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CONSIDERACIONES GENERALES

Unode los atributos más importantes de los seres vi­

vos es, quizás, su complejidad y su alto grado de organiza­

ción. Cada una de las partes componentes de la materia viva

cumple una función y ello es cierto no sólo en lo referente

a estructuras intracelulares tales comoel núcleo y la membrg

na, sino también para los compuestos químicos individuales de

la célula comoson los lípidos, las proteinas, los hidratos

de carbono y los ácidos nucleicos, siendo legitimo preguntar­

se cual es la función de cada molécula determinada y como se

ralacionan entre ellas. Además,los organismos vivos presen­

tan la capacidad de extraer y transformar la energia de su

entorno, a partir de materias primas sencillas, y de emplear­

la para construir y mantener sus propias y complejas estruc­

turas.

Pero la característica más extraordinaria de los se­

res vivos consiste en su capacidad de generar una réplica de

sí mismos, reproduciéndose de generación en generación en for

mas idénticas de masa y estructura, propiedad que puede consi

derarse la quintaesencia de la vida.

En el hombre, de la misma forma que en la mayoría_de



los animales, la reproducción se realiza sexualmente mediante

la unión de células especializadas denominadas gametas. Todas

las partes del complicado sistema reproductivo de ambos sexos,

se asocian para asegurar la eficiente unión del óvulo, produ­

,cido por los ovarios de las hembras, y del espermatozoide, gg

nerado por los testículos de los machos,para el desarrollo

subsiguiente del óvulo fertilizado y su transformación en un

nuevo individuo.

MÜRFÜLÜGIA TESTICULAR

El testículo de los mamíferos consiste de dos compar­

timientos en yuxtaposición; uno interno, no vascularizado,

que comprende los tübulos seminíferos que, en conjunto con el

epidídímo, forma una unidad funcional para la producción, ma­

duración y almacenaje de espermatozoides; y un segundo compar

timiento, altamente vascularizado, que rodea a los tübulos se

miníferos y que contiene, entre otros componentesdel tejido

conectivo, las células intersticiales de Leydig en donde se

sintetizan las hormonas androgénicas. La Figura a muestra un

corte de testículo en el cual se observan las zonas menciona­

das.
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Está bien determinado que las funciones de ambos com­

partimientos son reguladas por las gonadotrofinas hipofisa­

rias (158, 159) y además, están interrelacionadas, ya que los

andrógenos, que se definen comolas hormonas que desarrollan

vy mantienen los órganos sexuales accesorios y las caracteris­

ticas sexuales secundarias masculinas, tienen importancia Vi­

tal en los proCesos de espermatogénesis (157, 357) y madura­

ción de los espermatozoides (A7, 122).

Esta definición de andrógenos indica que en su ausen­

cia antes de la pubertad, las caracteristicas de la masculini

dad no se desarrollan, mientras que, si los mismosson elimi­

nados durante la vida adulta, las caracteristicas masculinas

establecidas regresionan.

El hecho que las células de Leydig estuviesen involu­

cradas en la secreción de los andrógenos testiculares, ha si­
do la razón fundamental del interes de estas células.

LA CELULA DE LEYDIG CÜMÜ FUENTE DE ANDRQEENÜS. EVIDENCIAS

HISTÜRICAS

Ya desde la antigüedad se conoce la importancia del

testículo en la manifestación de las caracteristicas sexuales



secundarias del macho. Aproximadamente 300 años antes de Cris

to, Aristóteles describe en forma concisa la influencia de la

castración de las aves y su diferente efecto según la edad

del animal. Más aún, llega a relacionar estos cambios con los

observados en los hombrea castrados en edad temprana. Sin em­

oargo, transcurriría muchotiempo antes que se diera comienzo

al estudio sistemático del origen y acción de los andrógenos.

Durante casi dos mil años se supuso que la regulación

de las características sexuales masculinas era mediada por

nervios que se extendían desde el testículo hacia los órganos
sexuales secundarios. Recién en 18h9 Berthold (#3) realiza el

que parece ser el primer experimento en endocrinología. El og

serva que testículos transplantados ectopicamente en gallos

castrados, eran capaces de prevenir la atrofia de la cresta

de estas aves y concluye que-la regulación es realmente ejer­

cida por el testículo a través de la sangre.

Un año despues, Franz Leydíg describe la presencia de

células intersticiales en el testículo de varios mamíferos

(228). Más tande otros autores especulan sobre posibles fun­

ciones de estas células sugiriendo que podrían aportar nu­

trientes para el tubo seminífero, producir una hormonamascu­



lina, almacenar productos hormonales producidos por el tübulo,

eliminar sustancias nocivas que pudieran dañar los tubulos o

migrar al tubo seminífero para reemplazar a células de Serto­

li envejecidas (29h).

Nuevas evidencias aportadas por Bouin y Ancel en 1903

(52) parecen indicar efectivamente una Función endócrina a

las células de Leydig, ya que sus características histológi­

cas y morfología coinciden con las de aquellas células involu

cradas en procesos secretorios. Sin embargo, estas evidencias

podían ser interpretadas por otros mecanismos y en 193D, Stig

ve (33h), que había llevado a cabo numerosos estudios histolÉ

.gicos en células de Leydig de varias especies, concluye que

las mismas sólo nutren a las células del túbulo y que éstas

son las que realmente producen la hormona masculina. Es por

todo ello, que Rasmussen (29h) en un extenso trabajo sobre el

testículo, sugiere que es necesario ser precavido con las con

clusíones extraídas de las evidencias experimentales.

Casi simultáneamente se producen dos aportes signifi­

cativos para el estudio de la función testicular. Por un lado,

Butenandt, en 1931 (7h) obtiene el primer andrógeno cristali­

no, la androsterona, y cuatro años más tarde, David (109) aiE



la el andrógeno más potente al que da el nombre de testosterg

na. Por otra parte se demuestra que la Función del testículo

es controlada por hormonas hipofisarias (158, 159). Una de

las pruebas definitivas de que las células de Leydig son la

.principal Fuente de andrógenos se obtiene en 1958 (227, 359)

cuando se localiza a la enzima esteroidogénica 3- (b hidroxies
teroide deshidrogenasa mediante una técnica histoquímica.

Noobstante, el desarrollo más espectacular en el co­

nocimiento del mecanismo de secreción y acción androgénica,

se produce en los últimos veinte años,cuando la disponibili­

dad de isótopos radiactivos y.los avances realizados parale­

lamente en otras ramas de la investigación biológica, permi­

tieron penetrar en los complejos mecanismosde la regulación

intracelular.

La demostración concluyente de la Función endócrina

de las células de Leydig se hace posible por el desarrollo de

un métodoque permite separar a las celulas intersticiales de

los tübulos en testículo de rata. Cuandolos dos componentes

se incuban separadamente con progesterona radiactiva,se ve

que el tejido intersticial tiene preponderantementela capaci

dad de convertir este sustrato a andrógenos, aún cuando el tu



bo seminífero también muestre alguna actividad (105), y tam­

bién Hall y col. demuestran que la conversión de colesterol a

andrógenosocurre sdlo en el tejido intersticial (167). A pe­

sar de ello, muypocas investigaciones se realizaron con los

vcompartimientos celulares aislados. Recién en los últimos diez

años, se aplican con asiduidadtécnicas para la obtención de

distintos tipos celulares,que permiten obtener nuevos conoci­

mientos sobre la localización de las enzimas involucradas en

la síntesis y metabolismode esteroides testiculares.

Muchose ha avanzado desde las primeras observaciones

de Aristóteles o desde los años en que Franz Leydig descubrig

ra las células que llevan su nombre. Actualmente está clara­

mente establecído que la biosintesis de novo de andrógenos

ocurre principalmente en la célula de Leydig, mientras que la

espermatogénesis se lleva a cabo en los túbulos semíníferos.

También se ha avanzado en el conocimiento del mecanismo de ag

ción de la gonadotrofina hipofisaria,que conduce finalmente a

la secreción de testosterona, pero, a pesar de que se conocen

hoy una serie de factores hormonales que pueden regular 1a

función de las células de Leydig, aún persisten numerosos in­

terrogantes sobre los complejos mecanismos involucrados en lg

grar que esas células sean esteroidoQEnicamente activas.
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MÜRFÜLDGIA DE LA CELULA DE LEYDIG

La estructura de las células de Leydig muestra carac­

terísticas comunesen todos los vertebrados, con algunas di­

ferencias entre las especies (10h). La Figura b muestra un

esquemade la localización y estructura de las células.

La célula de Leydig tipica es poligonal, con un diá­

metro de 15 - 20 micrones. Está rodeada por una típica membrg

na plasmática, la cual forma numerosos pliegues o microvéllo-I

sidades.

Tiene un núcleo grande, esférico u ovoide con una, dos

y a veces tres nucleolos excéntricos. La cromatina remanente

se presenta comogránulos distribuidos predominantemente ha­

cia la periferia del núcleo, dando una apariencia de conside­

rable delgadez a la membrananuclear cuando se la observa al

microscopio óptico. Comolos núcleos de otras celulas interg

ticiales no exhiben estos atributos, la estructura del núcleo

de la célula de Leydig provee un medio de identificación muy

útil.
La organela citoplasmática más prominente es el reti­

culo endoplasmático liso, que consiste de túbulos membrano­
o

sos interconectados de BÜÜ- 1200 A de diámetro y que en la
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célula viva aparentemente forma una red. Existen también zo­

nas díseminadas de reticulo endoplasmático rugoso en contacto

con el liso.

Hay un número moderado de mitocondrias con crestas la­

melares y algunas tubulares. El complejo de Golgi está bien

desarrollado y comunmenteen un polo del núcleo. Los elemen­

tos de Golgi consistende h - 6 sacos aplanados y juntos, con

pequeñas vesículas en su superficie. Dos centriolos, perpen­

diculares uno del otro, están ubicados en la región del Gol­

gi.

El citoplasma también.contiene gotas de lipidos,(de

los cuales, los Ésteres de colesterol son los principales)

cristales de Reinke, microtübulos y microfilamentos. Son co­

munes los lisosomas primarios, las vacuolas digestivas y los

cuerpos residuales pigmentados.

Mediante estudios histoquimicos en diversas especies,

se ha evidenciado la presencia de hidratos de carbono (18,83,

26h), ADNy ARN(202, 252), enzimas hidroliticas como lipa­

aas, estearasas y Fosfatasas (113, 1h2, 190, 2h2, 2h3) y

enzimas oxidatívas de diversos tipos (272).
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El acido ascórbico parece ser un material constitutivo

de tejidos productores de esteroides. De hecho, la concentra­

ción de esta sustancia es mayor en las células de Leydig, co:

teza adrEnal y ovarios que en otras células del organismo.

REGULACION DE LA SINTESIS DE ANDRÜGENÜS

La producción de andrógenos por el testículo de los

mamíferos depende de una serie de eventos intracelularea que

han sido estudiados extensivamente y que se desencadenan cuan

do la hormonaluteinizante (LH) secretada por la hipófisis ag

terior, se une a receptores específicos de alta afinidad

10 M-1) ubicados en las membranas de las células de(Ha = 1D

Leydig (82). Tales receptores exhiben alta especificidad pa­

ra LHy otras luteotrofinas, tales comohCG(gonadotrofina

coriónica humana) y PMSG(gonadotrofina de suero de yegua prg

ñada), las que interactúan con los receptores para LHdel

testículo de rata. El contenido promedio del receptor de LH

en el testículo de rata adulta es de 1 pmol/gr.equivalente

a 20.000 sitios por célula de Leydig. Sin embargo,sólo nece­

sitan ser ocupados el 1 % del total de sitios para dar máxima

respuesta esteroidogénica.
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La Función del gran exceso de sitios denominados " re­

ceptores de repuesto ", no se conoce y se postuló que pueden

favorecer la interacción del complejo hormona- receptor a ha

jas concentraciones de ligando y ademásproveer sitios de re­

serva para reemplazar a aquellos utilizados o procesados como

Consecuencia de la unión de hormona endógena durante el con­

trol fisiológico de la secreción de esteroides.

Después de la unión a su receptor, el efecto más rápi-'

do de la LHes inducir una reacción de acoplamiento, que in­

volucra nucleótidos guanilicos, entre receptor y adenil cicla

sa que activa esta enzima.

En la presencia de iones magnesio, esta activación con

vierte ATP a AMPcíclico (AMPC)(81, 119, 120). El AMPcicli­

co resultante es degradado por una Fosfodiesterasa, o se une

a la subunidad regulatoria de una proteina quinasa causando

la liberación de una subunidad catalitica. La proteína quina­

sa asi estimulada cataliza la Fosforilacíón de proteinas in­

tracelulares que intervienen en la secuencia de reacciones

que conducen a la sintesis de esteroides (7D, 208, 285). Sin

embargo, los mecanismosprecisos de la acción de las proteí­

nas fosforiladas en la biosíntesis de testosterona, son aún
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desconocidos.

Las relaciones temporales de los eventos intracelula­

res indican que en la célula de Leydig intacta, los niveles

de AMPCse elevan a los pocos segundos de la interacción hor­

. mona- receptor, y la producción de testosterona aumentada es

evidente a los 5 - 10 minutos.

La respuesta esteroidogenica de las células a la esti­

mulación por LHes reproducida por colerágeno (activador.de

la adenil ciclasa) y por análogos del AMPC,y es potenciada

por inhibidores de la Fosfodiesterasa. Esos descubrimientos

son consistentes con el hecho.que el AMPCes el segundo mensg

jero para la acción gonadotrbfica. Sin embargo, la ocurrencia

de marcadas discrepancias entre curvas dosis - respuesta para

el AMPCy la producción de esteroides durante la acción hormg

nal en células de Leydig, luteales o adrenales, sugieren la

posibilidad de que existan mensajeros alternativos.

A pesar de que hay numerosas evidencias acerca de la

función del camino adenil ciclasa - proteina quinasa durante

la acción trófica de LH, no se excluye que existen otras res­

puestas rápidas a la acción hormonal, particularmente a nivel

de la membranaplasmática.
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Tales Factores, comocambios en el Flujo iónico y dis­

tribución de calcio y alteraciones en el metabolismo y recam­

bio de fosfolípidos,podrian contribuir a los mecanismospor

los cuales las hormonastróficas ejercen sus efectos agudos

y de largo plazo sobre la función de la célula " blanco ".

Otro "_mensajero " recientemente propuesto de la ac­

ción de las hormonas peptidicas (incluida LH) es el complejo

receptor - hormona internalizado, aunque el mecanismo e im­

portancia cuantitativa de este mecanismoaún no está claro.

IMPORTANCIA DE PRUTEINAS EEPECIFICAS EN LA BIQÉINTESIS DE

TESTÜSTERÜNA

Durante la activación hormonal, se produce síntesis

proteica en la célula de Leydig, y éste es un prerrequisito

para una respuesta esteroidogénica normal, pues en presencia

de inhibidores de la sintesis de proteinas, hay una inhibi­

ción manifiesta de la biosintesis de andrógenos (95, 96, 199,

201, 256).

Existen proteínas cuya presencia se observa después

de las dos horas de la estimulación con gonadotrofina, las

cuales pueden estar relacionadas con la regulación a largo
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plazo de la respuesta de la célula. Hayotras, con una vida

media muy corta (tv2 = 13 minutos) que se piensa están invo­

lucradas en la regulación aguda de la esteroidogénesis (95).

Tambiénse ha detectado en tejido testicular (221) una

proteina termoestable que une especificamente al colesterol

y se ha sugerido que podria cumplir alguna función en el

transporte del míSmo,desde el espacio extramitocondrial al

intramitocondrial.

Además,se demostró la existencia de un Factor protei­

co termolábil en las mitocondrias de las células de Leydig

(172), que modula la actividad de la enzima que escinde la

cadena lateral del colesterol, disminuyendola afinidad de la

misma por el NADPH.

