectode la androgenizacíón neonatal sobre los
receptores para LH en testi’culo de rata.
Se administraron 5 mg de prOpionato de testos
terona a ratas recién nacidas (entre las 24 y 48
horas posteriores a su nacimiento) y se las sa
crificó cuando alcanzaron los 90 di’as de edad.
Los testi’culos fueron homogeneizados en PBS
e incubados en presencia de cantidades variables
de LH radiactiva, para determinar el contenido
en receptores para esta hormona.
ANIMALES: NORMALESI

ANDROGENIZADOS {1111]
La cantidad de sitios receptores se determinó
mediante el gráfico de Scatchard, realizado para
tres testi’culos (n: 8, para cada Scatchard)
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Figura 38. -Efecto de 1a androgenizacion neonatal sobre los
receptores para FSH en testi’culo de rata.
Se administraron 5 mg de propionato de testos
terona a ratas recién nacidas (entre las 24 y 48
horas posteriores a su nacimiento) y se las sa
crificó a los 90 ó 46 di’as de edad.
Los testi'culos fueron homogeneizados en PBS e
incubados en presencia de cantidades variables
de FSH radiactiva, para determinar el conteni
do en receptores para esta hormona.
Animales: NORMALESI

ANDRO GENIZADOS [[111]
Se realizó un gráfico de Scatchard, para tres
testi’culos por lote (n: 8, para cada determina
ción). '
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Figura 39. -Producción de testosterona ante el estí'rnulo gong;
dotrófico, con cantidades variables de hCG.
Ratas machos de 24-48 horas de vida, fueron in
yectadas con 5 mg de propionato de testosterona
y sacrificadas a los 90 di’as de edad.
Los testi’culos fueron descapsulados e incubados
en presencia de cantidades variables de hCG, dl].
rante 3 horas, a. 34°C.
Finalizada. la incubación, se determinó la testoí
terona liberada al medio de incubación.»
Animales: NORMALESI

ANDROGENIZ ADOS HH]
Las incubaciones se realizaron por triplicado.
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gonadotrófico.

Buscando la explicación a esta mayor respuesta testicu

lar ante el esti’mulo por hCG, en los niveles aumentados de

la prolactina sérica, se repitió el experimento de estimula

ción utilizando un lote de animales androgenizados, tratados

con bromocriptina, para. descenderles los niveles de prolac

tina circulante.

En la figura 40 se muestran los resultados obtenidos.

Puede observarse que el tratamiento con bromocriptina no fue

capaz de disminuir la respuesta testicular aumentada en los

animales androgenizados, de forma tal que la. explicación de

berá buscarse a otro nivel.

EFECTO DE LA EDAD SOBRE LOS SITIOS RECEPTORES

PARA LH

Estudiando el contenido en receptores para hormona lg

teinizante de los testi’culos de ratas adultas y ratas envejeci

das, se obtuvieron los resultados que se muestran .en la. tabla

IX. Puede verse que, en el caso de las ratas de 23 meses de

edad, se produce una. reducción en un 37% en el número de si

tios receptores, comparado con las ratas adultas jóvenes (de
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Figura 40. —Producciónde testosterona ante el estímulo
gonadotrófíco,por testículos de animales an
drogenízados neonatalmente, tratados con
bromocriptína.
Ratas machos de 24-48 horas de Vida, fueron
ínyectadas con 5 mg de prOpíonato de testostg
rona y sacrificadas a los 90 días de edad.
Seis dí’asantes de ser sacrificadas, se les ag
ministro bromocríptina (0, 3 y'3 Ing/kg de peso)
hasta el dí'a del experimento.
Los testí’culos descapsulados fueron íncubados
en presencia de 300 ng de hCG, por triplicado.
Animales: Normales (I); Normales + Bromoc.
(a); Androg. KE); Androg.+ Br. díl. ([111])y
Androg. + Br. conc. ( ).
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TABLA IX. - Efecto de 1a edad sobre el contenido testicular
de receptores para LH y 1a respuesta a 1a ad
ministración de testosterona.

TRATAMIENTO ADULTAS ENVEJE CIDAS

NINGUNO 18, 77 i_-_1, 71 11, 87 i 1, 47

TESTOSTERONA 12, 50 i 0, 58 10, 08 i 0, 57

Estos valores están expresados como femtomoles de LH/mg
de protei’na.

E1tratamiento con testosterona consistió en 1a administra
ción de 14 dosis de enantato de testosterona (100 ug/lOOg de
peso corporal).

Las ratas adultas jóvenes teni'an 6 meses de edad y las ratas
envejecidas teni’an 23 meses de edad.

Cada grupo constaba de tres animales.

Adultas vs Adultas + T.: p< 0, 01
Adultas vs Envejecidas : p<0, 01
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6 meses/de edad).

.La constante de afinidad permanece invariable e igual

a o, 71x 1010M'l.

En 1amisma tabla puede observarse que el tratamiento

de estos dos grupos de animales con testosterona (100 ug/lOO

g de peso corporal), durante 14 di'as, produce una disminución

en el número de receptores del 33%, en el caso de las ratas

adultas jóvenes, mientras que no se observan cambios cuando

los animales tratados con adultos envejecidos. Esto podri’a in

dicar que la edad tendri'a, también, un efecto sobre ese meca

nismo de retroalimentación negativo ultracorto, antes mencig

nado, o bien, si es que esta reducción se debe a una acción a

nivel hípotálamo-hipofisario, una respuesta disminuida del eje

hipotalámico-hipofisario-gonadal al esti’rnulocon concentracig

nes exógenas de andrógenos. Este último hecho se ha discuti

do en la introducción, donde se aportaron datos que confirman

la alteración de este sistema regulatorio.

EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE EL TESTICULO

Para 1a investigación de 1a influencia de la duración del

peri'odo luminoso sobre el testi’culo, se utilizaron animales cuya
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mayor actividad se realiza de noche. El animal estudiado fue

la vizcacha (Lagostomus Maximus Maximus). Esteanimal, dé

hábitos nocturnos, fue mantenido en cautiverio y sometido a

peri'odos de iluminación permanente (8 di’as a 100 foot candle)

con el objeto de investigar su función pineal. A1momento del

experimento se los sacrificó por dislocación cervical y se co

lectó sangre; los testi'culos fueron colocados inmediatamente

sobre hielo seco, para su posterior utilización. El grupo con

trol lo constituyeron animales cazados en su habitat (noche).

La.tabla X muestra el peso testicular, la. testosterona

sérica y la concentración de sitios receptores para FSH.

Puede observarse el descenso en los tres parámetros

considerados, en el caso de los animales sometidos a ilumi

nación constante.

Esto presenta un panorama interesante de la función pi

neal de estos animales pues, lo hasta ahora conocido, era que

esta glándula ejerci'a su actividad antigonadotrófica: en presen

cia de un fotOperi'odo corto, es decir menor tiempo de ilumina

ción, mientras que una iluminación constante equivali’a a una

pinealectomi’a funcional. Aparentemente, en estos animales, 1a



TABLA X. - Influencia. del fot0peri'odo sobre algunos pará
metros testiculares, en la vizcacha.

PARAMETROS
OBSERVADOS CONTROL ES ILUMINADAS

Peso testicular (g) 4, 98 i 0, 63 2, 77 i 0, 31

Testosterona sérica
(ng/ 100 m1) 419, 20 i 12, 50 84, 50 i 5,13

Receptores para FSH
(fmoles/mg protei’na) 14,4 i 0,12 3, 42 i o, 25

Todos los valores están expresados como Promedio i E. S.

Las vizcachas controles fueron cazadas en su habitat (oscu
ridad) y las iluminadas, mantenidas en cautiverio y con ilu
minación constante, durante 8 di'as (100 foot candle).

Cada grupo constaba de cinco animales.

Peso testicular: p40, 05
Testosterona sérica: p<0, 001
Receptores para FSH: p<0, 001
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DISCUSION

Es incuestionable que la biosi'ntesis de los esteroides

androgénicos por el testi’culo de los mami’feros, depende de

las secreciones de la pituitaria anterior y que 1a LH es abso

lutamente requerida para la función normal de la célula de

Leydig. Sin embargo, es evidente que la esteroidogénesis tes

ticular está regulada, normalmente, por un complejo de hor

monas adenohipofisarias además de la insulina, siendo la FSH

y la prolactina, componentes de este complejo. Debe indicar

se que este concepto no es nuevo, tal como lo demuestran los

estudios de Woods y Simpson319 sobre el control hormonal de

la espermatogénesis en la rata.

Existen similitudes importantes entre los efectos de las

hormonas de la pituitaria anterior sobre el testi’culo y el ova

rio. El concepto de un complejo luteotrópico, esto es un com

plejo de hormonas de la pituitaria anterior involucrado en la.

regulación de la sfntesis de progesterona por el cuerpo lúteo

de mami’feros, surgido del trabajo de Rothchild, Greep, Green

wald y sus colaboradores (recopilados por Hilliard320), provee

un modelo para comprender los caminos por los cuales la pitu_i
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taria anterior controla la función esteroidogénica del-testi’culo.

Similarmente, estudios más recientes de Midgley, Ryan, Chan

ning, Armstrong, Richards, Behrman y otros (recopilados por

Richards y Midglev321) sobre los intrincados caminos por los

cuales las hormonas de la pituitaria anterior y los esteroides

ováricos interactúan regulando los niveles de receptores hor

mOnales en los diferentes compartimientos del Ovario, proveen

una herramienta conceptual para 1a investigación ¡deefectos a

na10gos de hormonas pepti’dicas y esteroideas sobre el testi’cu

lo.

En este trabajo se ha intentado demostrar la necesidad

de este conjunto hormonal en el normal desarrollo de la función

testicular, prestando especial atención a los mecanismos mole

culares que se ponen en funcionamiento desde que la hormona

es reconocida por el sitio discriminador, hasta que se produce

la respuesta fisiológica en respuesta al esti'rnulohormonal.

Es conocido que la diabetes produce innumerables trator

nos sexuales y reproductivos, tanto en machos como en hembras

de varias especies.

Recientemente se han realizado estudios tendientes a dilu
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cidar las causas de las alteraciones de las funciones reproduc

tivas masculinas en condiciones de diabetes experimental.

Resulta difi'cil determinar si la diabetes y sus disturbios

en el metabolismo actúan, primariamente, sobre el eje hipoté

lamo-hipofisario o directamente sobre el testi’culo. Para que

la primera hipótesis fuese verdadera, deberi’aestar reducida

la secreción de una o ambas gonadotrofinas, o, al menos, su

potencia biológica.

La segunda hipótesis, es decir una acción directa de los

disturbios diabéticos sobre el testi’culo está apoyada por la exis

tencia de lesiones en el hipotálamo, similares a los observados

luego de la castración. Esto involucrari’a una falla en los meca

nismos receptores y/o amplificadores de las gonadotrofinas.

Podri'a existir una tercera posibilidad, que resultari’a de

combinar las dos anteriores: es decir que las alteraciones debi

das al estado diabético se produciri'an tanto en el eje hípotálamo

hipofisario como también en el testi’culo.

En la última década se ha postulado que el binomio hiper

glucemia-hipotestosteronemia seri’a una de las causas responsí

bles de la infertilidad. Sin embargo, el estado diabético no corg
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prende solamente el aumento de glucosa en sangre, sino un

disturbio en el metabolismo corporal.

Los resultados obtenidos recientemente166 muestran

claramente una disminución de 1a capacidad esteroidogénica

de las células de Leydig en animales diabéticos por estrepto

zotocina, como se evidencia por los bajos niveles plasmáticos

y testiculares de testosterona. El tratamiento sustitutivo con

insulina, produjo una recuperación parcial de los niveles pla_s_

máticos de testosterona.

Esta disminución en los niveles séricos del andrógeno

podri'a deberse a una disminución en la si’ntesis de testostero

na por las células de Leydig o a un elevado ritmo de metaboli

zación de la hormona.

Se ha demostrado que la producción de testosterona, en

respuesta a la acción de gonadotrofina exógena, es diferente

en testi’culo de animales normales y diabéticos. Asi', en los a

nimales diabéticos la producción androgénica es inferior a la

de los animales controles. Cuando los animales inyectados con

estreptozotocina son tratados con insulina, se observa una re

cuperación de la. respuesta testicular, aunque, en ciertos casos,
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no alcanza los valores normales.

Las investigaciones realizadas hasta el momento indi- "

can que, eoncomitantemente con esta reducción en la capaci

dad biosintética testicular, se produce en las ratas diabéticas

una disminución en el número de receptores para LH. La ad

ministración de insulina restaura completamente el.número

de sitios de unión para la gonadotrofina.

El hecho comprobado de que la administración de insu

lina restablece, en muchos casos a normalidad, los paráme

tros alterados en el estado diabético, podri’a indicar una ac

ción directa de la hormona sobre el testi’culo. Sin embargo,

no se puede descartar que la acción primaria se ejerza a ni

vel del estado diabético en general y que sea este restablec_i

miento en el estado general lo que provoque la mejori'a a ni

vel testicular.

De ser cierta la hipótesis de 1a acción directa de 1a

hormona sobre la célula de Leydig, consecuentemente con el

postulado de que toda hormona pepti’dica, para ejercer su ag

ción debe, primeramente, unirse a un receptor especi’fico

ubicado en la membrana celular'externa, deberi’a encontrarse
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un sitio de unión para esta hormona.

En el presente trabajo hemos demostrado que la insulina

posee receptores de alta afinidad a nivel de la membrana plas

mática de las células intersticiales. Este hallazgo es el primer

paso en la elucidación del mecanismo de acción de esta hormo

na a nivel de las células de Leydig.

El mecanismo de acción de la insulina es un tema amplia

mente discutido. Esta hormona tiene variadas acciones sobre

el metabolismo general, observándose efectos rápidos sobre el

transporte a través de membrana y efectos a largo plazo sobre

la si'ntesis de ARN y ADN. Sin embargo, a pesar de 50 años de

investigación, 1a acción primaria de 1a insulina aún es descono_

cida.

Es de Opinióngeneral que el primer paso en la acción de

la. insulina es la unión de la hormona a un receptor proteico es

peci’fico sobre la superficie de las células efectoras. Luego de

esta unión, es presumible que este complejo hormona-receptor

provoque todas las subsecuentes acciones de la hormona, tales

como cambios en el transporte, actividad eléctrica y la activi

dad de enzimas unidas a membranas. Además, está establecido.



-220

que la insulina regula varias funciones intracelulares, incluyen

do la si’ntesis de ADNy ARN y protei’nas, 'asi' comolla actividad

de algunas enzimas regulatorias. Pero estos efectos intracelula

res no pueden ser producidos directamente por la unión de la

hormona a la membrana plasmática. Es posible que la función,

asi’ comopara el glucagón y otras hormonas pepti’dicas, esté

mediada por la formación de un segundo mensajero intracelular.

Otra hipótesis indica que 1a insulina podri’a entrar en la célula,

mediando los eventos intracelulares por su prOpia acción322.

Todos estos aspectos que confieren a la insulina un papel

muy importan-te en el metabolismo celular, hacen reflexionar

sobre el efecto que provoca la falta de insulina en el estado dia

bético.

Es de interés considerar que la esteroidogénesis depende

de una serie de factores que 1a p05ibi1itan: el AMP ci'clico o

segundo mensajero, la coenzima NADPH, que estimula la este

roidogénesis actuando como cofactor en varias de sus etapas

biosintéticas, incluyendo las reacciones de escisión de la cade

na lateral del colesterol.

Correlacionando la disminución en el número de sitios r3
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ceptores para la LH y la respuesta testicular disminuida ante

el esti’mulo gonadotrófico y, recordando que estos sitios recep

tores aparecen funcionalmente aceplados a la adenilato ciclasa,

se estimó que una consecuencia lógica de esta disminución en

los sitios de unión y, a 1a vez, posible factor desencadenante

de la respuesta dañada, seri’a el descenso en los niveles intra

celulares del “segundo mensajero", es decir, el AMP ci'clico.

Asi' como en otras células esteroidogénicas, se ha demos

trado que 1a estimulación de la producción de esteroides testi
. . . 323. 324 . . . .culares es mediada por AMP ci’clico y su dibutiril der¿

104 _ . .vado , también se ha demostrado que la est1mulac1ón por la

hormona trófica aumenta la.actividad de la adenilato ciclasa
325

y la formación de este nucleótido ci’clico en tejido intersti

cial aislado.

Tomadas en conjunto, estas observaciones están de acueï

do con el papel del AMP ci'clico como intermediario de la este

roidogénesis inducida por gonadotrofina en el testi’culo, aunque

aún no se ha establecido la prueba final de este mecanismo.

Con respecto a este punto, los estudios revelaron que, le

jos de encontrarse disminuidos en el estado diabético, ante el
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esti’mulo por gonadotrofina exógena, los niveles producidos de

AMP ci'clico, eran superiores a los valores de estimulación

en controles.

Esto indicari'a, en principio, que no existiri'a falla en lo

que respecta a la adenilato ciclasa y su acOplarniento funcional

a1 receptor para LH.

Si bien no se presenta alguna falla en este mecanismo,

queda aún por explicar el hecho comprobado de que las células

provenientes de ratas diabéticas respondan produciendo mas

AJAP’ciclico que las células obtenidas de ratas norrnales.

Tomando en cuenta la existencia de receptores para insu

lina en la membrana de las células de Leydig y el hecho de que

una de las consecuencias del estado diabético, si no la causa,

es la menor cantidad de insulina circulante, puede suponerse

que, a este nivel, estari’a influyendo directamente el menor

aporte de esta hormona a la célula de Leydig.

Sin embargo, la acción de la insulina mediada por el AMP

ci'clico aparece multiforme. En ciertos casos, esta hormona pus
326 327 .

de elevar los niveles de este nucleótido ' , inhibir la adeni
328 329, 330lato ciclasa o activar la fosfodiesterasa de AMP ci’clico
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En nuestro caso se observó que la administración de in

sulina a las ratas diabéticas, teni’a como consecuencia una dis

minución en los niveles de AMP ci’clico, producido ante el es

ti'mulo con gonadotrofina exógena.