Hall y col. (165) han observado que los microfilamen­

tos conteniendo actina en las células de Leydig, podrian es­

tar involucrados en el transporte de colesterol, ya que la es

teroidogénesís es inhíbída, al menosparcialmente, luego del

tratamiento de las células con líposomas conteniendo anticueg

pos antiactina.

El requerimiento de los microfilamentos para el sumi­

nistro de colesterol a la mitocondria, parece ser condición
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necesaria pero no suficiente, ya que no existen evidencias de

que el sistema de transporte de colesterol constituya la eta­

pa de velocidad limitante en el control de la esteroidogéne­

sis.

Recientemente se ha demostrado (2h) que la LH promue­

ve la fosforilación de cinco proteinas extramitocondriales

(17.000, 22.000, 2h.ÜÜÜ,33.000 y 57.000 dalton). El curso

del tiempo de esta respuesta parece estar íntimamente rela­

cionado con la ruptura de la cadena lateral del colesterol y

con la producción aumentada de esteroides.

Unade estas proteinas (33.000 dalton) está presente

en la subunidad ribosomal hÜ S y todo parece indicar que po­

dria ser similar a la proteina ribosomal 55, la cual se su­

puso que podia estar involucrada con la sintesis proteica au

mentada. Sin embargo, en células de Leydig, la LHno estimu­

la la incorporación de aminoácidos a proteinas durante los

primeros treinta minutos de incubación, a pesar de que la fos

forilación de la 56 es máximaa los cinco minutos de incuba­
ción.

Posiblemente la sínteis de alguna proteina especifica,

por ejemplo, alguna de rápido recambio, requerida para la prg
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ducción de esteroides, está aumentadavía fosforilación de

otras proteinas involucradas en la sintesis proteica.

Sin embargo, aún cuando la acción de la LH sobre la

esteroidogénesis en células de Leydig es acompañadapor actl

vación de proteina quinasa, FosForilación de proteínas y sin

tesis proteica aumentada, no se conoce de qué forma esas pro

teínas están relacionadas al paso limitante de la velocidad

en la producción de esteroides.

LÜS FÜSFÜLIPIDÜS CÜMÜ INTERMEDIARIÜS EN LA ESTERÜIDÜGENESIS

Hasta unos pocos años atrás se había dado muy poca

atención a la posibilidad de que los fosfolipidos pudieran

desempeñar algún papel importante en el mecanismo de acción

que conduce a la síntesis de esteroides.

Esto puede resultar sorprendente debido a que desde

hace tiempo está establecido que muchas enzimas esteroiddgé­

nicas residen en membranasfosfolipidicas y que una sustan­

cia lipofílica comoel colesterol, tenga que interaccionar

con el citocromo P LSDen la membrana interna mitocondrial.

Farese y col. (129, 130) en un intento de identificar,

en la glándula adrenal, un Factor esteroidogénico inducido
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por ACTH,observaron que, ante la estimulación hormonal, ha­

bia un aumentode difosfoinosítido y trifosfoinosítido, que

a su vez eran responsables del incremento en la interacción

entre el colesterol y el citocromo P ASD.

En una serie de experimentos posteriores realizados

tanto " in vivo " como " in vitro " (131- 137), se vió que el

aumento de fosfolipidos inducido por ACTHo AMPCera inhibido

por cicloheximida y puromicina, y requería de la presencia

de Ca2+.

Además, con una concentración de ACTHde 10'12 M, que

permitía una producción máximade fosfoinositido, sólo se ob­

tuvo un 50 - 60 % de la respuesta esteroidogénica máxima, lo

cual sugiere que deben existir necesariamente otros Factores

que regulen la esteroidogénesis.

Ütras evidencias que apoyan la hipótesis que los fosfig

lípidos desempeñanuna Función mediadora en la síntesis de es

teroides fueron provistas por estudios realizados en otros te

jidos esteroidogénicos. Tanto en ovario (11D, 111) como en cÉ

lulas de Leydig (233), se vio que la estimulación con LHpro­

vocaba un aumentode ácido fosfatídico, fosfatidilinositol y

polifosfoinosítidos, y esos efectos de la LHeran bloqueados
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por cicloheximida.

Por lo anteriormente expuesto parecería claro que las

hormonas esteroidogénícas (ACTHy LH) promoverían,en sus órga

nos blanco, la síntesis de novo de fosfatidato y cambios no­

, tables en el metabolismode polifosfoinosítidos.

Estos hallazgos permitieron suponer que los fosfolípi

dos son intermediarios importantes en el mecanismode regula­

ción de la biosíntesis de esteroides.

BIÜSINTESIS DE TESTDSTERÜNA EN LAS CELULAS DE LEYDIG

Actualmente no existen dudas de que los órganos este­

roidogénicos pueden convertir el colesterol a sus hormonas

esteroides específicas, es decir : corticosteroides en la

glándula adrenal (208, 232, 335), progesterona en el cuerpo

lüteo (168, 2h9) y testosterona en el testículo (166, 169).

Además, la conversión de colesterol a estas hormonas es esti­

mulada por las hormonas hipofisarias ACTH(208, 335) y LH

(168, 169).

El caminobiosintético desde colesterol a testosterona

está especificado en la Figura c. Comopuede verse hay varias

alternativas posibles, entre ellas, la vía ¿55 - intermedia­
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rios (que involucra : pregnenolona, 17-hidroxi-pregnenolona,

dehidroepiandrosterona y androstenodiol) y la Vía ¿kh-inter­

mediarios (progesterona, 17-hídroxi—progesterona y androste­

nodiona) (1, 3h, AD, 1Gb, 193, 250, 302, 338, 350).

La velocidad de conversión en testículo de pregnenolo­

na a través de los caminos ¿kh 6 ¿55, varía según las espe­

cies animales,y probablemente el camino metabólico que ocu­

rre En condiciones Fisiológicas en todas las especies inclu­

ya esteroides ¿Sk y ¿55 (BB). En el testículo humanola vía

¿k 5 parecería ser la más importante (365), a diferencia del

testículo de rata donde predominaría la vía ¿51+(302). Varios

investigadores observaron que en el testículo Fetal humanola

síntesis de testosterona puede ocurrir a través de pregneno­

lona, dehidroepíandrosterona y androstenodiona (1, 191, 193,

250).

La conversión de pregnenolona a testosterona, involu­

cra a las enzimas 3 fi)—hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17-cá

hidroxilasa, 17cX,ZÜ-líasa y 17fi)-hidroxiesteroide deshidrg
genasa, que están ubicadas principalmente en el retículo en­

doplasmático liso (193, 19h, 195, 338, 353), lo cual justifi­
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ca que esta organela sea la más abundante en la célula de Leï

dig. Sin embargo, van der Vusse y col. (353) sugieren que no

debe excluirse que parte de la actividad total de esas enzi­

mas esté asociada a las mitocondrias. Cabe destacar que en

- particular la T7cX,20-liasa y la T7Cá-hidroxilasa estén re­

lacionadas con el citocromo P #50 microsomal.

A pesar que la testosterona es el andrógeno testicular

más importante, existe una gran variabilidad de esteroides

endógenos de acuerdo a las especies y al grado de desarrollo

(260). Por ejemplo, en el testículo de ratas inmaduras, el

5 d-androstano-3 0‘ ,17 (5 diol y el 3 cx -hidroxi-5 CX-andros­
tan-17 ona (androsterona) están presentes en cantidades muy

superiores a la testosterona, mientras que esta última se ha­

lla incrementada en el testículo maduro (220).

Se han hecho observaciones similares para las cantida­

des relativas de testosterona y androstenodiona en el testing

lo de toro, siendo este último esteroide cuantitativamente

más importante en animales inmaduros, mientras que la testos­

terona lo es en animales adultos (23D).

Las enzimas requeridas para la Formación de pregneno­

lona, así comopara su posterior conversión a androstenodiona
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y testosterona están localizadas fundamentalmenteen las celu

las de Leydig. Sin embargo, algunas de estas enzimas han sido

localizadas en más de un tipo celular (Tabla A).

En la Figura d se muestran algunos de los metabolitos

vque han sido identificados en tejido testicular de varias es­

pecies.

La etapa limitante en la biosintesis de testosterona

es el paso de colesterol a pregnenolona, que involucra una se

ríe de enzimas que se conocen como " complejo enzimático que

escinde la cadena lateral del colesterol ". Este complejo
enzimático está localizado en la membranainterna mitocondrial

de todos los tejidos productores de esteroides (2h6, 267, 32h,

3h3, 35h), y está constituido por citocromo P ASD,una flavo­

proteína y una Ferroproteina no hemínica, requiriendo NADPH

y oxígeno molecular para las hidroxilaciones (117, 2h8, 25h,

257, 3h3).

La formación de pregnenolona (y aldehído isocaproico)

a partir de colesterol, comprendealgunos metabolitos inter­

mediarios que incluyen 20<3(-hidroxi-colesterol, 22 R-hidro­

xi-colesterol y 20<:(,22 R-dihídroxicolesterol (69l 71, 72,
73).
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intersticialyeneltüouloseminíferodetestículoderata.
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Complejoenzimáticoqueescinde lacadenalateraldelcolesterol98 A 5-3p-hidroxiesteroidedeshi­ drogenasa/ALh5isomerasa95-98 17cx-hidroxilasa93-9h
ZÜcx-hidroxiesteroidedeshidroge­ nasa3 C17_ZÜliasa93-9h 17(b-hidroxiesteroidedeshidroge­ nasapresente Sd-reductasa9D(inmadura) 3o<(3(5)hidroxiesteroidedeshi-90(inmadura)drogenasapresente(adulta) Aromatasapresente

6-7
97

6-7

presente

1D(inmadura) 1G(inmadura)

presente(adulta)

presente
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El paso limitante de la velocidad en la producción de

esteroides testiculares es regulado por la LHy hay varios me

canismos propuestos por los cuales la hormonatrófica podría

acelerar la ruptura de la cadena lateral del colesterol (ZAGL

v a saber : a) un incremento en la cantidad de NADPH,b) un au­

mento en la concentración de colesterol libre por activación

de la colesterol esterasa, c) un aumentoen la disponibilidad

del esterol promoviendosu transporte a la mitocondria por mg.

dio de una proteína transportadora, d) activación de algún

componente del complejo enzimático que escinde la cadena la­
teral del colesterol.

Másaún, por trabajos realizados tanto en testículo

(2h8) como en adrenal (32h) y ovario (265), las hormonas hi­

poFisarias puedenmodular la redistribución intramitocon­

drial de colesterol de tal Formade favorecer la interacción
entre el esterol y el citocromo P hSÜdel complejo enzimática.

Independientemente de cual sea el mecanismoregulato­

rio del paso limitante de la velocidad, está perfectamente

claro que el colesterol cumple una función de Fundamental

importancia en el caminobiosintético de andrógenos testicu­

lares.
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EL CÜLESTERÜL CÜMÜ PRECURSÜR EN LA BIÜSINTESIS DE ESTERÜIDES

.El colesterol cumple dos Funciones en las glándulas

esteroídogénicas. Por un lado,se encuentra no esterificado

en las membranasmitocondriales, membranaslisosomales, reti

' culo endoplasmático y membranasplasmáticas de las células.

En todos los casos está asociado con los Fosfolipidos como

componente de una compleja arquitectura de membranas bioló­

gicas.

Por otra parte, comose explicó anteriormente, el co­

lesterol es un precursor obligatorio en la esteroidogenesis

y hay tres Fuentes importantes del mismopara las células es­

teroidogénicas : 1) sintesis de novo, 2) colesterol de lipo­

proteinas y 3) depósitos intracelulares de ésteres de colestE

rol. Obviamentela cantidad de sustrato disponible del"pooln

de ésteres es dependiente de la actividad previa del proceso

de captación de lipoproteinas y de la velocidad de la sinte­

sis de novo del esterol.

Todos los tejidos esteroidogénicos son capaces de sin­

tetizar colesterol y la literatura contiene-numerososestu­

dios de incorporación de acetato al colesterol y productos

esteroideos por varias glándulas (MS, 177, 288, 30h, 332,
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335).

Sin embargo, la captación de colesterol de las lipoprg

teínas es el medioprincipal por el cual las adrenales, ova­

rios y placenta adquieren el sustrato para la esteroidogéne­

. sis en varias especies, incluyendo el hombre (162). Aunqueal

gunos trabajos recientes (A1, 103) describen la existencia de

los mecanismosde captación de lipoproteinas en testículo, la

importancia relativa del colesterol extracelular no está-aún

dilucidada totalmente en este tejido.

NUMENBLATURA, ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS LIPÜPRÜTEINAS

Las lipoproteínas plasmáticas son macromoléculas com­

plejas compuestasde múltiples proteinas (apolipoproteínas) y

suounidades lipídícas. Se clasifican de acuerdo a la densidad

que tienen cuando están hidratadas, en cuatro clases princi­

pales : quilomicrones (d < 1,006 g/ml), de muy baja densidad

(VLDL: d < 1,019 g/ml), de baja densidad (LDL : 1,019< d <

1,063 g/ml) y de alta densidad (HDL: 1,063<d<1,210 g/ml)

(198, 279). I

Las distintas clases de lipoproteínas difieren en el

peso molecular, en el contenido lipídico y en la composición
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proteica.

Las HDLpueden ser divididas en tres subclases. Las

mas abundantes en el hombre normal son la HDL2y HDL3(308).

La apolípoproteína A-I (apo A-I) es el componenteprincipal

' en ambas subclases, pero también contienen Apo A-II y apo B.

Una tercera subclase denominada HDL ó HDLCes la más impor­1

tante en animales o en hombres que consumen grandes cantida­

des de colesterol (238, Zhü).

La apo E comprende un gran porcentaje de la HDL1. Es­

to es de una considerable importancia Físiológica pues las

lipoproteínas que contienen apo E son reconocidas por el mis

mo receptor que reconoce a apo B (239). La abundancia relati

va de las subclases de HDLdifiere entre las especies y en­

tre los sexos (11).

La Función fisiológica de una lipoproteína está deter

minada no por su densidad, sino por su apolipoproteína y la

cantidad y tipo de lípidos que lleva. En la mayoría de las

especies, más del 9D%del colesterol encontrado en la circu

lación, esta en algún momento,ya sea tanto en la Forma este­

rificada como en la no esterificada, asociado a LDLy a HDL.
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Las cantidades relativas encontradas en cada clase de lipo­

proteína difieren entre las especies. En el hombremás del 60

% se encuentra en la LDLy sólo un 3D % en las subclasea de

HDL,mientras que en la rata, la mayor parte del colesterol

, circulante esta asociado con las HDL(1DG, 17h).

Estructuralmente las LDLy HDLestán formadas por un

núcleo apolar de lípidos hidrofóbicos, basicamente ésteres de

colesterol y triglicéridos, rodeado por una monocapapolar de

fosfolípidos hidrofílicos, apolipoproteínas (198, 279, 306) y

colesterol libre (123). La Figura e muestra un diagrama de la

estructura y composición de la LDLplasmática.

El hecho de que las apolipoproteínas de las lipoproteí

nas esten expuestas al plasma, facilita su interacción con en

zimas circulantes y con los receptores celulares.

La Función primaria de las lipoproteínas es transpor­

tar lípidos, incluyendo colesterol libre y esteriFicado, de

sus sitios de síntesis o absorción a sitios de utilización o

catabolismo. Todas las células de los mamíferos requieren co­

lesterol como un componente estructural de membranas. Aunque

la mayoría de las células son capaces de sintetizar coleste­

rol, muchasacumulanel esterol necesario de las lípoproteí­
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spoproteina B

colesterol esteres-de
no esterificado colesterol

CÚMPÜNENTE % EN PESÜ

Apoproteína B 25 %
Lípídos totales ---------------- -- 75 %

Colesterol
-no esterificado --------------- -­
-esterificado 3

Fosfolípidos 2
Glicéridos

%

%

%

%OJme

Figura e.Diagrama que muestra la estructura y composición
de la lipoproteína de baja densidad plasmática
(LDL).
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nas circulantes (26, 150).