Esta. última. evidencia permite suponer, en principio, que

1a acción “dela insulina a nivel testicular seri’a 1a de regular,

mediante una acción inhibitoria, la actividad de la adenilato ci

clasa. El descenso en los niveles de esta hormona produciri’a

el desenfreno de esta enzima, resultando en niveles mais altos

del nucleótido ci'clico.

Para demostrar fehacientemente esta hipótesis, el expe

rimento correspondiente seri’a la medición directa. de la activ_i_

dad de la adenilato ciclasa. Sin embargo, todos nuestros inter_1_

tos en este sentido fueron infructuosos ya que fue imposible de

tectar aumento por encima de la actividad basal, ante el esti”

mulo con diferentes hormonas (incluidas LH, FSH e insulina).

Otro nivel de posible acción insuli’nica es 1a fosfodieste

rasa de AMP ci’clico. Su activación por insulina también po

dri’a dar cuenta del efecto observado.

Frente a estos resultados era necesario interpretar 1a r3
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alidad de una respuesta testicular disminuida, en cuanto a la

producción androgénica, correlacionándola con-niveles aumen

tados de "segundo mensajero".

El candidato más lógico para ocupar el vaci’o entre los

niveles aumentados de AMP ci’clico y la función celular alte

rada, en respuesta a las hormonas pepti’dicas, pareci’a ser

la protei’na quinasa dependiente de AMP ci’clico.

Por este motivo se realizaron estudios para determinar

los cambios en la ocupación de los receptores para este nucle

ótido durante la estimulación con hCG de células de Leydig de

ratas diabéticas normales y diabéticas.

El estudio de este aspecto de la sí'ntesis de testosterona

reveló que, tanto en las ratas normales, como en las diabéti

cas, el número de sitios de unión para. AMP ci’clico permanece

invariable, asi’ como también 1a constante de afinidad de la prg

tei’na quinasa por-el nucleótido.

Este nuevo indicio nos llevó a buscar 1a falla en 1a biosi’g

tesis androgénica más allá. del sitio de producción de AMP ci’

clico y de su unión al receptor citoplasmático, la protei’na qui

11.3.53.
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Es bien conocido que la si’ntesis de andrógenos requiere

energi’a de reducción, bajo 1a forma de NADPH331 estimulan-"

do la producción esteroidea mediante su papel como cofactor

requerido en muchos de los pasos esteroidogénicos, incluyen

do la reacción de ruptura de la cadena lateral del colesterol.

Asi’, una menor concentración de NADPH resultari'a en una

disminución de los niveles de su producto final (por ejemplo,

testosterona).

E1estudio del sistema productor de NADPH, represen

tado por las enzimas glucosa-ó-fosfato deshidrogenasa, 64'03

fogluconato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa, revg

16 una falla en esta etapa del camino biosintético. Se demostró

que la actividad de estas tres enzimas se encontraba franca

mente disminuida, siendo totalmente restablecida por la adm_i

nistración de insulina.

Si consideramos que el aporte disminuido de NADPH en

el tejido intersticial de las ratas diabéticas es el único factor

de control de 1a esteroidogénesis, 1a disponibilidad de grandes

cantidades de NADPHexógeno, debe reducir las diferencias en

1a si’ntesis de testosterona.
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Sin embargo, nuestros resultados obtenidos por incuba

ción de homogenatos de células de Leydig con cantidades ópti

mas de NADPH, fueron cuantitativamente muy diferentes. Aún

con 1a adición de este cofactor en forma exógena, siguen exi_s_

tiendo las diferencias en la producción de testosterona.

Este experimento, a pesar de los problemas que se deii

van de la interpretación de estos resultados, muestra 1a exis

tencia de alguna otra falla en el camino metabólico, ya que el

suministro de cantidades masivas del cofactor no revierte la

disminución en la biosi’ntesis del andrógeno.

Como consecuencia de estos datos, en un intento de en

contrar un punto de acumulación de intermediarios, lo que rg

velari'a una etapa enzimática b10queada, se realizó la incuba

ción de células aisladas con inhibidores de si'ntesis de esteroi

des, con el fin de magnificar la acumulación de algún metabo

lito intermediario en forma preferencial.

En este experimento se evidenció que la. inhibición de

la si'ntesis, en presencia de cianocetona y spironolactona, era

más acentuada en las diabéticas que en las ratas normales.

Observando la producción de pregnenolona, se puedé ver
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que, cuando se incuba con la mezcla de los dos inhibidores,

1a acumulación es igual para las normales y para. las diabéti

cas, indicando que no existiri’a falla en el nivel anterior a la

producción de pregnenolona.

Sin embargo, incubando en presencia de cianocetona sg

lamente (inhibidor de la AS-isomerasa), se puede observar u

na mayor acumulación de pregnenolona en las células prove

nientes de las ratas diabéticas, lo que podri'a indicar un blo

queo a nivel de la 17-hidroxi1asa.

En otro experimento se determinó la producción de teg

tosterona, progesterona y l7-HO-progesterona, comparando

ratas normales, diabéticas y diabéticas tratadas con insulina.

Los resultados obtenidos, ante el esti'rnulo con hCG, de

mostraron que, en el caso de los animales diabéticos, se prg

duci’auna acumulación de l7-HO-progesterona. El estudio de

la relación 17-HO-progesteronaztestosterona, indicó que el

tratamiento con insulina no era capaz de revertir .el bloqueo

existente más allá de la 17-hidroxilasa (además del antes men

cionado a nivel de esta enzima), sino que el aumento en 1a ca

pacidad biosintética testicular seri'a.más bien un incremento
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inespeciTico de la actividad esteroidogénica, probablemente

por si’ntesis "de novo” de las enzimas involucradas.

Por otra parte, el metabolismo alterado de los hidratos

de carbono en los animales diabéticos, podri’aalterar la com

posición de ciertas glicoprotei’nas, como son las gonadotrofi

nas.

En la rata diabética se ha postulado que los disturbios en

la función reproductora seri’an, en parte, debidos a las altera

ciones en 1a secreción o producción de gonadotrofinas hipofisa
, 3rias .

Se han demostrado niveles bajos de gonadotrofinas, ocho

., . . . 3 3dias después de 1a 1nducc16nde la diabetes por aloxano . En

ratas diabéticas de 21 di’as (por estreptozotocina y aloxano),

los valores séricos de LH tienden a estar disminuidos, en tag

to que los valores hipofisarios aumentados. En estos mismos

experimentos, los niveles séricos de FSH están inalterados,
. ' ' . . _ 334mientras que los hipofisarios aumentados . Estos resulta

dos indicari’an que existiri'a una falla en los mecanismos de sg

creción de LH, que no estari’an alterados respecto de FSH, cg

yos valores séricos se mantienen normales.
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En la rata pancreat0priva los valores de ambas-hormo

nas no'parecen diferir de los correspondientes Controles nor—'

males. —

En nuestro estudio, si bien los valores radioinmunoló

gicos basales, asi”como también la actividad biológica de la

LH, se encuentran inalterados, esta alteración puede obser

varse cuando se somete a la hipófisis a la situación de "stress"

que representa la castración. En esta oportunidad se pudo ob

servar que la diabetes altera la respuesta, no detectándose la

elevación de los valores séricos de gonadotrofina que es posi

ble encontrar en los animales normales. Cuandoal animal día

bético se lo somete al tratamiento con insulina, se recupera

la respuesta hipofisaria (determinando la concentración de LH

por radioinrnunoensavo), aunque esta gonadotrofina posee ac

tividad biológica disminuida.

Este hecho indica no solamente la alteración en la gOna

dotrofina hipofisaria observada en la situación de diabetes ex

perimental, sino que además presenta la discrepancia entre

la medición radioinmunológica y la determinación de 1a activi

dad biológica de 1a hormona ens'ayada. Esto significa que el si
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tio de reconocimiento inmunológico no tiene por qué ser el mig

mo que es reconocido por el receptor para que la hormona eje;

za su actividad informática.

Los estudios presentados en este trabajo sobre la acción

de la insulina, unidos al conocimiento presente sobre el meca

nismo de acción de las gonadotrofinas sobre el testi’culo, pue

den ser relacionados con los conocidos cambios fisiológicos y

morfológicos que ocurren durante el establecimiento de la dia

betes experimental y aportan evidencias sobre la necesidad de

recurrir a un conjunto hormonal, antes que a un único esti'mu

lo, para explicar el funcionamiento normal de la célula de Ley

dig.

En nuestro diseño experimental, la deficiencia. en insuli

na o su reemplazo no son las únicas variables en las ratas dia

béticas.

Es posible que la acción de la insulina sobre los paráme

tros endocrinos estudiados, sea un efecto indirecto concomitag

te con otras anormalidades metabólicas, características del es

tado diabético.

Con respecto a este punto estudiado, queremos enfatizar
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que, en nuestras condiciones experimentales, las células de

Leydig de las ratas diabéticas presentan diversas alteracio

nes bioqui’micas cuando se las compara con los controles ali

mentados "ad libiturn" y que la administración de insulina a

estas ratas corrige estos defectos.

Prosiguiendo el estudio de los esti'rnulos involucrados

en la regulación de la función de las células de Leydig, pasa

mos a investigar la acción de otra hormona, en este caso prg

veniente de la adenohipófisis, aceptada como factor importan

te en la actividad testicular.

Está bien establecido que la prolactina, además de su

efecto sobre la glándula mamaria, influencia la esteroidogé

nesis ovárica y regula el metabolismo lipi’dicoen el ovario335

340.

En los mamíferos machos, la prolactina también está
, _ , 341, 342 , , 343,presente en la pituitaria y en la sangre periférica

344
. Sin embargo, el papel fisiológico de la prolactina en el

macho no está completamente establecido. Existen eviden

cias que indican que 1a producción androgénica por el testi'CL_1_

lo, depende de un complejo de hormonas hipofisarias y que
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_ V _ 186,187, 208la prolactina seria parte de este complejo .

Se ha demostrado el efecto de la prolactina sobre la

3- -hidroxi-esteroide deshidrogenasa, en testi’culos de rato

nes enanOSZIl. También se demostró la acción sinérgica de

la prolactina con la hormona luteinizante en la restauración
_. , . _ . _ 208de 1a espermatogénesm en ratones hipofisectomizados .

El estudio, "in vitro", del efecto de la prolactina y la
14

LH sobre la incorporación de (1- C)-acetato a testosterona

y colesterol, utilizando testi’culos de ratas hipofisectomiza

das, demostró que la si'ntesis de testosterona aumentaba sig_

nificativamente más con el tratamiento con prolactina y LH

juntas que con LH sola, pero que ambos tratamientos causa

ban el mismo grado de depleción del colesterol esterificado
188

. Esto indicari’a que la acción de la prolactina estari’a en

el aumento del colesterol esterificado disponible para la con

versión a hormonas esteroides, paso que depende principal

mente de LH. Este mecanismo también puede ser inferido de

los trabajos sobre el control hormonal de las reservas de cg
208lesterol en el testi’culo de ratón

En otros experimentos en "los que se midió el efecto de
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prolactina y LH sobre los niveles plasmáticos de testosterona

y androstenediona, en ratas hipofisectomizadas, se encontró

que la concentración plasmática de testosterona en los anima

les tratados con ambas hormonas era significativamente ma

yor que en el grupo tratado exclusivamente con LH . La. re

lación testosterona/androstenediona disminuye en los anima

les hipofisectomizados y vuelve a la normalidad con el trata

miento combinado de ambas hormonas, no sucediendo lo mis

mo cuando se trata a los animales tratados exclusivamente con

LH.

Las múltiples evidencias experimentales de la acción de

la prolactina sobre la función testicular, unidas a la existen

cia demostrada de receptores especi'ficos para esta hormona

en la membrana plasmática de las células intersticiales del

testi’culo, hablan bien a las claras de una acción directa de es

ta.hormona sobre la gónada masculina.

Como primer paso en el estudio de la acción de esta. ho:

mona se caracterizó parcialmente su receptor. Para esto se

lo solubilizó utilizando un detergente no iónico como el Tritón

X-lOOy se analizó su coeficiente de sedimentación ultracentr_i
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fugando el receptor solubilizado de las parti’culas marcadas

con hormona radiactiva, en gradientes de sacarosa.

Se puede demostrar que el sitio receptor para prolacti

na constituye una entidad macromolecular diferente de la co

rrespondiente a1 receptor para gonadotrofina, dado que su

constante de sedimentación observada fue de 65, comparada

con 1a correspondiente de 8, 85 para e1 sitio de unión de LH.

Habiéndose demostrado que las acciones biológicas de

varias hormonas son modificadas por reactivos de grupos

sulfhidrilos, sugiriendo que grupos SH libres seri’an esencia

les para 1ainteracción hormona-receptor y/o 1a respuesta

biológica especi’fica. Asi’, parece que los grupos sulfhidrilos

juegan un importante papel en 1a actividad de receptores pa
_ , 345, 346 -_ra transmisores alfa adrenérgicos , hormona estimg

lante de los melanóforos346, secretina, glucagón348y estrg
349 . . . .

genos . La 1mportanc1a de las uniones disulfuros para la

actividad del receptor, ha sido menos estudiada.

En este estudio sobre el receptor para prolactina, se

ha investigado 1a importancia de los grupos disulfuros prote_i

cos para 1a unión de 1a hormona, determinando la actividad de
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unión de prolactina marcada con 1251, luego de la reducción y

alquilación de receptores o del complejo receptor-hormona.

Losxesultados obtenidosluegodetratar el receptorpaï

ticulado con agentes reductores, como ditiotreitol o Z-mercag

toetanol y realizando posteriormente el ensayo de unión de her

mona marcada, demostraron que no ocurri’a pérdida de capac_i

dad receptora. evidenciando que no seri’a necesaria la presen

cia de puentes disulfuros intactos para la formación del com

plejo hormona-receptor. Resultado similar se obtuvo cuando

el tratamiento reductor se realizó posteriormente a la unión

de la hormona a su sitio receptor, indicando que estos agentes

no son capaces deseparar la hormona unida.

Cuando se alquilaron los grupos SH libres del receptor,

utilizando el agente N-etil-maleimida, se encontró una dismi

nución notable de la capacidad de unión cuando, posteriormeg

te al tratamiento,' se efectuó la marcación de la. parti'culo re

ceptora con la hormona radiactiva. Si el tratamiento alquilan

te se realizaba con posterioridad a la unión de la prolactina al

sitio receptor, no se observaba disminución en la unión. Estos

resultados indican que la presencia de grupos SH libres, adya
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centes al sitio activo del receptor, son indispensables para

lograr la máxima unión de la hormona pero que, una vez for

mado el complejo hormona-receptor, estos grupos se encuen

tran protegidos de la acción del agente alquilante, no siendo

capaz de separar la unión formada.

Como se puede observar, estas pruebas concluyen que

la macromolécula ligadora de prolactina es una entidad com

pletamente diferente de la correspondiente a la LH pues, como

se demuestra en estudios realizados350, los resultados obteni

dos para este último receptor son completamente Opuestos a

los aqui’presentados para el sitio de unión de prolactina.

Una de las acciones de prolactina sobre el testi'culo con

siste en la regulación del número de sitios de unión para LH.

En el presente estudio se investigó la acción de dos concentra

ciones diferentes de prolactina, administradas por vi'a subcutá

nea, sobre este parametro. El resultado observado fue un in

cremento dependiente de la dosis, con mantenimiento de la con_g

tante de afinidad. Como comprobación de este mecanismo se

realizó la medición de los sitios de unión para LH en testi'culos

de ratas tratadas con bromocriptina (inhibidor de 1a liberación
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de prolactina) o sulpiride (liberador de prolactina). Los resu_l_

tados obtenidos concuerdan con un efecto directo de la prolac

tina enla regulación de los sitios receptores para gonadotrof_i

nas pues la inhibición de la liberación de prolactina, por el de

rivado de la ergotamina, conduce a una disminución en el nú

mero de sitios de unión, mientras que el aumento de esta hor

mona por sulpiride provoca un incremento acentuado en el nú

mero de los receptores para LH.

Este efecto parece ser especi'fico ¡para los receptores pa

ra LH ya que la determinación de la capacidad de unión para

FSH en túbulos de testi’culos de ratas tratadas con prolactina,

bromocriptina o sulpiride no arrojó valores diferentes de los

observados en controles, inyectados con vehi'culo.

Esta última observación está de acuerdo con el hecho de

que no se han observado receptores para prolactina en la frag

ción tubular del testi’culo de rata.

En el estudio de la función testicular frente a la inyección

de diferentes dosis de prolactina, se encontró un aumento en 1a

testosterona circulante para el caso de la menor dosis inyecta

da (50 ug) mientras que cuando la dosis se aumentó a 500 ug no.
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hubo diferencia respecto del control. Este resultado se confir

mó con la investigación de la respuesta celular a la estimula

ción, "in vitro", con gonadotrofina. Se observó una mayor res

puesta. cuando las células estimuladas proveni’an de testi’culos

de ratas tratadas con la menor dosis, no encontrándose difereg

cias en el otro caso, comparando con las células controles.

Demostrando un paralelismo entre la presencia de sitios

receptores para LH y la actividad de adenilato ciclasa se pudo

observar que la estimulación con gonadotrofina exógena resul

taba en una mayor producción de AMP ci’clico, dependiendo de

la dosis de prolactina administrada a las ratas. Esto está de

acuerdo con el hecho demostrado del aumento en el número de

sitios receptores para LH, dependiente de la dosis de hormona

inyectada, estando éstos funcionalmente acoplados a 1a enzima

adenilato ciclasa.