En las células no esteroidogénicas hay por lo menos

tres procesos de captación de colesterol : 1) intercambio co­

lisional (39, 289, 300), 2) pinocítosis (3, 218, 301, 333). y

3) endocitosis absortiva mediada por receptor (6h, 1b8, 325).

CAMINO METABOLICÜ DE LA LDL EN LAS CELULAS NÜ ESTERÜIDÜGENI­

CAS

Los trabajos pioneros de Browny Goldstein (26, 6h) en

fibroblastos humanos,demostraronque la captación de coleste­

rol por endocitosis abscrtiva comprendetres hechos secuencia

les : unión de lipoproteínas a la membrana celular, interna­

lizacíón y degradación lisosomal. Primero observaron que las

células somáticas poseen sitios receptores específicos en la

membrana, concentrados en sacos o pozos revestidos (" coated

pits ") que luego se internalizan formandovesículas endociti

cas y que contienen las lipoproteínas unidas al receptor (12,

13). Subsecuentemente, las vesículas endociticas se fusionan

con los lisosomas, y las proteasas y esterasas degradan las

lipoproteínas, liberando colesterol no esterificado y amino­

ácidos (151).
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El proceso endocitico requiere activo metabolismo ce­

lular y es completamente inhibido a ADCo por inhibidores de

glucólisis y fosforilación oxidativa. Inhibidores de la Fun­

ción lisosomal, tales comocloroquina o cloruro de amonio,

- previenen el catabolismo de las lipoproteínas pero no inhiben

la unión o la internalización (151).

La captación de lipoproteinas en Fibroblastos Vía "ca

mino de la LDL" origina tres consecuencias metabólicas impog'

tantes : 1) inhibición de la síntesis de colesterol celular

(60, 1h9), 2) estimulación de la esterifícación de colesterol

intracelular (61, 152) y 3) reducción del númerode sitios r3

ceptores para LDLdebido a una disminución en su síntesis (El

151).

EVIDENCIAS DE QUE EL CÜLESTERÜL DE LIPÜPRÜTEINAS ES UN SUS­

TRATÜ PARA LA ESTERÜIDQQENESIS

Cinco lineas de experimentación documentan la importan

cia del colesterol transportado por las lípoproteínas en la

esteroídogénesis.

1) Estudios en los cuales se emplea la administración

oral o endovenosade colesterol y precursores de colesterol
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radiactivos,indican que el BU%o más del precursor esteroi­

dogénico en adrenal, ovario y placenta de tres especies, in­

cluído el humano,proviene de fuentes extracelulares (A9, 50,

51, 115, 139, 176, 21h, 2h1, 266, 331).

2) Ütra línea de evidencia se basa en trabajos reali­

zados en adrenales y ovarios de ratas y ratones. En estos ani

males se disminuyeron notoriamente los niveles de lipoproteí­

nas plasmáticas por tratamiento con h-aminopirazolopirimidina

(b-APP), un análogo de la adenina (178) o con 17CX’—etinil eg

tradiol (138, 175), debido a la inhibición de la secreción o

al aumentodel catabolismo de las lipoproteinas hepáticas,res

pectivamente.

Con el uso de cualquiera de las dos drogas los resulta

dos coinciden en señalar una disminución de los ésteres de c2

lesterol intracelulares, aumentode la síntesis de novo de cg

lesterol debido a actividades específicas elevadas de la HMG­

CoAreductasa y disminución de la síntesis de corticosterona

en adrenal y de progesterona en ovario, además de una disminu

ción de los esteroides circulantes (6, 22, 55, 57, 65, 106,

213).
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La administración endovenosa de lipoproteinas a los

animales tratados revirtifi los efectos mencionadosa sus va­

lores controles (7, 21, 25, 27, 313).

3) Varios grupos de trabajo estudiaron la importancia

. del colesterol extracelular midiendo la velocidad de la sintg

sis de novo del esterol y su influencia en la sintesis de es­

teroides en glándulas adrenales. Los experimentos realizados

utilizando 3HZÜ,para medir velocidades absolutas de coleste­
rogénesis, mostraron que tanto en adrenal comoen ovario la

producción de esteroideseraaproximadamente h - 7 veces mayor

que la cantidad de colesterol.aportada por la síntesis de no­

32 (1D, 79, 183, 203, 286, 3h6).

A) Estudios recientes desarrollados en células ovari­

cas de rata, bovinas o humanasen cultivo, mostraronque la sE

crecibn de progestinas no se afectaba significativamente cuan

do en el medio de incubación estaba presente un inhibidorde la

síntesis de colesterol (297, 305, 312, 3h5).

5) La quinta línea de evidencia proviene de estudiar

los efectos de LDLo HDLsobre la esteroidogénesis y metabo­

lismo del colesterol por células en cultivo, de la unión de

lipoproteinas a esas células y de la captación " in vivo " de
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lípoproteínas marcadaspor las glándulas especificas.

Los trabajos descriptos anteriormente demostrarían uni

vocamente que las lipoproteínas son una Fuente importante de

sustrato esteroidogánico para la glándula adrenal, ovario y

. placenta de varias especies.

Sin embargo, se debe tener cuidado en extender los coa

ceptos discutidos a todas las glándulas esteroídogánicas o a

todas las especies, puesto que, en ciertos casos, los tejidos

esteroidogánicos pueden depender del colesterol sintetizado

de novo, como sustrato primario para la producción de hormo­

nas esteroides.

Uncaso es el testículo de rata y otro la adrenal de

hamster. Contrariamente a las adrenales y ovarios, Morris y

Chaikoff (266) encontraron que en ratas alimentadas con co­

lesterol radiactivo, la actividad especifica del colesterol

testicular solo llegó al 37 %de la del plasma.

En el caso de la adrenal de hamster, se observó una

muy alta actividad especifica de HMG-CoAreductasa en este te

jido, aproximadamente 20 - 30 veces mayor que la medida en la

adrenal de rata y una velocidad de incorporación 9 veces ma­
3

yor de H de 3HZÜa los esteroles (222,225, 235, 287).Más aún,
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el tratamiento de los hamster con h-APPno redujo los esteres

de colesterol intracelulares ni aumentóla actividad de la

HMG-CoAreductasa.

Todos estos resultados, permiten especular que el este

. rol biosintetizado de novo, sería la fuente más importante

para la esteroidogénesis en la adrenal de hamster.

BIÜSINTESIS DE NÜVÜ DE COLESTEROL

HMG-CoAreductasa : etapa limitante del camino biosintetico

El estudio de la organización de los caminos biosinté­

ticos, en términos de la arquitectura celular, es Función del

conocimiento de las reacciones enzimáticas constituyentes.

En lo concerniente a la sintesis de colesterol en las

células de los mamíferos, está demostrado que la 3-hidroxí-3

metil glutaril coenzima A reductasa (HMS-CDAreductasa) (meya

lonato : NADPoxidoreductasa EC 1.1.1.3b) que cataliza la

transformación de HMG-BoAa.mevalonato, requiriendo dos moles

de NADPH,es la enzima regulatoria de la velocidad del camino

del esterol.

Es importante dejar aclarado que la mayoria de los tra

bajos sobre ubicación subcelular, función y regulación de la
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HMG-CoAreductasa se realizaron en tejido hepático, y luego

algunos hallazgos fueron verificados en la glándula adrenal

y ovario, y aún cuando no Fueron establecidos especificamen­

te, esos resultados se extendieron al testículo.

La Figura f muestra un esquema de los pasos iniciales

de la colesterogenesis y de la cetogénesis a partir de acetil

CoA.

Las primeras observaciones de que existía algún punto

de regulación en la síntesis de colesterol son de 1933 (311)

y provienen de estudios en animales enteros. Hacía 1950 se

mostro que una dieta rica en colesterol disminuia su propia

síntesis (156) pero recien casi diez años después, tres gru­

pos de trabajo identifican el sitio de regulación a nivel de

la HMG-CoAreductasa (68, 15h, 326).

En la década del 7D, algunos autores observaroncambios

en las actividades no sólo de la reductasa, sino también en

la acetoacetil-CoA tiolasa y en la HMG-CoAsintetasa (36, B7,

337,360),pero esos cambioseran lentm e incompletos. Ademásse

demostró que en animales alimentados con colesterol habia va

riaciones en las actividades de la piroFosFomevalonatodecar­

boxilasa, isopentenilpirofosfatoisomerasa, dimetilaliltrans­
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Ferasa y escualeno sintetasa (155, 327). Aunqueesas varia­

ciones eran pronunciadas, no reflejaban los cambios produci­

dos en la sintesis de colesterol. De tal Forma,esos sitios

regulatorios precedentes o subsiguientes a la HMG-CoAreduc­

. tasa, demostraron ser de importancia secundaria, por lo cual

la HMG-CoAreductasa se considera como el Único punto de re­

gulación para la biosintesis del colesterol.

La enzima limitante de la colesterogénesis es una.gl¿

coproteína intrínseca del reticulo endoplasmático (1h6, 1GB,

259), con un peso molecular de 97.000 dalton y con el sitio

activo ubicado del lado citosfilico de la membrana(231).

Ütra caracteristica de la HMG-CoAreductasa que tiene

un significado Fisiológico, es que presenta un ritmo diario

de actividad paralelo al ritmo de sintesis de colesterol des­

de acetato, con un maximode actividad hacia la medianoche y

un minimo al mediodia, coincidente en distintos tejidos como

higado de ratón (207), hígado (23, 316), intestino (318) y

adrenal de rata (25).
Los cambios en la actividad de reductasa asociados con

el ritmo diario son, al menos en parte, debidos a variaciones

en la cantidad de enzima presente, comoresultado de inducción
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y represión en la síntesis de la enzima (180, 181, 316). Sin

embargo,la existencia de variaciones rítmicas en la actividad

de HMG-CoAreductasa en otras especies, particularmente en ng

manos o en otros tejidos,no se conocen.

Regulación de la HMQÏBoAreductasa en tejido hepático

En términos generales, se han elucídado varios mecanig

mos de regulación enzimática en los caminos metabólicos,que

incluyen : modulaciónpor efectores isostéricos y alostéricos,

regulación de la sintesis y degradación de enzimas, control

por retroalimentación y modificación covalente. Este último
mecanismoes el más importante en la regulación por Fosfori­

lación-defosforílación de varias enzimas del metabolismogg

neral de la glucosa y se han caracterizado en varios siste­

mas diversas proteínas quinasas y fosFoproteinas Fosfatasas

que actúan en la interconversíón de los estados FosForilados

y defosforilados de las enzimas.

La forma Fosforílada puede ser la especie activa o la

inactiva según sea el caso.Comose explicó anteriormente, la

actividad de la HMG-CoAreductasa esta sujeta a regulación a

largo plazo por el colesterol y esos cambios se atribuyen a
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aumento o disminución en la sintesis de la enzima, mecanismo

que está favorecido por la vida media corta de la reductasa

(aproximadamente 2 - h horas) (62, 295).

Sin embargo,la disminución rápida inicial de la redug

‘ tasa, observada en ratas alimentadas con colesterol, en auseg

cia de una disminución concomitante de reductasa inmunopreci

pitable (181) no se podia explicar por disminución de sinte­

sis enzimática, lo cual sugirió la posibilidad que la enzima

estuviera modulada en forma aguda por algún otro mecanismo.

Beg y col. (35), trabajando con microsomas de hígado

de rata, demostraron que la actividad de HMG-CoAreductasa

disminuia severamente cuando las incubaciones se realizaban

en presencia de ATPy Mg2+y que la enzima inactivada se re­

activaba por incubación con EDTAy fracción citosólica. Este

efecto reversible del Mg-ATPsugirió que la reductasa podía

ser moduladacovalentemente por fosforilación y defosforila­

ción. Estas observaciones luego se confirmaron y se extendig

ron en otros laboratorios (39, 153, 315).

Nordstromy col. (275) purificaron, de citosol ds higg

do, un sistema activador y otro sistema inhibidor dependiente

de Mg-ATP,que modularon reversiblemente a la reductasa medi­
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da en los microsomas o solubilizada. Posteriormente se demos

tró que el sistema activador era una fosfoproteína fosfatasa

(197) y además se purificó a homogeneidad la reductasa quina

sa dependiente de Mg-ATP(38), observándose que era una pro­

teina quinasa independiente de AMPc(196).

Asimismo,varias lineas de evidencias indicaron que la

reductasa quinasa era convertida reversiblemente de una for

ma activa a otra inactiva (59, 197) y la inactivación de-es­

ta quinasase catalizaba por mediodeunmfosforilasa Fosfata­

sa. La interpretación más simple de esos datos fue que la r5

ductasa quinasa era una enzima interconvertiole cuya Forma

activa estaba Fosforilada.

Para completar el circuito de modulación de la HMG­

CoAreductasa, se intentó encontrar alguna proteína quinasa

dependiente de ATP-Mgque fosforilara la reductasa quinasa.

La búsqueda condujo al hallazgo de una actividad enzimática

en extractos microsomales y en fracciones citosólicas (196).

Se descubrió que las altas fuerzas iónicas normalmen­

te usadas para medir la actividad de reductasa, impedían la

activación de reductasa quinasa, y la evidencia sugirió que

la reductasa quinasa no se activaba a si misma. La nueva en­
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zima se denominó reductasa quinasa quinasa (196).

Debido a que la actividad de ambas quinasas se deter­

minan midiendo la actividad de reductasa, la inhibición de

reduotasa quinasa quinasa, pero no de reduotasa quinasa,a al

, tas fuerzas iónicas,provee una forma eficaz para distinguir

las dos enzimas.

Todas estas observaciones, permitieron a Ingebritsen

y col. (196, 197) sugerir que 1a HMG-CoAreductasa, está-mo­

dulada por un sistema biciclico. En este sistema, las aotivi

dades de HMG-CoAreductasa y reductasa quinasa están regula­

das por Fosforilación reversible. La reductasa es activa en

el estado defosforilado, mientras que la reductasa quinasa

es inactiva bajo esas condiciones. La defosforilaoión de am­

bas enzimas es catalizada por una fosforilasa fosfatasa hepé

tica de 35.000 dalton. La fosforilación de reductasa quinasa

requiere Mg-ATPy una enzima denominada reduotasa quinasa

quinasa, que se encuentra en el citosol y en los microsomas.

La confirmación directa de la Fosforilación de la re­

duotasa quinasa se obtuvo trabajando con ambas enzimas, pre­

viamente defosforiladas con fosfatasa e incubandolas luego

en presencia de 3132P-ATP.La identificación de las proteínas



- h7..

32 . . .marcadas con P se realizó por medio de una electroforesis

en geles (37, 38).

Regulación del sistema biciclico

A pesar que Fue comprobado que la reductasa quinasa y

la reductasa quinasa quinasa eran proteínas quinasas indepefl

dientes de nucleótidos cíclicos (196), diversos autores ha­

bían observado en tejido hepático de rata (35, 56, 293) que

el AMPCdisminuía la actividad de HMG-CcAreductasa,por lo

cual no se descartó que existiese alguna ruta alternativa pg

ra la regulación del sistema oicíclico por AMPC.

Diversos trabajos describen la existencia de una en­

zima denominada Fosfoproteína Fosfatasa 1 que es inhibida

por una proteína termoestable. Esta proteína es activa sólo

en el estado fosforilado y la fosforilación ESCatalizada

por una proteína quinasa dependiente de AMPC.Ese inhibidor

fue identificado en músculo esquelético de rata (189) y de

conejo (89, 273) y en hígado de perro (301) y de conejo (196).

Si el mismoFactor estuviese presente en hígado de rata

se podría imaginar un mecanismo de cascada dependiente de

AMPC,que a su vez modulase la HMG-CoAreductasa. En este es­
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quema,el nucleótido cíclico actuaría estimulando la fosfori

lación y activación del inhibidor de fosfatasa-1 por una pro

teina quinasa dependiente de AMPC.Comoesa proteína inhibe

la defosforilación de HMG-CoAreductasa y reductasa quinasa

vpor la fosforilasa Fosfatasa, la activación del inhibidor au

mentaría la actividad de reductasa quinasa inhibiendo Final­

mente a la reductasa. La Figura g muestra un esquema general

de modulación de la HMG-CoAreductasa.

En el hígado de rata, también se había observado la

inhibición de la HME-CoAreductasa por glucagón (12h, 125) y

su activación por insulina (215, 216). Por lo tanto, con las

numerosas evidencias disponibles y en comparación con otros

sistemas enzimáticos descriptos, es lógico suponer que la ag

tivídad de la HMS-CDAreductasa este sujeta a regulación hoz

monal,donde el AMPCsea el segundo mensajero que desencadene

la cascada de Fosforilaciones-defosforilaciones que regulen

finalmente la biosíntesis de novo del colesterol.

Modulación de la HME-CoAreductaga en órganos esteroidogenicos

Los únicos estudios publicados hasta el momentoacerca

del mecanismode regulación de la enzima limitante en la bio­
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síntesis del colesterol en tejidos productores de esteroides,

fueron realizados en adrenal de hamster (22h).

Se informó de la presencia de dos Factores uno acti­

vador y el otro inhibidor de la actividad de la HMG-CoAreddg

tasa. Los autores aislaron el activador de adrenales de hams­

ter y de ternera y encontraron que ambos tenian propiedades

similares al obtenido de citosol de higado de rata ya que las

tres preparaciones estimulaban en la mismaproporción a la rg‘

ductasa de adrenal de hamster. Más aún, ellos sugirieron que

la enzima se modulapor fosfo-defosforilación al aislar un

inhibidor citosólico fosforílante.

En otro trabajo (223) se presentaron evidencias de una

estimulación aguda por ACTHen la reductasa de adrenal de

hamster, lo cual sugeriría que la corticotrofina podría regu­

lar de alguna Formala fosfo-defosforilación de la reductasa,

probablemente a través de una proteina quinasa dependiente de

AMPC.

De confirmarse estas suposiciones,_el mecanismode re­

gulación de la HMG-CoAreductasa en la glándula adrenal del

hamster sería similar, y dependiente de hormonas, al descrip­

to en tejido hepático de ratas.
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REGULACION HÜMÜLÜGA Y HETERÜLÜGA DE LA FUNCION TESTICULAR

Desensibilización y resensibilización testicular por LH/hCG

Se ha demostrado que muchas hormonas regulan la concen

tración de sus receptores específicos en la superficie de sus

células " blanco " (1hh, 226). Esta regulación, comunmente

lleva a la pérdida oe sitios receptores, sin cambiar las pro­

piedades de unión de los restantes receptores. La consecoen­

cía de esta pérdida de receptores, inducida por hormonas, SE

bre la Función de la célula " blanco " no ha sido examinada

en detalle, aunque varios trapajos han establecido que la

" desensibilización " de la adenilato ciclasa al estímulo ho;

monal está relacionada con la reducción en el número de receE

tores especificos (182, 211).

Se ha observado que el efecto desensíbilizante de la

gonadotrofina sobre la adenilato ciclasa ovárica, resulta de

la pérdida de receptores para LH(92) y que, la regulación

negativa de los receptores testiculares para LHpor la gona­

dotrofina esta acompañadade una respuesta disminuida, medi­

da por la estimulación " in vitro " de la producción de AMP

cíclico y testosterona por testículos descapsulados (92).
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La naturaleza y extensión de estos cambios en los re­

ceptores y la respuesta hormonal, después de la administra­

ción exógena de gonadotrofina, están relacionados con las dE

sis de hCGadministradas y varían con el tiempo de inyección.

Por ejemplo, dosis de ZÜÜng de hCG no causan cambios

en el contenido de receptores en las primeras veinticuatro

horas, pero luego de cuarenta y ocho horas se puede observar

una marcada disminución en la unión de hCG, que se mantiene

a bajos niveles durante varios días. La ocupación de una pe­

queña proporción de los receptores testiculares por hCG,se

acompaña de una marcada disminución en la respuesta de AMP

cíclico durante las primeras doce horas posteriores a la in­

yección de hormona, en ausencia de cambios detectables en la

Formación basal de AMPcíclico. Sin embargo, la producción

de testosterona " in vitro " muestra un cambio inverso, con

una elevación en la producción basal y sin cambio en la res­

puesta máxima a hCG.

Estas observaciones indican que la ocupación de un pg

queño número de receptores, causa inicialmente una marcada

desensibilización en la respuesta de AMPcíclico y subsecuen

temente lleva a la pérdida de 2/3 de los sitios receptores.
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A través de estos cambios que no alcanzan al estado de com­

pleta abolición de sitios receptores y respuesta de AMPcicli

co, la respuesta máximade testosterona " in vitro " permane­

ce inalterada, indicando la presencia de receptores en exceso

' en relación con la esteroidogénesis (BD).

Luego de la inyección de dosis de 2 ug de hBGse ohseï

va una pérdida del BÜ- 90 % de los receptores depues de 2h

horas y una disminución mayor en la respuesta de AMPCque con

200 ng de hCGy además una disminución en la producción de

testosterona.

La estimulación con colerágeno, de las células de Ley­

dig obtenidas deanimales tratados con 2 ug de hCG, desarrolla

respuestas de AMPCque son comparables con las de los grupos

controles, pero, a pesar de tales aumentos en AMPC,la produE

ción de testosterona permanece marcadamente reducida. Tampo­

co se sobrepasa la lesión por estimulación con dibutiril AMfi),
utilizando concentraciones que estimulan la esteroidogenesis

en células de Leydig normales.

Dado que los estudios de unión de AMPcíclico no de­

muestran pérdida de unión a la proteína quinasa en las célu­

las de los animales desensibilizados, supone que ni el AMPci
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clico ni la quinasa sean causantes de la respuesta esteroidg

génica dañada. Ademas,el hallazgo de que la estimulación hor

monal " in vitro " produce un aumento significativo en la

síntesis de pregnenolona, indica una adecuada actividad de

, la enzima encargada de la ruptura de la cadena lateral del

colesterol.

Estos resultados han demostrado que la segunda lesión

en el caminoesteroidogénico,inducida por la gonadotrofina,

se encuentra después de la enzima que escinde la cadena la­

teral del precursor esteroidogenico en aquellas células con

un moderado grado de depleción de receptores. Contrariamente,

en el grupo de animales inyectados con 1D ug de hCG donde la

concentración de receptores de membranaes aproximadamente el

5 %, además de la disminución en la producción de AMPcíclico

observada con otras dosis menores, la respuesta de pregnenolg

na " in vitro " fue completamente aholida. Esto indica que,

una pérdida más extensa de receptores, resulta en la pérdida

de los procesos necesarios para mantener las enzimas esteroi­

dogénicas, incluyendo el complejo enzimático que escinde la

cadena lateral del colesterol (118).
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Estudios posteriores evidenciaron que este defecto es

taba caracterizado por una acumulación de intermediarios 17­

O<hidroxílados, hallazgo concordante con una lesión a nivel

de la 17,20-desmolasa, enzima responsable de la conversión

. de precursores 17-hidroxilados a androstenodiona y dehidro­

epiandrosterona (85). La causa de la marcada disminución en

la actividad de la 17,20-desmolasa, en células de Leydig de­

sensibilizadas por gonadotrofina, no ha sido elucidada aún,

pero existen, al menos, dos mecanismos que podrian ser respon

sables de la lesión enzimática observada.

Primero, estudios previos indican que la administra­

ción de estrógenos posee un efecto inhibitorio directo sobre

1a esteroidogénesis testicular (339) y se sabe que la estimu­

lación gonadotrófica aumenta la producción de estrógenos en

el testículo (112). Así, es posible que la estimulación local

de la producción de estrógenos en el testículo, por la dosis

desensibilizante de hCG, cause el bloqueo de la esteroidogóng

sis comoun Fenómenoparalelo a la pérdida de receptores para

LH. El efecto de los estrógenos sobre la biosintesis androgé­

nica incluye la supresión de la actividad de 17-.0<l1idroxila­

sa y 17,20-desmolasa (303).
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Segundo, el efecto general de remoción o reducción só

bita del aporte de hormonatrófíca para las celulas de Leydig

diferenciadas, podria ser un factor adicional en la aparición

de defectos biosintéticos en las células desensibilizadas.

. Aunque solamente se necesita que una pequeña proporción de

los receptores estén ocupadospara producir la respuesta este

roidogénica maxima, un descenso marcado en los receptores po­

dria causar una disminución correspondiente en la capacidad

de los bajos niveles de gonadotrofina plasmática, para mante­

ner los caminosesteroidogénicos característicos de las célu­

las de Leydig.

Este proceso podría exacerbase si, a la administra­

ción de una dosis desensibilizante de gonadotrofina exógena,

le siguiera una caída secundaria en la secreción de la gona­

dotrofina endógena. Esta caida podria resultar, indirectamen­

te, de la retroalimentación negativa a nivel hipotalámico por

el aumentotransitorio en los niveles androgénicos plasmáti­

cos producidos por la dosis desensibilizante de hormona " in

vivo " y, posiblemente por una acción negativa ultra corta

de la gonadotrofina exógena para disminuir la secreción pitui

taria de LH (262).
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Estos estudios han demostrado que las respuestas de

células efectoras, luego de la pérdida de receptores induci­

da por hormonas, atraviesan una serie de cambios que resul­

tan en un proceso conocido comodesensíoilización. El primer

. cambio, es la pérdida de respuesta de adenil ciclasa a la

hormona, con la consecuente disminución en los niveles de

AMPCintracelulares. La desensibílizacíón inicial de la ade­

nil ciclasa, es una consecuencia inmediata de la ocupación

de los receptores y ocurre muchoantes que la verdadera pór­

dida de receptores. Este proceso ha sido descripto previa­

mente en células luteales del ovario (#8) y en células de

Leydíg testiculares (188).

Las últimas consecuencias de la ocupación de los receE

tores incluyen la pérdida de los mismos, aparentemente por eg

docitosis y degradación lisosomal (19) del complejo hormona —

receptor (y receptores libres adyacentes), y el daño relacio­

nado con la producción de AMPcíclico y las respuesta dista­

les de la célula efectora que incluyen lesiones en distintas
enzimas del caminobiosíntético de esteroides.

Basándose en todos estos resultados, Calvo y col. (75,

78) enfocaron el estudio de la acción de la hormonaluteini­
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zante sobre la célula de Leydig, investigando el efecto que

tendrían varias dosis de gonadotrofina sobre el proceso de

desensibilización. Motivó ese estudio el hecho de que una de

las pruebas de funcionalidad testicular, realizada en pacien

. tes con sindrome de testículo criptorquídico o no descendido,

consiste en la inyección de múltiples dosis de gonadotrofina

coriónica humana,a diferentes intervalos, midiendo posterior

mente la concentración plasmática de testosterona. Si este

proceso de desensibilización ocurre en el ser humano, se pre­

sentó la pregunta acerca de qué sucedería en estos casos don­

de dosis masivas de gonadotrofina son suministradas repetidas

veces.

El modelo experimental fue la rata tratada con dos do­

sis de hCG(200 UI cada dosis), administrada subcutaneamente.

Los resultados obtenidos demuestran que la administra­

ción de hCGdisminuye el número de sitios receptores y que

una segunda dosis administrada en el momentode restauración

de la población de receptores vuelve a ocasionar una disming

ción en la capacidad de unión de gonadotrofina. Vale decir

que el tratamiento con dosis elevadas de hBGsiempre produci­

ría una disminución en el númerode sitios receptores, quizás
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como parte del mecanismo de acción de esta hormona.

Sin embargo, una segunda dosis de hBB, a pesar de ir

acompañadapor pérdida de receptores y desensibilizacíón de

la adenilato ciclasa, no impide alcanzar la respuesta máxi­

. ma en la producción de testosterona sino que, por el contra­

rio, produce un fenómeno de lo que podría llamarse como su­

persensibilidad ya que la producción de testosterona por los

testículos estimulados, " in vitro ", con hBGen cantidad sa

turante, sobrepasa en muchola producción control.

Este estímulo, aparentemente, seguiría participando

de las características comunesa una estimulación normal ya

que continúa dependiendo de la síntesis continua de proteínas

y también es posible desencadenarlo por incubación con dibu­

tiril-AMP cíclico. Es de notar que al incubar el testículo

de la rata tratada con dos dosis de hCG, 1a producción de tes

tosterona no va acompañada con un aumento notable en la pro­

ducción de AMPcíclico. Esto supondría el desarrollo de un me

canismo esteroidogénico alternativo, independientemente del

nucleótido cíclico o bien que el mecanismocomúnse sensibili

zaría de tal forma que pequeñas cantidades de AMPcíclico, no

detectables por el método de medición usado,SerÍan capaces UE
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estimular la biosíntesis esteroidea a niveles supranormales.

El estudio de la ubicación de la lesión en el camino

metabólico, mediante la determinación de la producción de prg

gesterona y su derivado 17-hidroxilado, indicó que la segunda

. inyección de hCG, aparentemente, revertiria ese bloqueo enzi­

mático, llevando la relación intermediario : testosterona a

valores normales.

Todos estos datos, tomados en conjunto, permiten supo­

ner que la primera dosis de hCGactuaría comodosis desensibi

lizante, mientras que la segunda adminiStraoión de gonadotro­

fina desencadenaria una respuesta supramáxima en lo que a pro

ducción de testosterona se refiere, revirtiendo el bloqueo

enzimático provocado por la primera inyección. El mecanismo

por el cual esta segunda dosis de hormonasería capaz de re­

vertir el proceso de desensibilización esteroidogénica, mente

niendo la inhibición a nivel de la adenilato ciclasa, esta

aún por ser dilucidado.

Acción de la prolactina sobre la Función gonadal

En los mamíferos, la prolactina (PRL) se halla Batre­

chamente relacionada a la función reproductiva. Este hecho ha
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sido plenamente establecido en la hembra, en la que las sccig

nes de la prolactina tienen lugar a tres niveles distintos :

1) Sinergismo con la LHen la estimulación de la producción

de progesterona en las células luteales. 2) Sinergismo con

, los esteroides gonadales en el desarrollo y manutención de la

glándula mamaria. 3) A nivel hipofisiario, regulando la secrg

ción de LH.

En el macho, el papel de la PRLha sido considerable­

mente menos estudiado; sin embargo, en los Últimos años se ha

acumulado una cantidad considerable de evidencias indicando

profundos efectos de dicha hormona sobre la Función sexual.

Estos efectos parecerian verificarse en los tres niveles men­

cionados en el caso de la hembra, es decir, Sinergismo con la

LHy con los esteroides gonadales y sobre la secreción hipofii
siaria de LH.

Bartke y col. demostraron que en ratas hipofisectomizg

das, la PRLactuaba sinérgicamente con la LHen la incorpora­

ción de 1“III-acetato a testosterona y en la restauración de

los niveles plasmáticos de andrógenos (163, 16h). Estos re­

sultados Fueron parcialmente corroborados por Johnson (20h),

quien además demostró la existencia de ritmos diarios de sen­
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sibilidad del testículo al estimulo conjunto de ambas hormo­

nas.

Por otra parte, la demostración por Charreau y col.

(101) de receptores especificos para PRLen el tejido inters

. ticial confirmaria la suposición de que dicho tejido es un

efector normal de la PRL.