Es conocido que el estado hiperprolactinémico va acompa

ñado, generalmente, de hipogonadismo. Podri’a suponerse que,

en el caso de 1a administración de 500 ug de prolactina estari’a

mos en una situación semejante, resultando en una respuesta dig

minuida, respecto de lo observado para una dosis menor.
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Por otra parte, al observar que los niveles del nucleóti

do ci’clico se encuentran aumentados ante el esti’mulo exógeno

con LH, sin un aumento concomitante en la si'ntesis de testos

terona, se podri’a suponer la presencia de una inhibición en a_l

guna.etapa del camino biosintético o alguna bifurcación hacia

otros metabolitos, resultando en una disminución en la si’nte

sis de testosterona.

Nuevamente, buscando el nexo entre los niveles de AMP

ci'clico aumentados y la respuesta de testosterona, se investigó

la protei’na quinasa dependiente de este nucleótido ci'clico.

Ciertos estudios indicaron que, en glándula mamaria, la

acción de 1a prolactina estari’a mediada por el aumento en el

número de sitios intracelulares de reconocimiento para este ng

cleótido, es decir las protei’nas quinasas. Sin embargo, no exi_s_

ten evidencias en este sentido en tejido testicular.

El analisis de los sitios de unión para AMP ci'clico indicó

un incremento en el número de receptores para este nucleótido

en forma inversa a la dosis, es decir que el mayor aumento se

obtuvo con la menor dosis, mientras que la administración de

500 ug de prolactina provocó un menor incremento, respecto de
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los controles. Esto implicari’a un comportamiento bimodal de

1a prolactina respecto de la regulación de las protei’nas quina

sas dependientes de AMP ci'clico, aunque no explicando la au

sencia de estimulación observada en las células provenientes

de ratas tratadas con la mayor dosis de prolactina, respecto

de la producción de testosterona. Evidentemente el blogueo o

la bifurcación deberá buscarse más allá del sitio de producción

y reconocimiento del nucleótido ci'clico.

Unmejor acercamiento de la prolactina respecto de 1a

producción de testosterona, en el sentido de evidenciar una ag

ción directa de la hormona. sobre la célula de Leydig, se ob

tendri’amediante la incubación "in vitro" del tejido intersti

cial con las hormonas.

La realización de experimentos tendientes a comprobar

esto dió como resultado una acción sinérgica de prolactina en

LH en la producción de testosterona, no debida a una contami

nación de la prolactina con esta gonadotrofina, c0mo lo de

muestra la estimulación de las células con hormonas previa

mente purificada por una columna de Concanavalina-A, para

eliminar todo resto glicoproteico (por ejemplo, LH). Se pudo
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observar un aumento en 1a biosi’ntesis de testosterona, asi”co

mo también un aumento significativo en 1a producción de AMP

ci'clico, abriendo 1a posibilidad de un acoplamiento funcional

entre los receptores para 1a prolactina y 1a adenilato ciclasa,

hecho comprobado en próstata351.

Todas estas obs- rvaciones, tomadas en conjunto, abren

el panorama hacia 1a elucidación del mecanismo de acción de

esta hormona, "permisiva" según ciertos autores, quedando

a la espera de muchos más resultados que completen los hue

cos que todavi’amedian entre la acción de 1a hormona a nivel

de 1amembrana plasmática y el sinergismo, -en ciertos casos,

con LH, para 1a producción de testosterona.

En este punto llegamos a la tercera de las hormonas eg

tudiadas y que abre la posibilidad más interesante por cuanto

se trata de 1a g'onadotrofina considerada como indispensable y

“sine qua non" para el funcionamiento normal de 1a célula de

Leydig. Nos referimos a la hormona luteinizante o, también

conocida como ICSH (hormona estimulante de las células in

tersticiales). Perdida, en cierta forma, su exclusividad en la

regulación de 1afunción testicular, sin embargo,.no deja de
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asombrarnos presentando un mecanismo tan fascinante como

es el de la "desensibilización" testicular ante el esti’rnulode

esta hormona.

Una acción de las hormonas pepti’dicas, recientemente

reconocida, es su capacidad de regular 1a concentración de

sitios receptores especi’ficos en 1a superficie de sus células

efectoras. Este fenómeno fue observado, inicialmente, como

modulación antigénica de inmunoglobulinas de superficie y,

más tarde, como regulación homóloga de receptores para hoí

monas peptí’dicas352' 353. Tal regulación puede Ser positiva o

negativa, pero lo más común es 1a pérdida de receptores, con

poco cambio de las prOpiedades de unión de los receptores re

siduales. Similarmente, se ha demostrado que la administra

ción de gonadotrofinas tales como LH o hCG causa una pérdida

marcada de sitios receptores en el testi’culo y ovario. En la

mayori'a de 10s tejidos, las consecuencias de la pérdida de re

ceptores inducida por la propia hormona, sobre 1a función de

1a célula efectora, no han sido examinadas en detalle, a pesar

que numerosos trabajos han establecido que la desensibilización

de 1a adenilato ciclasa a1 esti'mulo hormonal esta correlacionada
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con 1a reducción de los receptores especi’ficos354. Los efectos

desensibilizantes de 1a gonadotrofina sobre 1a adenilato ciclasa
137-140

ovaírica son bien conocidos y se ha demostrado que po

seen, al menos, dos componentes, una pérdida inicial y trans_i

toria de 1a actividad enzimática y una posterior y más prolon

gada pérdida de receptores para LH. También, 1a regulación

negativa de los receptores testiculares y ováricos para LH por

gonadotrofina, se acompaña con respuestas reducidas de AMP

ci'clico y testosterona, durante la estimulación hormonal, "in
120, 122vitro" .

Los estudios realizados en tejido testicular y células de

Leydig purificadas de animales tratados con gonadotrofinas, han

demostrado que ocurren importantes consecuencias funcionales

como resultado de 1a regulación de receptores por LH y hCG ,

120 La administración de una única dosis de hCG o LH ovina,

como análogos de 1a hormona. luteinizante endógena, causan una

pérdida marcada de receptores para LH y de 1a respuesta de los

testi’culos, "in vitro".

Se encontró que 1a pérdida de receptores para LH después

del tratamiento con hCG era menos marcada en preparaciones
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solubilizadas con Tritón X-lOO124que en la correspondiente

fracción particulada, enriquecida en membranas. Esta dife

rencia en sitios disponibles sugiere que una prOporción de la

población de receptores en disminución, es enmascarada u o

cluida dentro de 1amembrana y puede ser liberada para. la. in

teracción con la hormona. cuando se la solubiliza con detergen

tes no iónicos, Pareciera que la oclusión inicial de sitios re

ceptores a nivel de la membrana es sucedida por la internali

zación de los complejos por endocitosis y la subsecuente de

gradación luego de su asociación a lisosomas, similar en con

secuencia y, probablemente también en mecanismo, al proce

so de pinocitosis adsortiva, por la cual solutos unidos a. sitios

de reconocimiento especi’ficos son internalizados, unidos a la

membrana de la vesi’cula pinoci’ticalzs. Asi’, estudios recien

tes han sugerido que algo de la LH unida a las células de Ley

dig, seri’a internalizada y, eventualmente, degradada por los
127

lisosomas 

Otras observaciones en células ováricas luteinizadas re

velaron que los complejos hormona-receptor inicialmente for

mados en la membrana celular son, luego, internalizados y se.
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los encuentra asociados con una fracción particulada del cito

p1asma355. También se han presentado evidencias sobre la in

ternalización del factor de crecimiento epidermal, unido a cg

lula y sobre la pérdida de los receptores especi’ficos luego de

la endocitosis del complejo receptor-factor de crecimiento3 .

Estos varios ejemplos de endocitosis de complejos hor

mona-receptor, forman parte de la actividad más general del

sistema vacuolar responsable de 1a pinocitosis seguida del prg

cesamiento, digestión y reciclado de los componentes ingeri

dos. En cuánto este proceso es activado por ligandos hormOna

les y si éste representa algo más que la expresión de una res

puesta celular general a la unión a membrana de ligandos ex

tracelulares, es algo que aún debe ser aclarado. Sin embargo,

la función de tal proceso para efectuar una regulación de la p0

blación de receptores ha sido claramente demostrada en estu

dios sobre el receptor lipoproteico de baja densidad en cultivos
. . 357

de fibroblastos y podri’a dar cuenta del descenso crónico de

la concentración de receptores en células expuestas a niveles

hormonales elevados durante peri’odos prolongados.

La producción de AMP ci’clico es pr0porcional a1 conteni
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do en receptores y sigue muy de cerca la pérdida de recepto

res. La desensibilización aguda de la respuesta de AMP cfcli_

co ocurre pocas horas después del tratamiento con hCG y co

rresponde a la fase inicial de la ocupación de los receptores,

previa. a la pérdida de sitios de unión'y de respuesta que ocu

rre dentro de los 2 a ó di’asposteriores a la administración

de hCG.