No obstante, el efecto más evidente de la PRLen el

macho es el que ejerce sobre el desarrollo y manutención.de

los órganos sexuales accesorios (29). En ratas inmaduras,

el peso de estos órganos, aumentó significativamente cuando

se elevaron sus niveles de PRLmediante un implante de hipófl

sis en la cápsula suprarrenal (2h7).

Estas observaciones sobre el efecto aparentemente esti

mulatorio de la PRLsobre la función sexual se contraponen,

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

ducen niveles extremadamente elevados de esta hormona.

Además, en el hombre, la hiperprolactinemia se halla

frecuentemente asociada a hípogonadismo, con pérdida de la l;

bido, impotencia y bajos niveles séricos de testosterona (1h1,

3A2).
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Sin embargo, la elevación moderada de los niveles de

PRL, por tratamiento con antagonistas dopaminérgicos, produ­

jo un incremento en la respuesta de testosterona a la hCG(A,

237). Esta última observación concordaria con el hallazgo de

vuna correlación entre el ritmo de secreción de testosterona y

el de PRLen sujetos normales (298, 299).

En cuanto a la posible acción sobre el metabolismo de

andrógenos, diferentes autores han demostrado efectos inhibi­

torios (251), estimulatorios (36h) o nulos (217), segón el mg

delo experimental, la dosis y el origen de la hormonautiliza
da.

Este último hecho resalta la importancia fundamental

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

así tambiénel tipo de efectos laterales,varia considerable­

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

reconsiderar los efectos de la PRLmediante variaciones de

los niveles de la hormona endógena.

La secreción de PRLpor las células acidófilas de la

hipófisís se halla principalmente bajo el control inhibitorio

del sistema dopaminórgico hipotalámico. Debido a ello, se han

usado antagonistas dopaminérgicos, tales comola sulpirida y
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la pimocida, o agonistas de la dopamina tales como la bromo­

criptina, con el objeto de inducir hiperprolactinemia o de su

primir la secreción de PRLrespectivamente. Aún cuando no pue

dan descartarse acciones laterales para estas drogas, su ad­

. ministración constituye modelos sumamenteútiles para estu­

diar los efectos de la PRL.

Alteraciones reproductivas en el estado diabético

La diabetes produce innumerables trastornos sexuales y

reproductivos tanto en machos comoen henbras de distintas eg

pecies estudiadas. Diversos resultados experimentales demostra

ron claramente una disminución de la capacidad esteroidogéni

ca de las células de Leydig en ratas diabéticas, evidenciado

por los bajos niveles plasmáticos y testiculares de testoste­

rona (BAD).El tratamiento sustitutivo con insulina produjo

una recuperación parcial de los niveles plasmáticos de testog
terona.

Esta disminución en los niveles séricos del andrógeno

podria deberse a una disminución en la sintesis de testosterg

na por las células de Leydig o a un elevado ritmo de metaboli

zación de la hormona. Se ha demostrado que la producción de
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testosterona, en respuesta a la acción de gonadotrofina exógg

na, fue diferente en testículos de animales normales y diabéti

cos. Asi,en los animales diabéticos, la producción androgéni­

ca Fue inferiora la de los animales controles. Boncomitante­

Vmente con esta reducción en la capacidad biosintética testicu

lar,se produjo en las ratas diabéticas, una disminución en el

número de receptores para LH.

Ademásde estas fallas, Calvo y col. (76) observaron

que las actividades de las enzimas generadoras de NADPH,co­

Factor indispensable para varios pasos esteroídogénicos, es­

taban disminuidas en el estado diabéticqy la producción de an

drógenos se recuperabasólo parcialmente con el agregado de

NADPHexógeno. Más aún, se describió una lesión a nivel de la

17-hídroxilasa testicular que no era revertida por insulina

(75).

Influencia de las hormonastiroideagisobre el testículo

La Función endócrina de las células de Leydig del tes­

tículo está regulada por las acciones aguda y a largo plazo

de la LHy está modulada por los efectos sinérgicos de FSH,

PRL y hormona de crecimiento (GH), entre otras.
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Por otra parte, la glándula tiroides, por acción de la

hormonatirotrófica hipofisiaria (TSH), secreta principalmen­

te las hormonastiroideas triiodotironina (T3) y tetraiodoti­

ronina (Th) que regulan el metabolismo de casi todas las celu

v las del organismo.

Desde principios de siglo, cambios macroscópicos en la

tiroides fueron asociados con procesos reproductivos anorma­

les. Tales casos incluyen el cretinismo, la tirotoxicosis y

el mixedema.Sin embargo, los intentos por relacionar desvia­

ciones menores de la condición normal o eutiroidea a fertili­

dad, y los intentos por corregir la fertilidad subnormal con

la terapia con hormonastiroideas,condujeron a resultados con

tradictorios que aún hoy generan controversias entre distin­

tos grupos de trabajo.

En los párrafos siguientes se presentan, brevemente,

algunas observaciones realizadas en el caso de una Función ti

roidea alterada sobre los procesos reproductivos del macho.

Hipotiroidismo

La deficiencia de hormonas tiroideas va acompañadapor

alteraciones morfológicas y Funcionales en el eje hipofisario
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gonadal (3h8). Sin embargo, desde los primeros trabajos de

Hammet(170) en 1923, hasta la Fecha,se describieron nume­

rosos resultados contradictorios respecto a los efectos del

hipotiroidismo sobre los niveles de hormonashipofisarias

vséricas, secreción de andrógenos y en los pesos de los órga­

nos del sistema reproductivo (93, 9h, 329, 362). Entre otros,

Baksi y col. (32) y Bruni y col. (67) informaron bajas con­

centraciones séricas de LHy testosterona, mientras que

Halland y col. (206) no observaron diferencias en estos paré

metros entre animales eutiroideos e hipotiroideos.

Muchade la controversia en la literatura puede ser

atribuida a la variabilidad de los metodos usados para alte­

rar el estado tiroideo normal. Hay tres Formas de lograr el

hipotiroidismo experimental : la tiroidectomía quirúrgica, la

radioiodotiroidectomía y el tratamiento con goitrógenos (tio­

urea, tiouracilo, metiltiourea, propiltiouracilo y metilmer­

captoimidazol). Aunquelos resultados obtenidos por los dis­

tintos métodosson considerados equivalentes y representati­

vos de animales hipotiroideos (3h7), se observaron diferen­

cias significativas con los tratamientos y niveles de goitró­

genos diferentes. También hay que tener en cuenta, entre
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otros parámetros, la edad de los animales, el tiempo de tra­

tamiento y la certeza de la remoción o destrucción completa

del tejido tiroideo.

Hipertíroidismo

De la misma manera que en el hipotiroidismo, hay va­

rios trabajos del efecto del hipertiroidismo experimental

sobre la función testicular, con los cuales no se puede lle­

gar a conclusiones Firmes ya que son contradictorias, pues se

ha observado estimulación (15, 9B), inhibición (108, 356) o

ningún cambio (192) en los testículos de varias especies.

Entre los estudios más recientes, un grupo de trabajo

demostró que el tratamiento con T3 no indujo cambios en los

niveles séricos de LHo FSH(185) mientras que otro grupo ob­

servó disminución en la LH pero no en la FSH (186).

Por su parte Schneider y col. (31D), tratando a ratas

machos adultas con Th, mostraron una disminución de aproxima­

damente AU% en la FSHpero una caida no significativa de la

LHsérica. La declinación en los niveles de FSHseria consis­

tente con una espermatogénesis y actividad del epitelio germi
nal disminuidas (328).
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Estos mismos autores (31D) describieron un aumento de

sintesis de testosterona a partir de pregnenolona " in Vitro "

sugiriendo un efecto directo de la Th sobre el testículo,tal

vez estimulando la 17-5 -hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Las contrastantes diferencias en los resultados obteni

dos por los distintos grupos de trabajo podría deberse a las

distintas hormonastiroideas usadas, dosis empleadas o forma

de administración de las mismas, o bien a las distintas cepas

de animales utilizadas en los estudios.

Sitios de acción sobre la Función testicular

Las observaciones resumidas en las secciones preceden­

tes demuestran que la Función testicular, posiblemente este

regulada por un amplio rango de concentración de hormonas ti­

roideas. Sin embargo, la naturaleza de la relación tiroides ­

testículo y los mecanismospor los cuales las hormonastiroi­

deas influencian la gónada masculina no están claros hasta el

presente.
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ÜBJETIVÜS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

El objetivo del presente trabajo de Tesis Fue el esta

dio de algunos mecanismosmoleculares involucrados en la re­

gulación de la síntesis de testosterona por las células de

'Leydig.

Se enfocó la investigación sobre las posibles Fuentes

de provisión del colesterol,precursor obligatorio en la este

roidogénesis,ya sea el que es transportado por las lipoprotg

inas plasmáticas,como así también el que proviene de la bio­

síntesis de novointracelular.

Se dio especial atención a la HMG-BoAreductasa,enzi­

ma regulatoría del camino bíosintético,y se estudió su modu­

lación por diversos Factores y en distintas condiciones expg
rimentales.
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ANIMALES UTILIZADOS

Se utilizaron ratas machosde la cepa Nistar (Rattus

norvegicus alhinus, variedad Mistar), adultas (aproximadameg

te de 60 días de edad), salvo especificación en contra.

Condiciones del bioterio : temperatura constante

(250G), con períodos de luz de 12 horas y 12 horas de oscurl

dad. Los animales recibieron dieta balanceada y agua ad libi­

tum.

TRATAMIENTO DE LÜS ANIMALES

Obtención de animales desensibilizados y resensibilizadoe

Eor hCG.

A los animales se les inyectó con una dosis subcutánea

de hCG(200 UI/rata, equivalente a 1D ug) (Endocorion, Elea),

o con una dosis de hCG (2 6 1D ug) (Pregnyl, Ürganon) según

correspondiera, que Fueron utilizadas comodosis desensibili­

zantes, o con una segunda dosis de la misma hormona (200 UI/

rata) a los dos días posteriores a la primera inyección, de­

Finida comodosis resensibilizante.

Luego de este tratamiento, los animales Fueron sacri­

ficados por decapitación a las 72 horas de la primera o segun
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da inyección respectivamente, a menos que se especifique otra

cosa. La sangre se utilizó para la determinación hormonal co­

rrespondiente.

El grupo de animales considerado comocontrol recibió

una o dos inyecciones subcuténeas de vehículo (solución fos­

Fato-salino, buffer Dulhecco, pH = 7,h).

Tratamiento con b-APP

La droga h-aminopirazolopirimidina (h-APP) (Sigma) fue

administrada intraperitonealmente comoura suspensión en Fos­

fato de sodio 1D mM(pH = 3,5) (27) en una dosis de SU mg/Hg

de peso corporal por dia durante 3 dias. El h-APP inhibe la

liberación de lipoproteínas transportadoras de colesterol des

de el higado hacia la sangre provocando una considerable dis­

minución en los niveles plasmáticos de colesterol.

Durante el tratamiento, los animales tuvieron libre ag

ceso al agua, suplementada con cloruro de sodio 1 % (P/V) y

glucosa 2 % (P/V), y fueron alimentados con una dieta balan­

ceada. Las ratas controles fueron mantenidas de la mismafor­

ma e inyectadas con vehiculo (fosfato de sodio 1D mM,pH =

3,5).
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Todos los animales Fueron sacrificados por decapita­

ción 2h horas después de la última inyección.

Se recolectó la sangre, se le permitió coagular y el

suero obtenido se utilizó para diversos ensayos.

Tratamiento con prolactinal bromocriptina y sulpírida

En todos los casos se utilizaron ratas machos de 30

días de edad y los tratamientos se prolongaron durante 9 dias

en Forma de inyecciones subcutáneas.

Los animales se sacrificaron por decapitación aproxima

damente 16 horas después de la última inyección. Se recogió

la sangre y el suero obtenido se utilizó para los ensayos nos

monales correspondientes.

Prolactina: Se usó prolactina ovina (NIH PS-12) CDPRLL

disuelta en solución salina (NaCl 0,9 % P/V) ajustada a pH =

8 con NaÜH 0,1 M.

Las distintas dosis utilizadas para los experimentos

(50, 250 y 500 uo/rata/dia) se dividieron en dos inyecciones

de 0,1 ml administradas a las 10.00 y 18.00 hs. Los animales



_ 75 _

controles recibieron solución salina.

Bromocriptina: Conel fin de suprimir la liberación de

prolactina, los animales Fueron tratados con mesilato de 2­

bromo-CK-ergocriptina, (CB- 15h, Sandoz) (bromocriptina),

, agonista dopaminérgico que inhibe la secreción hipofisaria

de dicha hormona (1QÜ). La bromocriptina, previo agregado de

igual cantidad de ácido tartárico, Fue disuelta en etanol 7D

%- solución fisiológica (30:70 v/v) y se administró a razón

de 3 mg/Hgde peso/día, en dos dosis. Los controles fueron

inyectados con vehículo.

Sulpírida: El sulfato de sulpirída fue obtenido comer

cialmente (Vipral, Roemmers)y se inyectó en una dosis de #3

mg/Hgde peso/día. La droga es un antagonista dopaminérgico

que aumenta la liberación de prolactina.

Obtención de animales diabéticos

La diabetes se produjo mediante la inyección de estreE

tozotocina (lot.601hÜ, Upjohn Co), (droga que destruye selec­

tivamente las células beta del páncreas), por via endovenosa,

en una dosis de 65 mg/Hg de peso corporal. La droga se prepa­

ró en solución salina, acidificada con unas gotas de ácido ci
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trico 0,025 Mhasta ajustar el pH a h,5.

Tres días después de la inyección de estreptozotocina,

se midió la glucosa en sangre utilizando tiras reactivas Des­

trotix. El éxito del tratamiento se evaluó siguiendo la apari

ción de hiperglucemia.

Los animales se utilizaron 30 dias después de la inyeg

ción de la droga.

0btención de animales hipotiroideos e hipertiroideos

En todos estos lotes se utilizaron ratas machos de 20­

25 días de edad.

El hipotiroidismo experimental fue logrado inyectando

intraperitonealmente una dosis de 131INa (CNEA) de 200 uCi di

suelto en 0,5 ml de solución fisiológica. Después de 30 días,

los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y

se recolectó la sangre por punción cardiaca para diversas de­

terminaciones hormonales.

Los experimentos de hipertiroidismo se realizaron con

ratas inyectadas durante 30 dias con una dosis diaria subcu­

tánea de 30 ug de Th disuelta en KDH0,3 My/llevada a volumen

con solución fisiológica. Los animales Fueron sacrificados
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por decapitación 2h horas después de la última inyección y se

recolectó la sangre. Los controles Fueron inyectados con solu

ción fisiológica.

AISLAMIENTO Y PURIFICACIÜN DE CELULAS DE LEYDIG

Se utilizó la técnica descripta por Mendelsony col.

(255), utilizando colagenasa (Morthington) para la dispersión

del tejido tubular.

Los testículos descapsulados, colocados en tubos de

plástico (Falcon) (seis testículos por tubo), fueron suspen­

didos en Medio 199 (Difco Co.), en la relación : 1 testículo

por ml de medio, conteniendo 1 mg de colagenasa/ml. La incuog

ción se realizó a 37QC, durante 25 minutos, en un incubador

metabólico tipo Dubnoff, bajo atmósfera de carbógeno (Ü2 = 95

%, 002 = 5 %), con agitación constante.

Finalizada la incubación, la reacción se detuvo por di

lución con Medio 199 (8 ml por cada ml de incubación).

Bonel objeto de dispersar mejor el tejido, se agitó

en forma rotatoría el tubo incubado, durante 3 minutos, dejan

dolo reposar otros 3 minutos. Cuandolos tübulos hubieron de­

cantado, el sobrenadante Fue aspirado con una jeringa de olas
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tico y filtrado a traves de una malla de nylon, recogiéndose

el líquido filtrado en otro tubo de plastico. La resuspensión

se repitió una vez más y el líquido filtrado se junto con el

anterior.

Este filtrado, conteniendolas células intersticiales,

se centriFugó a 7DGx g, durante 1Dminutos. El precipitado

así obtenido se resuspendió en Medio 199, en la relación teg

tículo/medio adecuada al experimento a realizar.

CuandoFue necesario, las células fueron purificadas

a través de un gradiente de metrizamida (Nyegaard and Co.)

según la técnica desoripta por Conny ool. (91).

A partir de una solución de metrizamida en Medio 199,

BU% (p/V), se prepararon soluciones de las siguientes oonoeg

traciones : 36, 32, 28, 2h, 22, 20, 18 y 16 % colocadas res­

pectivamente, en tubos de plástico de 50 ml de capacidad. Las

células, resuspendidas en 5 m1 de Medio 199, fueron colocadas

en la parte superior del gradiente y los tubos Fueron centri­

fugados a 7.000 rpm durante 10 minutos, a ADC,en una centri­

Fuga Sorvall.

Finalizada la oentrifugación, se individualizaron h

bandas de celulas, denominadas Ü, IA + IB, II y post-glóbulos
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rojos de acuerdo con lo encontrado por Payne y cul. (278).

Cuandoel objetivo del experimento no fue la investi­

gación de sub-poblaciones de células de Leydig, las células

intersticiales fueron purificadas a través de un colchón de

, metrízamida 11 %.

CUANTIFICACIÜN CELULAR

Se utilizaron 2 técnicas distintas para la determina­
ción del número de células.

a) Se midieron 50 ul del preparado crudo de células

intersticiales resuspendídas en Medio 199, y se tiñeron con

150 ul de una solución acuosa de azul de metíleno al 0,2 %.

Luego de 1D minutos, se agregaron BÜÜul de Medio 199 y las

células se contaron en una cámara de Neubauer.

b) Las células de Leydíg purificadas por metrízamáda
se cuantífícarun según la técnica hístoquímíca para 3 [3 -hí­

droxiesteroide deshidrngenaaa (281) comose detalla a canti­

nuación:

100 ul de dehidroepiandrosterona ( 5 mg/ml en propilég

glícul).

1ÜÜul de hCG (Endocorion) (1000 UI/ml en buffer Dulpg
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cco).

hÜÜul de p-NÜz-azul de tetrazolio (Sigma) (A mg/ml en

buffer Dulbecco).

200 ul de ¡3 -NAD(Sigma) (16 mg/ml en buffer Dulbeoco).

AUDul de suspensión celular (agregados al final).

Esta mezcla se incubó a BAQCdurante 1 hora y una ali­

cuota se contó al microscopio. Las células teñidas de azul c2

rresponden a células de Leydig.

INCUBACIÜNES CDN CELULAS DE LEYDIG AISLADAS

Las celulas obtenidas según 1a tecnica ya mencionada,

Fueron incubadas en un volumen Final de 2 ml de Medio 199

(aproximadamente 1D x 106 celulas), con MIX 0,1 mMy suplemen

tado con los factores a estudiar.

La incubación se realizó durante 3 - h horas, a BhQC,

en un incubador Dubnoff, bajo atmósfera de carbógeno y con

agitación constante.

Finalizada 1a incubación, el medio de incubación fue

centrifugado a 1.000 rpm, durante 1Dminutos. El liquido so­

brenadante ae destinó a la determinación de hormonas esteroi­

des y AMPcíclico.
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CELULAS DE LEYDIG EN PRESENCIA DE INHIBIDÜRES DE LA SINTESIS

DE TESTDSTERDNA

Para determinar 1a pregnenolona acumulada en condicio­

nes basales y durante la estimulación con gonadotrofinas, las

células de Leydig se incubaron con dos inhibidores del meta­

bolismo de pregnenolona : cianocetona (Upjohn Co.) 10-6 M y

spironolactona (G-D. Searle and Co.) 10-5 M. Ambosinhibido­

res se agregaron 20 minutos antes que la gonadotrofina. Las

muestras se incuoaron durante 3 horas a BADC,bajo atmósfera

de carbógeno. Finalizada la incubación, las células se centri

Fugaron 1D minutos a 1.000 rpm y los sobrenadantes se usaron

para la determinación hormonal.

DETERMINACION DE TESTÜSTERÜNA

El dosaje de testosterona se realizó mediante 1a utili

zación de un suero anti-testosterona, previamente obtenido

por inmunización activa de conejos, a intervalos de dos sema­

nas, con un conjogado de testosterona-albúmina sérica bovina

(ESA), preparado por acoplamiento de la carboxi-metil-oxima

de la testosterona a BSA.El suero anti-testosterona utiliza­

1Ü M-1do, poseía una constante de afinidad de 1D y se utilizó
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en una dilución apropiada (1:2.500) para ligar el 50 % de la

3H-testosterona de referencia (aproximadamente 10.000 cpm).

El rango de utilidad fue de 25 a 800 pg de testostero­

na en un volumen final de 0,5 ml. Previa incubación durante

16 horas, a hDC, la hormona libre Fue separada por agregado

de 0,2 ml de una suspensión de carbón (Norit A)-dextrano (de!

trano 70) (0,5-0,05 % P/V) en buffer de ensayo (NazHPOu.7 H20,

2P0h.H20, 0,03 M; azida sódica, 0,015 M; Na01,0,15'

M; EDTA, 10 mMy gelatina 0,1 %, pH = 7).

0,04 M; NaH

La radiactividad se determinó en un contador de cente­

lleo liquido Beckman.

Testosterona sérica

Una vez obtenida la sangre de los animales, se le per­

mitió coagular y el suero se separó para la determinación hog

monal. Una alícuota de este suero fue extraída dos veces con

5 ml de éter etílico (Merck).

El residuo evaporado de los extractos etéreos, fue re­

suspendido en 0,5 ml de buffer de ensayo y una alícuota apro­

piada fue utilizada para 1a determinación del contenido de

testosterona.
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Testosterona del medio de incubación

De los sobrenadantes de las incubaciones, guardados a

-ZÜDC,se tomó una alícuota adecuada que, sin extracción pre­

via, se utilizó para la determinación.

DETERMINACION DE PREQNENÜLÜNA

La pregnenolona de los medios de incubación correspon­

dientes, se dosb por radioinmunoensayo por el método de

Di Pietro y col. (116) utilizando un antisuero específico.

El rango de utilidad de la curva, las condiciones de

incubación y el método de separación de la hormona libre fue­

ron idénticos a los descriptos para el dosaje de testostero­

na.

DETERMINACION DE AMP CICLICÜ

Para el dosaje de este nucleótido cíclico, se utilizó

la técnica de Browny col. (58).

Aislamiento de la proteína guinasa de adrenal bovina

Luego de la separación de la médula, las cortezas de

glándulas adrenales bovinas, Fueron homogeneizadas, utilizan­
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do un homogeneizador tipo Polytron (Brinkmann), a 000, con

1,5 volúmenes de buffer Tris-HCl, 50 mM,pH = 7,h, contenieg

do sacarosa, 0,25 M; HCl, 25 mMy M9012, 5 mM. Este homogeng

to se centrifugó a 2.000 x g durante 5 minutos y el sobrena­

, dante se recentrifugó a 5.000 x g durante 15 minutos. El so­

brenadante de esta última centrifugación se guardó, en alícug

tas de 0,5 ml, a -2000. Esta preparación Fue descongelada y

diluida con el buffer de ensayo (Tris-HBl, 50 mM,pH = 7,h

conteniendo teoFilina, 8 mMy 2-mercaptoetanol, 6 mM). Este

buffer se utilizó en todos los pasos posteriores.

Ensayo gara la determinación de AMPcíclico

Cada tubo de ensayo contenía 50 ul de una dilución a­

propiada de enzima, 100 ul de una cantidad conocida de AMP

cíclico (entre 0,039 y 20 pmoles) y 50 ul de 3H-AMPcíclico

(aproximadamente 3.000 cpm). La cantidad de enzima era tai

que ligaba aproximadamente el h0 % del AMPcíclico de refe­

rencia.

La incubación se realizó a AAC,durante 90 minutos.

Finalizada la incubación, el AMPcíclico libre se separó por

el agregado de 0,2 ml de una suspensión de carbón-ESA (Sigma,
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Fracción V) (SÜÜ mg de carbón : 1ÜÜ mg de BSA, para 1G ml de

buffer de ensayo).

La radiactividad se determinó en un contador de cente­

lleo liquido Beckman,utilizando tolueno centelleante, conte­

niendo 30 % V/V de tritón X-11h.

AMPcíclico del medio de incubación

El sobrenadante de las incubaciones de las células de

Leydig se hirvió a 1DGDE, durante 1D minutos y, luego de cen

trifugado a 3.ÜÜÜrpm, durante 1Dminutos, una alícuota apro­

piada del sobrenadante se utilizó para la determinación del
nucleótido.

MAREACIÜN DE HÜRMÜNAS PRÜTEICAS

Se utilizaron 2 métodosdistintos : con lactoperoxida­

sa, descripto por Thorell y Johansson (3h1) y modificado En

nuestro laboratorio, y con cloramina T (33). En todos los ca­
125

sos se usó comotrazador I libre de portador (NewEngland

Nuclear, NEZ - 033 —A).

DLHl hEG y hGH

Estas 3 hormonas se marcaron con lactoperoxidasa (Cal­
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o a o c Ibiochem, grado B) según se indica a cont1nuac1on.

1) Buffer fosfato, 0,5 M, pH = 7,h (10 ul).

2) 125INa, en Na0H o,1 M, soo uCi (5 ul).

3) Proteína a marcar, 10 ug (10 ul) (en fosfato 0,05

M, pH = 7,h).

h) Lactoperoxidasa, 2,7 mg/ml en buffer fosfato 0,5

M, pH = 7,h (10 ul).

5) H202 (Atanor, 300 volúmenes, diluída 1:10.000 en

agua bidestilada) (10 ul).

Después de agitar vigorosamente durante 2 minutos, la

mezcla de iodinación fue diluida con 200 ul de buffer Fosfato

0,05 My transferida a una columna de Sephadex 6-75, previa­

mente equílíhrada con el buffer de elución utilizado para los

ensayos de hormonas proteicas (Fosfato de sodio 0,05 M, clorg

ro de sodio 0,1 M, azida sódica 0,05 %, 05A 0,2 %, pH = 7,h).

Separado el pico hormonal del iodo libre, las Fraccio­

nes correspondientes a las hormonas se controlaron mediante

ensayos de unión a receptores de tejidos efectores, o por su

actividad inmunológica según se necesitase. Las 125I-hormonas

se fraccionaron en alícuotas que se guardaron congeladas has­
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ta su uso a -7000. Las actividades específicas obtenidas fue­

ron usualmente #0 - 50 uCi/ug.

rTSH

Para iodinar esta hormonaproteica se utilizó el méto­

do de cloramina T según se detalla.

1) Hormona(disuelta en bicarbonato de sodio 0,01 M

a concentración final de 200 ug/ml), 5 ug (25 ul).

2) Buffer fosfato, 0,5 M, pH = 7,h (25 ul).

3) 125INa 500 uCi (5 ul).

h) Cloramina T (10 mg/ml en buffer fosfato 0,05 M,

preparada inmediatemente antes de su uso) (10 ul).

Después de una agitación suave durante 60 segundos se

detuvo la reacción por el agregado de 25 ul de metabisulfito

de sodio (25 mg en 10 ml de buffer fosfato 0,05 M). Se agregó

luego 100 ul de solución de transferencia (100 mg de HI y 0,8

g de sacarosa, en 10 ml de agua destilada) y el contenido del

tubo de marcación fue pasado a la columna de separación (Bio­

gel P60, 100 - 200 mesh, en fosfato 0,05 M, equilibrada con

buffer Fosfosalino —EDTA0,05 M - BSA2 %). El buffer de co­

rrida fue Fosfato 0,05 M. Con estas columnas se obtuvo una
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125
buena separación entre la hormonamarcada y el I libre.

A la 125I-TSHasi eluida, se le dosó su actividad ra­

dioinmunológica, se la Fraccionó y congeló a -7ÜDChasta su

USD.

La actividad especifica Fue SD - 1ÜÜuCi/ug.

RADIÜINMUNÜENÉBYÜ DE HÜRMÜNAS PRÜTEICAS

En todos los casos se utilizó el radioinmunoanálisis

por doble anticuerpo (229). Las muestras fueron evaluadas por

duplicado en alícuotas que oscilaban entse 20 y 150 ul de sus

ro de rata.

Las muestras se cuantíticaron usando los reactivos prg

Vistos por NIAMDD(NIH - USA).

Los protocolos de trabajo fueron los mismospara las

dos hormonas estudiadas : LHy TSH, y se desarrollaron de la

siguiente manera : el primer dia se agregó el primer anticuer

po a los sueros preparados; luego de una incubación de 2h ho­

ras a LOC,se agregó la hormona trazadora : el tercer día, el

segundo anticuerpo, y luego de ABa 72 horas (siempre a ADC)

se separó la hormonalibre de la unida por centrifugación. Se

aspiro el sobrenadante y se contó la radiactividad en los pre
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cipitados, correspondiente a los complejos hormona-anticuer­

po, en un contador gammaautomatico Beckman.

Hormonaluteinizante

En este caso, la LHno sólo se dosó en sueros sino tam

bién en hipóFisis de ratas de acuerdo a métodos descriptos

(330). Para ello las hipófisis Fueron homogeneizadas en agua

destilada y centrifugadas a 12.000 rpm, durante 30 minutos.

Del sobrenadante se tomaron alícuotas adecuadas para las de­

terminaciones. Se usó el método heterólogo desarrollado por

Nisuerder y col. (27h). La hormona trazadora fue oLH. Como

primer antisuero se utilizó el obtenido a partir de inmuniza­

ción de conejos con oLH emulsionada en adyuvante de Freund

completo. Las diluciones de trabajo fueron 1:20.000 a

1:25.000. Comopreparación de referencia se utilizó la LHpg

riFicada de hipófisis de rata (NIAMDDrat LH RP1). La curva

patrón se extendió de 7,8 a 1DGng por tubo.

Tirotrofina

La hormona trazadora fue TSH de rata (NIAMDDrat TSH

1 - h). El primer antisuero fue obtenido en conejos contra
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TSH(anti rat-TSH-S-S) siendo la dilución de trabajo de 1:

7.000 a 1:9.ÜÜÜ. El standard de referencia Fue TSHpurificada

de rata (rat TSHRP1) y la curva patrón se extendió de 3,9 a

1.000 ng por tubo.

RADIÜINMUNÜENSAYÜ DE HÜRMÜNAS TIRÜIDEAS

Las concentraciones de T3 y Th séricas se determinaron

por radioinmunoanálisis utilizando reactivos provistos por

Diagnostic Products Corporation (DPC). Los valores de T3 se

expresaron en ng/1ÜÜml, con una sensibilidad del ensayo de

1D- 20 ng; en tanto los valores de Th se expresaron en ug/

1ÜÜml con una sensibilidad del orden de Ü - 1 ug.

UNIÜN DE HÜRMÜNAS PRÜTEICAS A CELULAS DE LEYDIG

Las células obtenidas por tratamiento con colagenasa,

fueron incubadas en 0,5 ml de PBS, con cantidades variablES

de hormona radiactiva (20.000 - 200.000 ppm/tubo) y hormona

fría constante (para calcular la unión inespecífica) o buffer.

La incubación se efectuó a ZADC,durante toda la noche

(aproximadamente 20 horas) y se detuvo por dilución con 2 ml

de PBS Frío. Luego de la centrifugación de los tubos, se de­
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terminó la radiactividad del precipitado, utilizando un con­

tador gammaautomático, Beckman.