Los cambios correspondientes en la producción de tes

tosterona por células de Leydig, luego del tratamiento con hCG

son más complejos y presentan una relación muy interesante

entre la acción fisiológica conocida de la hormona trófica en el

mantenimiento de la función celular y la secreción androgéni

ca. Los resultados revelan que el proceso de regulación de los

sitios receptores que ocurre a todo nivel de ocupación, es se

guido por un incremento del camino esteroidogénico cuando se

administran dosis pequeñas de hormona, "in vivo", para esti

mular los niveles gonadotróficos fisiológicos. Contrariamente,

las células de Leydig de animales tratados con altas dosis de

hCG, muestran una marcada reducción de la respuesta esteroi

dea máxima entre los 2 y 4.di'as.
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Dado que la célula de Leydig posee una abundante reseï

va de receptores de "repuesto", en relación con la esteroido-w

génesisloí cualquier reducción en el contenido dehsitios de

unión, deberi'a causar un corrimiento hacia la derecha en la

curva de dosis-respuesta, con una disminución en la sensibi

lidad a-la hormona gonadotrófica. Sin embargo, no se alcanza

la respuesta máxima en la producción de testosterona, "in vi

tro”, luego del tratamiento con hCG.

Esta imposibilidad de alcanzar la respuesta esteroidea

máxima a la gonadotrofina, en células "desensibilizadas", po

dri’a surgir de un defecto a uno o varios niveles de la secuen

cia tendiente a la producción de testosterona. El hallazgo de

que la estimulación hormonal, "in vitro", produce un aumento

significativo en la si’ntesis de pregnenolona indica que la segun

da lesión, inducida por la gonadotrofína, en el camino metaból_i

co se encuentra más allá de la enzima responsable de la ruptu

ra de la cadena lateral del colesterol.Sin embargo,. cuando la

población de sitios receptores disminuye hasta llegar a ser del

1%, la respuesta en la producción de pregnenolona ante el esti”

mulo, "in vitro", con hCG es completamente abolida. Esto indi
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ca que una disminución más extensa de sitios receptores, está

asociada con la pérdida de los procesos necesarios para man

tener las enzimas esteroidogénicas incluyendo .el sistema de

ruptura de la cadena lateral del colesterol.

Estudios recientes han ubicado la lesión esteroidogénica

como un blogueo parcial de la 17,20-liasa. Este defecto enzi

mático lleva a 1a acumulación de progesterona, l7-0l-H0-pro_

gesterona, pregnenolona y 17-d-HO-pregnenolona.

La causa de esta disminución marcada en la actividad de

la 17,20-1iasa debe aún ser dilucidada.

Basándonos en estos resultados, enfocamos el estudio de

la acción de la hormona luteinizante sobre la célula de Leydig

investigando el efecto que tendri’an varias dosis de gonadotrofï

na sobre este proceso de desensibilización. Motivó este estu

dio el hecho de que una de las pruebas de funcionalidad testicg

lar, realizada en pacientes con si'ndrome de testi’culo criptor

qui’dicoo no descendido, consiste en la inyección de múltiples

dosis de gonadotrofina coriónica humana, a diferentes interva

los, midiendo posteriormente la concentración plasmática de

testosterona. Si este proceso de desensibilización ocurre en el
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ser humano, se presentó la pregunta acerca de qué sucederi’a

en estos casos donde dosis masivas de gonadotrofina son su

ministradas repetidas veces.

Nuestro modelo experimental fue 1a rataItratada con dos

dosis de hCG (200 UI cada dosis), administrada subcutaïneameg

te.

Los resultados obtenidos demuestran que 1a administra

ción de hCG disminuye el número de sitios receptores y que u

na segunda dosis administrada en el momento de restauración

de 1a población de receptores vuelve a ocasionar una disminu

ción en 1a capacidad de unión de gonadotrofina. Vale decir que

el tratamiento con dosis elevadas de hCG siempre produciri'a

una disminución en el número de sitios receptores, quizás co

mo parte del mecanismo de acción de esta hormona. un es

tudio realizado, "in vitro", hemos observado que incubando

testi’culos descapsulados en presencia de grandes cantidades

de thG, se piroduci'auna desaparición de receptores a los 15

minutos de incubación, permaneciendo en este nivel durante

las 4 horas que duró el experimento. Esto podri’a indicar que,

dentro del mecanismo de acción de 1a hormona luteinizante, es_
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ta desaparición de sitios receptores, posiblemente unidos a

la hormona, seri’a fundamental para el desarrollo de la res

puesta fisiológica.

Sin embargo, una segunda dosis de hCG, a pesar de ir

acompañada por pérdida de receptores y "desensibilización"

de la adenilato ciclasa, no impide alcanzar la respuesta má

xima en la producción de testosterona sino que, por el contra

rio, produce un fenómeno de lo que podri’a llamarse como "su

persensibilidad" ya que la producción de testosterona por los

testi’culos estimulados, "in vitro", con hCG en cantidad satu

rante, sobrepasa en mucho la producción control.

Este esti’rnulo, aparentemente, seguiri'a participando de

las caracteri’sticas comunes a una estimulación "normal" ya

que continúa dependiendo de la si'ntesis continua de protei’nas y

también es posible desencadenarlo por incubación con dibutiril

AMP ci'clico. Es de notar que al incubar el testi’culo de la rata

tratada con dos dosis de hCG, la producción de testosterona no

va ac0mpañada con un aumento notable en la producción de AMP

ci’clico. Esto supondrí’a el desarrollo de un mecanismo esteroi

dogénico alternativo, independiente del nucleótido ci'clico o bien
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que el mecanismo común se "sensibilizari’a" de tal forma que

pequeñas cantidades de AMP ci’clico, no detectables por nues

tro método de medición, seri’an capaces de estimular la bio

si’ntesis esteroidea a niveles supranormales.

El estudio de la ubicación de la lesión en el camino me

tabólico, mediante la determinación de 1a producción de pro

gesterona y su derivado 17-hidroxi1ado, indicó que la segunda

inyección de hCG, aparentemente, revertiri’a este bloqueo, lle

vando la relación intermediarioztestosterona a valores norma

les.

El agregado de NADPHexógeno a preparaciones celula

res, rotas por congelamiento rápido y descongelamiento lento,

reveló la menor producción esteroidea por las células de ratas

inyectadas con una única dosis de hormona y la estimulación por

encima de los valores normales para el otro grupo de animales.

Todos estos datos, tomados en conjunto, permiten suponer

que la primera dosis de hCG actuari'a como "dosis desensibilizan

te", mientras que la segunda administración de gonadotrofina de

sencadenari’a una respuesta supramáxima en lo que a producción

de testosterona se refiere, revirtiendo el blogueo enzimático pro
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vocado por 1a primera inyección. El mecanismo por el cual e_s_

ta segunda dosis de hormona seri’a capaz de revertir el proce

so de desensibilización esteroidogénica, manteniendo 1a inhibi

ción a nivel de 1a adenilato ciclasa, esta aún por ser dilucida

do.

Este efecto podri’adesarrollarse a nivel genómico, indu

ciendo una si'ntesis "de novo" de las enzimas involucradas en

el proceso biosintético.

Es de notar que este proceso pareceri’a requerir de un

cierto tiempo de desarrollo o maduración ya que, como presen

tamos en los resultados, si la segunda dosis de hCG se adminií

tra 24 horas después de 1a primera, se mantiene el proceso de

sensibilizante y no se observa esta respuesta supranormal. Po

dri’apensarse en un "agotamiento celular" de forma tal oue es

ta segunda inyección no fuera capaz de desencadenar el proceso

de "resensibilización" por encontrar a 1a célula en un estado de

"saturación" con mi'nimo aporte de sustratos para la producción

de testosterona.

Teniendo en cuenta que el proceso desensibilizante parece

ri'a comenzar con una pérdida de sitios receptores, un paso ten
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diente a aclarar un poco más este punto fue 1a detenninación

de la vida media del receptor para LH.

El estudio de la capacidad de unión del receptor para 1a

hormona luteinizante en presencia de cicloheximida, es decir

con si’ntesis proteica inhibida (en un 90%), dio como resultado

que la media del receptor debe ser muy superior a las 12

horas. Se pudo observar, incluso en el control, una disminu

ción en la capacidad de unión entre las 4 y 8 horas de incuba

ción, permaneciendo constante durante el resto del tiempo que

duró la experiencia.

Esta pérdida de receptores con el tiempo de incubación

está de acuerdo con el modelo propuesto por Bhalla358, en el

cual se menciona que, luego de la unión de la hormona con su

receptor, se produce una separación de este complejo de la

membrana, apareciendo en el medio de incubación. Incluso la

incubación de testi’culos en ausencia de hormona produce la a

parición en el li’quidode incubación de parti'culas receptoras,

aumentando su concentración cuanto mayor es el tiempo de in

cubación o mayor es el volumen de suspensión del tejido.

Esto abre la posibilidad de'que la desaparición de los si
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tios receptores se produzca por dos mecanismos diferentes co

mo son la endocitosis y la liberación de la membrana celular.

Esta vida media del receptor prolongada, refuerza el he

cho de que 1a desaparición de los sitios receptores de 1a mem

brana celular, es una consecuencia de 1a formación del comple

jo hormona-receptor.

Recientemente se ha realizado un estudio relacionando la

concentración de testosterona en el fluido testicular y los receg

tores para hormona luteinizante en testi’culo de rata359.