AISLAMIENTO Y MARCACIÜN DE LIPÜPRÜTElflfiS PLAEMATICAS

Las lipoproteínas humanasse prepararon a partir de

plasma, recogido en EDTA1 %, de hombres sanos, en ayunas du­

rante 15 horas. Se aislaron lipoproteinas de baja densidad

(LDL) (d = 1,019 - 1,063) y lipoproteinas de alta densidad

(HDL)(d = 1,090 - 1,215) por flotación secuencial en una ul­

tracentrifuga Beckmancon un rotor de titanio 50.1, a 21k.000

x g y a h - 1000 por 16 - 2h horas, de acuerdo a técnicas

standard (173) usando HBrpara ajuste de la densidad (290).

Las fracciones aisladas se dializaron 36 horas a #00 contra

tres cambios de por los menos 50 volúmenes de buffer conte­

niendo NaCl 0,15 M y EDTA0,3 mM(pH = 7,b). Con las Fraccig

nes se realizó un electroforesis según la técnica descripta

(2h7), comocriterio de pureza.

Se prepararon geles cilíndricos de políacrilamida con

la siguiente composición :

Poro fino : 3 % de acrilamida (gel separador)

Poro grueso : 2,5 % de acrilamida (gel concentrador)
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Solución de siembra : muestra previamente teñida con

Sudan Black B (en dietilenglicol).

Finalmentelas Fracciones lipoproteicas se esteriliza­

ron por pasaje a través de Filtros Millipore (Ü.h5 um) y se

' almacenaron a ADChasta su uso.

Para iodar las lipoproteínas (LDLo HDL), se usó el

método del ClI como lo describe Mac Farlane (236) modificado

por Bilheimer (Ah). El ClI se preparó a partir de soluciones

de NaI en HCl de NaIÜ3 en agua destilada.

Se siguió el siguiente protocolo de marcación :

1)

2)

3)

h)

Lipoproteína : 0,5-1 m1 (1 - 1,2 mg de proteina).

1251Na en NaÜH 0,1 M (NEN) : eo uCi (15 ul).

Buffer glicina 1 M, pH = 1D : 50 ul.

ClI : SU ul.

Luego de agitar 5 - 10 minutos, la mezcla de iooina­

ción se transfirió a una columna de ABALA(acrilamida-agaro­

sa) (Ultrogel - LHB)previamente equilibrada con buffer Dul­

becco-BSA 1 %, utilizando el mismo buffer para la elución de

las muestras.

Tanto para calcular la eficiencia de marcación comopa
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ra verificar que las lipoproteínas iodadas separadas por la

columnano estuvieran impurificadas con iodo libre, se reali­

zó una cromatografía en papel (Uhatman - 3MM),utilizando TEA

0,5 M como solvente de corrida, de acuerdo al método de Beska

y col. (8h).

Las lipoproteínas iodadas fueron mantenidas a ADChas­

ta su uso.

UNIÜN DE LAS LIPÜPRDTEINAS A CELULAS DE LEYDIG

Las lipoproteínas marcadas Fueron diluidas con LDLo

HDLfrías (no marcadas) para adquirir la actividad específica
deseada (aproximadamente 1DGcpm/ng de proteina).

Para evitar problemas entre unión al receptor e inter­

nalización, las células de Leydig obtenidas por colageneiza­

ción se homogeneizaron en h volúmenes de NaHBÜ31 mM, pH =.B

con un homogeneizador tipo Polytron. La suspensión se centri­

fugó a 600 x g, 5 minutos y el sobrenadante a 12.000 x g du­

rante 3Üminutos. Las membranasprecipitadas se resuspendie­

ron en h volúmenes de buffer Dulbecco (pH = 7,h) y se separa­

ron alícuotas para la determinación de proteínas.

La incubación de lipoproteinas con la preparación de
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membranasse realizó en tubos de plástico. El volumen final

Fue 0,3 m1 en buffer Dulbecco (pH = 7,h) que contenía BSA2 %,

1ÜÜ- BÜÜug de proteina de membrana y cantidades variables

125 6 125Ide I - LDL - HDL. Usualmente el tiempo de incubación

, fue de 1,5 - 2 horas, a 3700, a menos que se especifiquen o­

tras condiciones. La unión no especifica se determinó por el

agregado de 100 ug de lipoproteína fria a tubos por duplica­

do. También se realizó un ensayo a tiempo cero con y sin.lipg'

proteina Fria, y la radiactividad se sustrajo a la unión

especifica.

La incubación se detuvo por el agregado de 2 ml de bu­

ffer Dulbecco con BSA1 % y la separación de la lipoproteina

unida al receptor de la libre se realizó de dos formas distifl

tas según conviniese.

a) Se Filtró a través de filtros Millipore (Ü,h5 um)

previamente embebidos en ESA5 %. Los tubos y los filtros se

lavaron dos veces con 2 ml de buffer-ESA 1 % y se contó 1a

radiactividad retenida en los filtros.

b) Se centrifugó a h.ÜÜÜ rpm, 20 minutos a ADCen una

centrífuga Sorvall RC- SB (rotor HS- h). Se aspiraron los

sobrenadantes, y los precipitados se lavaron en el mismomedio
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y luego se contaron en un contador gammaautomático.

Cabe aclarar que no hubo diferencias entre los resul­

tados obtenidos por cualquiera de los dos métodos de separa­
. IClÜno

DETERMINACION DE LA MAXIMA CAPACIDAD DE UNIÜN DE LAS LIPÜPRÜ­

TEINAS MARCADAS

Para determinar la máxima capacidad de unión (MCU)de

las lípoproteínas iodadas se utilizó glándula adrenal de rata

(como tejido control) y células de Leydig, que fueron homoge­

neizadas en NaHCÜ3, 1 mM, pH É 8, como se describió.

Distintas alícuotas de las preparaciones de membranas

(50 - BÜÜug de proteínas) se incubaron a 37GB, durante dos

horas en presencia de 300.000 cpm de lipoproteína marcada.

También se determinó la unión inespecifica comofue eg

pecíficado.

Se construyó un gráfico de 1 / (radiactividad específii

ca unida) versus 1 / (cantidad de proteína agregada). Ds 1a

ordenada al origen fue posible calcular la Fracción de lipo­

proteína que se hubiera unido a concentración infinita de re­

ceptor (maxima capacidad de unión) (77).
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CALCULO PUR AUTÜDEEPLAZAMIENTÜ DE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS

DE LAS LIPÜPRÜTEINAS MARCADAS

Se utilizó la técnica descripta por Calvo y col. (77).

Se realizaron dos series de experimentos de unión.

En una serie, se equilibraron 100 ug de proteinas de

membranasde células de Leydig con diferentes concentraciones

de lipoproteinas marcadas (entre 50.000 y 1.000.000 cpm) con

el buffer y las condiciones explicadas anteriormente, determi

nándose también la unión inespecifica.

En la segunda serie, se incubaron 100 ug de proteinas

de membranas con 300,000 cpm de 1251 - lipoproteínas y dife­

rentes concentraciones de lípoproteinas frias (0 - 50 ug/tu­

bo) en las mismascondiciones experimentales descriptas.

Teniendo en cuenta los valores de máxima capacidad de

unión obtenidos, y asumiendo que las lipoproteinas Fria y_ra­

diactiva se comportan de igual modofrente al receptor, se

graficaron para ambosexperimentos (saturación y competencia)

las curvas de libre/unida (L/U) versus cpm agregadas y ng de

lipoproteina fria respectivamente.

Para iguales valores de L/U se obtiene el dato corres­
125pondiente a la actividad especifica de la I —lipoproteine
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expresado en cpm/ng.

La actividad especifica de la 1251 - LDLy de 1251 ­

HDLcalculado por este método Fue de aproximadamente hÜÜuCi/

mg proteina.

FRACCIÜNAMIENTÜ SUBCELULAR Y SUBMITÜCÜNDRIAL DE CELULAS DE

LEYDIG

Para el fraccionamiento suhcelular, las células de Lel­

dig purificadas Fueron homogeneizadas inmediatamente en saca­

rosa 0,25 M, a bDC, usando un homogeneizador tipo Ultraturrax

(IHA-UERH)y después con 1D golpes en un homogeneizador de ví

drio. La ruptura celular fue verificada al microscopio óptico.

El homogenato Fue centrifugado a BÜÜx g, durante 10

minutos, a hDC.El precipitado se resuspendió en sacarosa

0,25 My Fue purificado por centrifugación en sacarosa 2,0 M,

a 73.000 x g durante 60 minutos, a AOC.El precipitado contení

a núcleos purificados. La fracción mitocondríal obtenida por

centrifugación a 17.000 x g del sobrenadante de BÜÜx g, fue

lavada, resuspendida en 3 m1 y colocada sobre un gradiente de

sacarosa, discontinuo, formado por capas de 20, 30, AD, 50 y

60 % (P/U) de sacarosa en agua (2ml/capa). La centrifugación
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se llevó a cabo en un rotor SU-hÜen una ultracentrífuga Becï

man (Modelo LS-SÜ) durante BÜminutos a 63.000 x g, a hDC.

Las interfases, previamente diluidas y lavadas en sacarosa

0,25 M, fueron utilizadas para los ensayos enzimáticos.

El sobrenadante de 17.000 x g (3G minutos) fue centri­

Fugado a 105.000 x g durante 60 minutos, a ADC,para obtener

los microsomas(precipitado) y el citosol (sobrenadante). Las

Fracciones subcelulares de higado de rata (utilizadas para

comparación) fueron obtenidas tal comose describió para cé­

lulas de Leydig.

Las fracciones submitocondriales se obtuvieron según

el método de Schnaitman 8 Greenaualt (309) con ligeras modifii

caciones.

Las mitocondrias purificadas de la interfase hÜ- SD

%, Fueron suspendidas en un volumen minimo de medio de aisla­

miento (MA) conteniendo : sacarosa 7D mM, manitol 220 mM, bu­

FFer Hepes 2 mM, pH = 7,h y albúmina de suero bovino 0,5 mg/

ml. El volumen Fue ajustado para dar 1DGmg de proteína mito­

condrial/ml.Un volumende la suspensión mitocondrial se agre­

gó a un vial preenfriado y se la agitó suavemente con un agi­

tador magnético, a UDC.Se adicionó igual volumen de una soiu
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ción de digitonina (0,6 % en MA)y la agitación se continuó

durante 15 minutos.

La purificación de las membranasexternas mitocondria

les de las células de Leydig se consiguió con una concentra­

. ción de 0,06 mg de digitonina/mg de proteína. La suspensión

mitocondrial tratada con digitonina fue diluída (1 : h) por

el agregado de 3 volúmenes de MA.Esta suspensión fue centri

Fugada a 10.000 x g durante 10 minutos, a ADC.El sobrenadag

te Fue extraído cuidadosamente con una pipeta y 1a fracción

sedimentada fue suspendida en MAen la mitad del volumen de

la preparación mitocondrial tratada con digitonina. Esta úl­

tima preparación fue sedimentada nuevamente a 10.000 x g du­

rante 10 minutos, a ADCy el sobrenadante se combinó con el

previamente obtenido. Estos sobrenadantes combinados contení

an las membranasexternas y las proteínas solubles que, en

la mitocondria intacta, están localizadas entre las dos mem­

branas. La fracción enriquecida en membranas externassembtg

vo por centrífugación de los sobrenadantes combinados a

1bh.000 x g durante 1 hora.

El Fluído sobrenadante resultante de esta centrífuga­

ción, conteniendo la fracción intermembrana, fue removido con
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una pipeta Pasteur y el sedimento de vesículas de membranas

externas Fue resuspendido en un volumen minimo de MA.

El precipitado sedimentado a 10.000 x g Fue resuspen­

dido en un volumen de MAque diese una concentración de pro­

teínas de 30 - 35 mg/ml. Se agregó un volumen de una solución

de Lubrol UX(19 mg/ml) obteniéndose una concentración final

de 0,16 mg de Lubrol MXpor mg de proteína. Esta mezcla se

mantuvo a UDCdurante 15 minutos y, luego, se la díluyó (1:2)

con MA. La suspensión Fue centrifugada a 1hh.ÜÜÜx g durante

1 hora. El sobrenadante, conteniendo las proteinas de la ma­

triz, fue removidoy el precipitado, que presentaba la frac­

ción de membranas internas, fue lavado dos veces con peque­

ñas cantides de MA. Este sedimento Fue suspendido en MAdando

una concentración de aproximadamente 1Dmg de proteínas/ml.

DETERMINACION DE LA INTEEBIDAD DE LAS MITDCDNDRIAS AISLADAS

DE CELULAS DE LEYDIG

Los parametros de medición más importantes de la acti­

vidad respiratoria mitocondrial son : el consumode oxígeno,

el control respiratorio y la relación fósforo : oxigeno

(P : D).
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Para comprobarla viabilidad e integridad de las mito­

condrias aisladas de celulas de Leydig y purificadas en gra­

diente de sacarosa, se determinaron los-tres parámetros men­

cionados utilizando el método descripto por Boveris y Stoppg

- ni (53).

Se midió la respiración mitocondrial con un electrodo

de oxígeno (electrodo de Clark) a 3008 en dos condiciones dig
tintas.

a) Estado de reposo o estado metabólico h (respira­

ción controlada) (99) en un medio de incubación

(volumen Final = 2 ml) que contenía :

1) Sacarosa 0,25 M.

2) Buffer fosfato (pH = 7,h) 5 mM.

3) Cloruro de magnesio 2,5 mM.

h) Sustrato : succinato 1DmMo una mezcla de ma

lato 25 mMy glutamato 25 mM.

Se comenzó 1a medición por el agregado de la suspensión

mitocondrial (1 mg de proteínas) en sacarosa 0,25 M.

b) Estado activo o estado metabólico 3 (reSpiración

activa) (99).
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Se utilizó el mismomedio de incubación con el agrega

do de ADP125 uMantes que la suspensión mítocondrial.

En ambos casos se obtuvieron los perfiles de consumo

de oxigeno por medio de un graficador automático acoplado.

. Las velocidades de respiración mitocondríal se midieron en

nano átomos gr. de oxígeno por mg de proteína por minuto. La

concentración de oxigeno en el medio de reacción se tomó como

0,22 mM(53).

El control respiratorio (BR) se calculó por la rela­

ción de pendientes de los gráficos (CR= velocidad en preseg

cia de ADP/ velocidad en ausencia de ADP).

También se determinó la relación ADPagregado : oxíge­

no consumido en el estado activo (relación P : Ü) (99, 128).

ENSAYOS ENZIMATICÜS

HMG-CoAreductasa (E.C 1.1.1.3h)

La actividad de la enzima se midió de acuerdo al méto­

do de doble isótopo de Shapiro y col. (315).

Las células de Leydig obtenidas por colageneización, o

bién se extrajeron con 1 ml de buffer fosfato de potasio 50

mM (pH = 7,h) conteniendo DTT 5 mM, EDTA 5 mM, HCl 0,2 M y
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Brij 96 (Sigma) 0,25 % P/V, o se les realizó un fraccionamieg

to comose describió anteriormente. En el caso de la extrac­

ción, después de incubar por 20 minutos a temperatura ambien­

te, la suspensión se centrifugó 2 minutos a 10.000 x g en una

umicrocentrifuga Beckman.Este tratamiento solubilizó cuantita

tivamente toda la actividad enzimática. Se incubaron alícuo­

tas del sobrenadante o de cada fracción subcelular (5D - 150

ug de proteínas) en 0,2 m1 de una solución que contenía fosfig

to de potasio 0,1 M, glucosa-E-fosfato (Sigma) 20 mM, 1 uni­

dad de glucosa-G-fosfato deshidrogenasa (Sigma) y DTT5 mM

(pH = 7,h). Los tubos se preincubaron 1D minutos a 37GBy se

comenzó la reacción por agregado de 3H-DL-HMG-CoA200 uM

(20.000 com/nmol (NEN), incubando a 37GB por 30 - BU minutos.