En este trabajo se postula que la testosterona podri’a ser

el agente mediante el cual 1a hCG induciri’a la reducción en los

receptores para LH/hCG, en testi’culo de rata.

Sin embargo, hasta el presente, ningún trabajo ha demos

trado la acción directa de 1a testosterona en la regulación del

contenido en receptores para LH.

Intentando resolver esta cuestión, medimos la concentra

ción de sitios receptores para esta gonadotrofina en testi’culos

de ratas normales, hipofisectomizadas e hipofisectomizadas tra

tadas con 500 ug de testosterona, durante 9 di’as. Se pudo obser

var una disminución en el numero de sitios receptores en el gru
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po de animales tratados con el andrógeno, respecto de los hipg

fisectomizados sin tratamiento. Por otra parte se confirmó el

hecho bien demostrado de que la hipofisectomi’a reduce la can

tidad de receptores para LH.

Si este mecanismo Operase en condiciones fisiológicas,

serí’a una forma de regulación ultra corta de la función testicu

lar, mediante la modulación del número de los sitios de recong

cimiento hormonal por el producto biosintético, originado en reg

puesta a la información portada por la molécula gOnadotrófica.

Los datos presentados hasta el momento en este trabajo,

apoyan 1a hipótesis de 1a necesidad de un conjunto hormonal, ac

tuando sobre las células intersticiales del testí’culo para lograr

un funcionamiento testicular normal. Por lo menos cuatro hormg

nas diferentes son necesarias: LH, prolactina, FSH e insulina.

Pero el panorama no es tan simple ya que otras hormonas

pituitarias han sido propuestas como reguladoras de 1a función

testicular.

Los efectos de lahormona de crecimiento sobre la esteroi

dogénesis testicular no han sido examinados sistemáticamente.

De las similitudes estructurales entre la hormona de crecimien
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to y la prolactina y de la considerable superposición en sus a_c_

tívidades biológicas, puede sospecharse que ambas hormonas 

posean efectos comparables sobre la función testicular. En ra

tones hereditariamente enanos, que poseen una deficiencia con

génita de hormona de crecimiento y prolactina, la administra

ción de una de estas hormonas es capaz de estimular la esper
, 360 . . . . 361 . 319

matogénems e 1nduc1r la fertllidad . Woods y Simpson

observaron que la hormona de crecimiento puede potenciar la

acción de las gonadotrofinas sobre la espermatogénesis en ra

tas hipofisectomizadas. En el hamster, la regresión testicular

inducida por exposición a un fotOperi'odo corto, es revertida por

tratamiento con hormona de crecimiento, que aumenta el peso

testicular y de las vesi’culas seminales, la unión de LH por ho

mogenatos testiculares y los niveles plasmáticos de testostero

a55. También se describió aumento en la cantidad de receptoresn

para LH luego de la administración de hormona de crecimiento,
. . . 60en ratas hipofisectomizadas .

Estos efectos de la hormona de crecimiento puede ser de

importancia fisiológica durante la pubertad, dado que en ratas

inmaduras hipofisectomizadas, el tratamiento con hormona de
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crecimiento aumenta significativamente la respuesta testicular

a la gonadotrofina exógena.

La administración de ACTH causa un incremento agudo

. . V362en los niveles plasmáticos de testosterona en pecari n Pero

también se ha descripto inhibición de la esteroidOgénesis testi

363, 364cular Contrariamente a las indicaciones de que el "stress"
. . . . . 365-368 _

y los cort1c01des suprimen la función testicular , la 1n

yección de cortisol a ratas inmaduras, aumentó 1a respuesta
. 369del testículo a la LH .

Hasta ahora no se ha detectado una acción directa de TSH

sobre 1a producción androgénica. Sin embargo, ambos el hipo y

el hipertiroidismo pueden interferir con 1afunción testicular
370 . . . . .

normal . La p051b111dadde un efecto importante, aunque 1n

directo, del eje hipotalámico-hipofisario-tiroideo sobre el tes

ti’culo, está dada por la capacidad del TRH de estimular 1a libe

ración de prolactina.

Respecto de la acción hormonal sobre la función testicular,

puede verse que el panorama es muy amplio y las funciones di

versas. Pero esta situación no es 1a única involucrada en el de

sarrollo de la función esteroidogénica normal sino que, además,
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se presentan otras circunstancias que pueden modificar estos

efectos honnonales.

Una circunstancia capaz de influir en el funcionamiento

normal de 1a célula de Leydig, es 1a administración de andró

genos en la etapa prepuberal.

La diferenciación del hipotalamo, que determinará el ri_¿‘._

mo de 1a secreción hipofisaria en el animal adulto, se produce

en los primeros di'as de vida.

Se prOpuso la existencia de dos centros, uno responsable

de 1a secreción ci'clica propia de 1a hembra y otro, determinan

te de una secreción tónica. En el caso del macho, el primero de

los centros se atrofiari’a por efecto de los andrógenos testicula

res y esto provocari'a 1a diferenciación del hipotálamo hacia una

producción constante de gonadotrofinas.

Cuando este tratamiento se realiza en machos, inyectando

una dosis de 5 mg de testosterona a las 48 horas de vida, se pro

ducen modificaciones en los niveles hormonales de FSH y prolac

tina que se encuentran anormalmente altos, mientras que los va

lores de LH y testosterona permanecen normales. Paralelamen

te a esto, se observa una disminución significativa del peso tesíi
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cular y de los órganos sexuales accesorios tales como prósta

ta, epidi’dimoy vesi’culas seminales.

Entr_elos estudios que realizamos, determinamos la. ca

pacidad de unión de gonadotrofinas por los testi’culos de estos

animales androgenizados neonatalmente.

Elestudio de 10s receptores testiculares para LH y FSH,

en ratas adultas normales y androgenizadas, demostró que am

bas poseen igual núInero de sitios de unión, con idéntica cons

tante de afinidad. Cuandodeterminamos los receptores para

FSH en ratas inmaduras, normales y androgenizadas, el resul

tado demostró un pequeño incremento en la capacidad de unión

luego del tratamiento con testosterona.

Esto indicari’a que, a nivel de la discriminación hormonal,

la androgenización prepuberal no produciri'a ningún efecto.

El hecho de que la concentración sérica de testosterona

sea normal en las ratas androgenizadas, demostrari’a una activi

dad biosintética y secretoria normal del testi’culo. Sin embargo,

al realizar estudios de estimulación testicular por agregado exó

geno de gonadotrofina (hCG), determinando la testosterona libe

rada al medio de incubación, encentramos un efecto muy intere
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sante.

Los resultados obtenidos demostraron que el testi’culo de

la rata androgenizada es capaz de responder en una forma mas

sensible, desarrollando una respuesta máxima superior, que el

testículo de una rata normal.

Buscando una explicación a. este hecho, pensamos que la

encontrarïamos en los niveles moderadamente elevados de pro

lactina circulante. En este punto debemos recordar todo lo di

cho acerca de 1a acción sinérgica entre la prolactina y la hor

mona luteinizante, en lo que a producción de testosterona se re

fiere.

A los efectos de dilucidar el fenómeno descubierto, se pre

paró un lote de ratas androgenizadas, inyectadas además con brg

mocriptina (inhibidor de la liberación de prolactina). Repitiendo

el experimento antes descripto, encontramos que los resultados

obtenidos eran similares a los ya mencionados, es decir que los

testi’culos de las ratas androgenizadas respondi’an produciendo

más testosterona que las ratas normales.

Como podemos observar, no se puede buscar la respuesta

a 1a disminución en el peso de. los órganos sexuales en una pro
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ducción menguada de testosterona. Es posible que se.deba a

una falla. en el sistema de discriminación hormOnal de estos

órganos, impidiendo la acción normal de la hormona androgé

nica en sus tejidos efectores, ya sea por un menor número de

sitios receptores o, quizás, por un impedimento de trasloca

ción al interior del núcleo y posterior ac0plamiento a la crema

tina para regular la actividad transcripcional.

De todas formas aún no se han podido establecer las cau

sas que determinan la mayor sensibilidad testicular a la estimg

lación con gonadotrofinas, en el caso de las ratas androgeniza

das.

Otro factor importante para tener en cuenta en el estudio

de la función reproductiva en la rata macho es la edad.

Una.función reproductiva reducida es caracteri’stica del en

vejecimiento en varias especies de mami’feros. A pesar que el

mecanismo neuroendocrino preciso, involucrado en las alteracio

nes de la reproducción relacionadas con la edad, permanece sin

resolver, la información corriente sugiere que la edad podri’aafeg

tar varios componentes del sistema de control hipotálamo-hioofisa

rio-gonadal.
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Recientemente se ha demostrado que el envejecimiento

reduce_los niveles séricos de testosterona; tanto en ratas ma-'
. 280, 284chos como en humanos . Los efectos de la edad sobre

la función gonadal están relacionados con los efectos del enve

jecimiento sobre la secreción de gonadotrofinas. No existen

evidencias de que la reducción de la producción de esteroides

gonadales, en animales envejecidos, esté acompañada por un

aumento concomitante en la liberación de gonadotrofinas pitui

tarias. En 1amayori’a de los estados reproductivos, las ratas

envejecidas poseen niveles séricos de LH reducidos. Estas

concentraciones bajas de LH sugieren una secreción pituitaria

de LH crónicamente reducida.

En ratas machos envejecidas se han enc0ntrado niveles
280

séricos de testosterona reducidos . Si el control del sistema

reproductivo de estos machos envejecidos funcionase normal

mente, esta disminución de la testosterona deberi’areflejarse

en un aumento de la secreción de LH. Se han descripto niveles

basales reducidos de LH287'289 en diversos estados reproduc

tivos y, dado que las ratas machos envejecidas son capaces de
l

responder a una inyección de hC'Gcon niveles séricos de testos
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terona aumentados, se concluye que la testosterona siérica re

ducida refleja una menor estimulación gonadotrófica de los tes

ti’culos.

En nuestro experimento investigamos la cantidad de sitios

receptores para LH en testi'culo de ratas envejecidas. Los resul

tados optenidos demuestran que estos animales poseen una menor

capacidad de unión para esta gonadotrofina, comparada con los

valores normales de las ratas adultas jóvenes. La constante de

afinidad no sufre alteraciones.

Por otra parte, si a estas ratas envejecidas se las somete

a un tratamiento con testosterona (100 ug durante 14 di’as) y des

pués se determina el número de sitios receptores para LH, se

puede observar que 1a población receptora permanece sin modifi

caciones cuantitativas, Opuestamente a lo que ocurre con las ra

tas adultas jóvenes, en las que se verifica una disminución en es

te parámetro.

Esta disminución observada en las ratas jóvenes podrí’ade

berse a un efecto a nivel hipofisario con inhibición de la liberación

de LH, influyendo indirectamente sobre el testi’culo. En este caso,

el no observar un cambio similar en 1a rata envejecida seri’a un i'n
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dice de una actividad pituitaria dañada, no siendo capaz de reg

ponder ante el esti’niulo androgénico con una menor liberación

de gonadotrofina.

Por otra parte, podri’amosestar en presencia del meca

nismo de retroalimentación ultra corto que postulamos como

posible entre testosterona y receptores para LH en testi’culo.

Esto indicari’a que ese mecanismo de regulación de los recepto

res para la gonadotrofina por el producto metabólico testicular,

seri’a también afectado por el envejecimiento, tornándose el tes

ti'culo más refractario a una regulación hormonal.

EStos resultados, tomados en conjunto con los otros datos

presentados en 1a literatura, dan cuenta del efecto de 1a edad so

bre la función pituitaria y su relación con la actividad gonadal,

tal vez como expresión del eje hipotálamo-hipofisario-gonada1

defectuoso.

E1 último factor estudiado, en relación con la actividad go

nadal, fue el efecto del fotoperi'odo y, en consecuencia, de 1a fun_

ción pineal sobre el testi’culo de vizcacha.

Dada 1a relación obvia entre el _fot0peri’odoy el estado de

los órganos reproductivos, los investigadores relacionaron inme
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diatamente las alteraciones estacionales en la competencia

sexual con los cambios anuales de la longitud del di'a. Cierta

mente se ha comprobado que, en los hamsters, la involución

reproductiva está asociada con los cortos di'as de invierno y

que esta involución se preveni’a con la pinealectomi’a, anterior

a 1a exposición de los animales a fotOperi’odosnaturales. Adi

cionalmente, mientras los hamsters intactos eran incapaces

de reproducirse durante los .meses de invierno, los animales

pinealectomizados experimentaban una conducta reproductiva

normal. Es natural que el ciclo reproductivo circanual de los

mami'feros esté sincronizado con el cambiante fotoperi’odo, ya

que éste es el factor más reproducible del medio ambiente.

Ciertamente seri’a menos prepicio para los animales depender

de otros factores tales como_1atemperatura ambiente, lluvias,

disponibilidad de alimento, que cambian marcadamente de año

a año. I

Muchos mami'feros en su habitat natural son criadores eg

tacionales. El fotoperi’odocambiante se considera un parámetro

de importancia en la sincronización del peri’odo de cri’a con la

estación apr0piada del año. ‘Considerando la importancia de la
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luz en los ajustes reproductivos estacionales se ha involucrado

a 1a glándula pineal como el intermediario'entre' el fotOperi'odo
371,372

. A1cambiante--y el eje hipotálamo-pituitario_-gonadal

gunas especies son criadoras de di’alargo, mientras que otras

son criadoras de di’acorto.

general, puede decirse que fotoperi’odoscortos, ex

posición a la oscuridad o ceguera son considerados, usualmen

te, como estimulantes de la producción y descarga de antigona

dotrofinas pineales y, por lo tanto, inhibitorias para la reprodug

ción. Contrariamente, fotOperi'odos largos inhiben 1a actividad

pineal antigonadotrófica y, por 10tanto, eliminan el efecto suprg

sor de la glándula pineal.

En el estudio presentado en este trabajo, se utilizó 1a viz

cacha como animal de experimentación por ser de hábitos noc

turnos, es decir que su mayor actividad 1a desarrolla en la oscg

ridad. Asi”,presentaba una propuesta interesante para la investi

gación del efecto de la exposición a prolongados peri’odos de luz

sobre la actividad testicular.

Los parametros estudiados fueron: peso testicular, niveles

séricos de testosterona y receptores para gonadotrofinas.
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Los resultados obtenidos muestran una disminución en

el peso testicular, asi”como en la testosterona plasmática,

cuando los animales son sometidos a situaciones de luz prolog

gada.

Paralelamente se investigó la cantidad de sitios recepto

res para y FSHen el testi’culode animales sometidos a os

curidad (habitat natural) o a peri'odos de luminosidad controla

da (cautiverio). Los resultados demostraron que, cuando los

animales eran sometidos a.peri'odos de luminosidad controlada,

se produci’a una disminución en el número de sitios receptores

para FSH, manteniéndose invariable la constante de afinidad.

A diferencia de lo que ocurre para la hormona foli'culo estimu

lante, la capacidad de unión para la hormona. luteinizante, es

muy pequeña en el testi'culo de vizcacha, lo que presentó serios

inconvenientes para su medición, razón por la cual no presenta

mos resultados en ese aspecto.

Es de notar, en relación con lo expuesto finalmente, que

el testi’culo de vizcacha se presenta como un tejido de alta capg

cidad de unión para FSH, indicando la posibilidad de que esta

hormona sea la principal involuc‘rada en la manutención de la
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función testicular y no asi’ la LH.
55

Estudios realizados por Bartke y colaboradores sobre'

el receptor para LH en hamster ciego, revelaron una marcada

disminución en estos sitios de unión, comparados con los valo

res obtenidos con animales normales. Paralelamente se demos

tró un menor nivel de prolactina circulante, 10que se supuso

era reaponsable de esta disminución en el número de recepto

res para la gonadotrofina, dada la reconocida intervención de

esta hormona en 1a regulación de la cantidad de sitios discrim_i

nadoreslóg. Junto con 1a administración de prolactina se obse¿

vaba una normalización en los niveles de los receptores.

Dada 1a imposibilidad, no contando con un anticuerpo es

peci’fico, de medir la concentración hormonal circulante en vii

cacha, no se puede correlacionar este descenso en el número

de sitios receptores con niveles disminuidos de prolactina u otras

hormonas.

Relacionando 1a actividad pineal con un efecto. antigonado

trófico, estos resultados seri’an una prueba de que, en ciertos

animales, 1a luz seri’a el factor estimulatorio de la actividad de

esta glándula, contrariamente a-lo encontrado hasta el momento.
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COMENTARIOS FINALES

El presente trabajo ha"demostrado que la función testi

cular normal no depende de un único esti’rnulo hormonal, sino

que es la resultante de la acción de un complejo conjunto de

moléculas informáticas, cada una actuando a diferentes nive

les, en ciertos casos en forma sinérgica y, en otros en forma

antagónica, dependiendo de las concentraciones circulantes.

De este conjunto hormonal hemos focalizado nuestra atención

en la hormona luteinizante, la prolactina y la insulina.

Por otra parte, estos esti'mulos tomados en forma aisl_a_

da, no representan sino una parte de los factores que deben

ser tenidos en cuenta para tener una visión lo más exacta pos_i

ble de lo que acontece a nivel de la célula de Leydig.

Como hemos observado, además del esti’mulo hormonal

es importante la edad del animal, el fotoperi’odo que regula su

actividad y el ambiente hormonal a que se vio expuesto en la

etapa de maduración prepuberal.

Cada paso que se avanza en el estudio de la regulación

hormonal de 1a función testicular, es una pieza más que se agrg
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ga a1 gran rompecabezas que nos hace comprender que el orga

nismo no es una máquina funcionando en una relación biuni'voca

estímulo-¿espuesta, sino que presenta. múltiples bifurcaciones

que, en conjunto, no hacen sino mejorar el funcionamiento y la

regulación de las distintas funciones fisiológicas.
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