Se paró la reacción por agregado al medio de incubación de 20

ul de HCl 5 N y 1hC-mevalonolactona (10.000 - 15.000 cpm)_

(NEN)para evaluar la recuperación. Los tubos se incubaron 3D

minutos más para asegurar la lactonización del mevalonato for

mado, y después del agregado de sulfato de sodio anhidro, las

mezclas Fueron extraídas dos veces con 1,5 ml de Éter etílico.

La mevalonolactona se aisló por cromatografía en capa delgada

en el sistema acetona-benceno (1:1) o en tolueno-acetona-áci
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do acético (20:10:1) (1h7). La identificación del producto se

realizó en los dos sistemas cromatográficos por medio de un

patrón de mevalonolactona marcada.

Los blancos de reacción se incubaron en ausencia de

. extracto o de NADP.

Se usó el método radioquímico descripto por Clinken­

heard y col. (86) para medir la síntesis de 1L'Cw-HMG-Colla pag

qu-acetil CDA.tir de

La reacción standard contuvo los siguientes componen­

tes en un volumen final de 0,2 ml : Tris-cloruro 0,1 MpH==8,

acetoacetil - BoA 1D uM, EDTA 0,1 mM, MgCl 20 mM, 5 - 60 ug2

de proteínas y "tz-acetil EoA0,5 mM(12.000 cpm/nmol) (NEN).

La mezcla de reacción se preincubó dos minutos a 3008 y se

inició la reacción por adición de 1hC-acetil CoA.Se sacaron

alicuotas a distintos intervalos de tiempo y se colocaron en

viales de conteo que contenían 0,3 ml de HCl 6 M. Los viales

se calentaron a ¿5DGdurante dos horas y se contó la radiacti
1hvidad no volátil para determinar la cantidad de C-HMG-CoA

Formada. Los valores para radiactividad 1hCno volátil corres
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pondientes a tiempo cero, se restaron de los valores de los

otros tiempos de incubación.

Para confirmar la identidad del producto formado se

realizó una cromatografía en papel usando comosolvente n-bu­

tanol : ácido acético glacial : agua (5:2:3).

Se siguió la técnica descripta previamente (86). Se

midió la conversión catalizada por la HMG-CoAlíasa de 1LC­

HMG-CoA(no volátil cuando se lleva a sequedad a 95°C en HCl
1h6 M) a su producto volátil : C-acetoacetato. La reacción se

inició por el agregado de SU - 1DGug de proteínas a una mez­

cla de reacción que contenía : 20 umoles de Tris-cloruro, pH

8,2 y AU nmoles de 1hC-HMGCoA (60 mCi/mmol) (NEN) en un volg

men final de 0,2 ml..La incubación se realizó a 3008 y se sa­

caron alícuotas a distintos tiempos que fueron transferidas

a viales de vidrio contenientdo 0,2 m1 de HCl 6 M. La radiac­

tividad qu no volátil se determinó comoya se mencionó para

el ensayo de la HMG-CoAsíntetasa.

Succinato deshidrogenasa (SDH)(E.C 1.3.99.1)

Se ensayó de acuerdo al método desarrollado por
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Pennington (283).

Las fracciones subcelulares y submítocondriales de cÉ

lulas de Leydig e hígado de rata se resuspendieron en buffer

fosfato 50 mM(pH = 7,h) y se incuharon a 3798 durante 15 mi

‘ nutos en presencia de INT (Sigma) 0,1 %, sacarosa 25 mMy sug

cinato 50 mM.Se paró la reacción por el agregado de TEA 1D %

y se extrajo el Formazán (complejo coloreado) con h m1 de acg

tato de etilo.

Se midió la absorbancia a #90 nm (coeficiente de extig

ción molar del formazán en acetato de etilo = 20,1 x 103).

Glucosa-6-Fosfato deshidrogenasa (G-E-P DH) (E.C 1.1.1.h9)

Todas las fracciones en estudio se resuspendíeron en

buffer Trís-HCl 50 mM, pH = 7.5 conteniendo HCl 25 mM, saca­

rosa Ü,25 M y MgCl 17 mM.2

La G-6-P DHse ensayó de acuerdo al método de Calvo y

col. (76) midiendo el cambio en la absorbancia a BADnm. La

h M y D-glucoss-6­mezcla de reacción contenía NADP3,3 x 1G­

fosfato 6,6 x 1Ü_hMy una dilución adecuada de cada Fracción

subcelular.
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Monoamíno oxídasa (MAD)(E.C 1.a.3.a>

Esta enzima se'ensayó comolo describió Vacas (349).

Las distintas fracciones submitooondriales se homogeneizaron

en buffer Fosfato 1D mM(pH = 8,2) y alícuotas de 50 ul se

l incubaron durante 30 minutos a 37GBen presencia de 0,15 mM

de bioxalato de 1“¡S-serotonina (0,1 uCi/alicuota - NEN).Lug

go de detener la reacción con 50 ul de HCl 2 N, se extraje­

ron los productos obtenidos con SÜÜul de acetato de etiIo y

se lavaron con 1DGul de HCl 0,3 N. La radiactividad presen­

te en alicuotas de 250 ul de la fase orgánica se midió por

espectrometría¡decentelleo liopido, luego del agregado de sE
lución de tolueno centelleante.

Malato deshidrogenasa (MDH)(E.B 1.1.1.37)

La actividad de malato deshidrogenasa se midió siguien

do el cambio de densidad óptica a BhÜnm (127). La mezcla de

reacción contenía : buffer glicina-NaÜH 0,12 M, pH = 1D; mala

to 0,85 M (pH = 7,5) y NAD37,5 mM(pH = 6,5). Se comenzó la

reacción por el agregado de las fracciones en estudio resus­

pendidas en buffer Fosfato 0,5 M (pH = 7,h) (coeficiente de

extinción molar del NADH= 6,22 x 105).
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INCORPORACION DE ACETIL-CDA y MEUALÜNATÜ A LÜS ESTERÜLES

PRECIPITABLES PUR DIGITÜNINA

Homogenatosde células de Leydig, fracciones mítocon­

dríales purificadas o citosol se resuspendieron en buffer

Fosfato 50 mM, pH = 7,h que contenía NaCl 50 mM, HCl 2h mMy

glucosa h mM,con 0,1 mMde metil-isobutíl xantina (MIX), ami
1h

noglutetimida 1 mMy 1 uCi de C-acetil-CoA (50 mCi/mmol,

NEN) ó 1 uCi de 1hC-mevalonato (L7 mCi/mmol,NEN) en un volu­

men Final de 1,2 ml. Se íncubó durante 2 horas a 3hDC y se

paró la incubación con el agregado de 0,5 uCi (bh Ci/mmol,

NEN)de 3H-colesterol y 2 ml de acetona : etanol (1:1).

Después de la homogeneización en el solvente orgánico,

los tubos se centrífugaron a 25.000 rpm durante 15 minutos.

Se tomaron alicuotas del extracto y se saponifícaron con HÜH

9 M por 2 horas a hÜDC, seguido por la adición de 0,5 ml de

acetona : etanol (1:1). Luego se acidifícó la mezcla con áci

do acético 10 % y se agregaron 1DGug de colesterol y 1 ml de

solución de dígitonína (al 0,5 % en etanol 55 %). Se incubó

toda la noche a temperatura ambiente, se centrifugó y se lavó

el precipitado con 2 ml de acetona : Éter (1:2) y después con

2 ml de éter. Se resuspendió el precipitado en 0,1 ml de agua
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y se disolvió en 0,5 ml de " Solubilizer " (Amersham)y tolug

no centelleante. Finalmente se midió la radiactividad en un

contador de centelleo líquido. Se realizaron incubaciones en

paralelo en el mismobuffer y en ausencia de extractos para

. medir los blancos de reacción.

PRODUCCION DE PREEEENÜLÜNA EN PREEENCIA DE ACETATÜ Y MEVALD­

NATÜ EXÜGENDS

Se preincubaron aproximadamente 2.106 células de Ley­

dig resuspendidas en Medio 199 durante 3D minutos a 37GB, en

presencia de cianocetona y spironolactona para inhibir el me

tabolismo de pregnenolona como ya se mencionó. Luego se agrg

garon 1DGug de acetato de sodio o mevalonolactona (ésta últi­

ma preincubada en NaHCÜ3100 mMa ZADC, 15 minutos) y se con­

tinuó la incubación dos horas a 37GBen presencia de una do­

sis estimulatoria supramáxima de hEG. La producción de pregng

nolona, se midió por radioinmunoensayo.

AISLAMIENTO DE FACTORES MÜDULATÜRIDS INTRABELULARES DE LA

HMS-CDA REDUETASA

Se realizó una purificación parcial de un activador y
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un inhibidor de la actividad de la HMG-CoAreductasa, a par­

tir de higado y células de Leydig de rata de acuerdo a métg

dos descriptos (275).

A las fracciones citosólicas (sobrenadantes de 105.000

x g)se les agregó acetona Fria hasta una concentración final

de 5h ml/1ÜÜm1 de citosol y se las centrifugó recuperandose

el precipitado y el sobrenadante.

Fracción precipitada: se homogeneizó con buffer TEDKS

y se agregó sulfato de amonio hasta bÜ % de saturación, se

centrifugó y posteriormente se resuspendió el precipitado en

buffer TEDHS.Esta fracción se utilizó como" inactivador ci­

tosólico " (reductasa quinasa) (RH).

Fracción sobrenadante : se agregó acetona fria hasta

una concentración final de 97 ml/1ÜÜml de citosol original,

se centrífugó, se homogeneizóel precipitado en buffer PEPS,
se volvió a centrifugar, se agregó al sobrenadante sulfato de

amonio hasta hÜ% de saturación, se centrifugó y finalmente

se resuspendió ei precipitado en buffer PEDH.Esta fracción

se utilizó como" activador citosólico " (Fosfatasa) (F).

Todas las fracciones se dializaron h horas contra bu­

ffer PEDHy las centrifugaciones se realizaron a 12.000 x g
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durante 1Gminutos.

Soluciones buffer usadas

PED : Fosfato 50 mM (pH = 7,h), EDTA 1 mM y DTT 5 mM.

PEDH : PED más cloruro de potasio 0,3 M.

PEDS : PED mas sacarosa 0,25 M.

TEDHS: Tris-cloruro LD mM(pH = 7,5), EDTA, DTT, clo­

ruro de potasio y sacarosa en las concentracig

nes mencionadas.

INCUBACIÜN DE FRACCIONES SUBCELULARES DE CELULAS DE LEYDIG E

HIGADÜ EN PRESENCIA DE FACTORES MÜDULATÜRIÜS INTRACELULARES

La Fracción mitocondrial purificada de células de Ley­

dig y los microsomas de higado se resuspendieron en buffer

PEDH y se preincubaron en presencia de ATP 2 mMy M9812 h mM,

a 37GB, 30 minutos.

Las mezclas se centrifugaron SDminutos a las veloci­

dades correspondientes, a AGEy los precipitados se resuspen­

dieron en buffer PEDH.Estas resuspensiones se incubaron a

37°C, 30 minutos, con alicuotas de fracciones activadoras ob­

tenidas a partir de células de Leydig e hígado comose descri
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bíó anteriormente.

Las Fracciones se centrifugaron nuevamente 60 minutos,

a ADCy se resuspendieron en buffer PEDH.Posteriormente es­

tas fracciones subcelulares se incubaron a 3708, 3Gminutos

‘ en presencia de ATP 2 mM, MgCl2 h mMy de alicuotas de las

Fracciones inactivadoras de células de Leydig y de hígado.

Finalmente se midió la actividad de la HMS-CDAreductg

sa, luego de todas las incubaciones descriptas.

DETERMINACION DE CÜLESTERÜL

La cuantificación del colesterol total plasmática y

del unido a cada una de las lipoproteínas aisladas (LDLy

HDL)se realizó por dos métodos colorimétricos distintos.

a) Método descripto por Searcy y Bergquist (31h)

Se hizo una extracción de 0,1 m1 de muestra con

0,9 m1de acetona-etanol (1:1). Se agitó vigorosamen­

te y se centrifugó. Se midieron Ü,A ml del sobrenadag

te orgánico y se agregaron 6 ml de solución saturada

de FeSÜh en ácido acético glacial y 2 ml de HZSÜAcon

centrado. Se mezcló inmediatamente y luego de 1D minu

tos se midió la absorbancia a hgü nm.
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La solución standard se preparó a partir de colesterol

(Sigma) disuelto en acetona-etanol.

b) Métodoenzimático de la colesterol oxidasa (2)

Para las determinaciones se utilizó el equipo de

reactivos de laboratorios Supelco. La mezcla de reac­

ción estaba constituida por :

NazHPÜh :

NaHZPÜh : 50 mM.

Colesterol éster hidrolasa : 33 U/l.

50 mM.

Colesterol Éster oxidasa : 117 U/l.

Peroxidasa : 67.ÜÜÓU/l.

Fenol : 1h mM.

Carbouax-SÜÜÜ : 0,17 mM.

Colato de sodio : 3 mM.

h-aminoantipirina : 0,82 mM.

Para el ensayo se incubaron 3D ul de muestra con 3 ml

del reactivo a 3700 durante 1Dminutos. Se midió la absorban­

cia a SÜÜnm. La solución standard se preparó usando coleste­

rol disuelto en isopropanol.
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DETERMINACIÜN DE PRÜTEINAS

La cantidad de proteínas de todas las muestras se de­

terminó por el método de Laury y cnl. (23h) y el contenido

proteico de las lípoprcteínas se midió por el mismométodo m2

dificado por Markwelly cal. (2h5), extrayendo los lípidos

con cloroformo luego del desarrollo del color. Comomuestra

standard se utilizó BSA(Fracción V - Sigma).

ENSAYOS ESTADISTICÜS

Para el análisis estadístico de los resultados se apli
c6 el test de " t " de Student.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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SECCIÜN I.

RECEPTORES DE LIPDPRÜTEINAS EN CELULAS

DE LEYDIG
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RESULTADOS

Las células esteroidogénicas tienen la capacidad de sin

tetizar de novoal colesterol,que es el precursor obligatorio

de todos los esteroides.5in embargo,diversos investigadores

i mostraron que los tejidos esteroidogénicos utilizan colesterol

circulante transportado por las lipoproteínas comosustrato pa

ra la esteroidogénesis (ver revieu,ref. 162). Esto es particu­

larmente verdad en el caso de la glándula adrenal y el ouarioi

en cambio,en el testículo no está definido y hay pocos estudios

acerca de la interacción de las lipoproteinas con las células

de Leydig.

Recientemente,Chen y col. (103) demostraron la existen­

cia de sitios de unión de alta afinidad para las lipoproteinas

de alta densidad (HDL)en la rata,localizados en células interá

ticiales obtenidas sin purificación previa.

Los experimentos siguientes se llevaron a cabo para ca­

racterizar mejor la unión de lipoproteinas a células de Leydig

purificadas en un gradiente de metrizamida.

CARACTERIZACION DE LA UNION DE LIPÜPRÜTEINAS DE BAJA DENSIDAD

(LDL) Y DE ALTA DENSIDAD (HDL) A CELULAS DE LEYDIG.
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Conlas Fracciones de lipoproteinas aisladas de plas­

ma humanose realizó una electroforesis en geles de polla­

crilamida comocriterio de pureza.En la Figura 1.1 se obser­

va una única banda tanto para LDLcomo para HDLen compara­

‘ ción con plasma humano normal,lo cual demuestra ausencia de

contaminación cruzada,al menos con el método utilizado.

En la mayoria de los casos,luego de marcadas las lipE

125INa,se usa la diálisis para separar el 1251proteínas con

libre.Debido a que es un proceso complicado,se desarrolló u­

na técnica para la purificación que se basa en la utiliza­

ción de una cromatografía en columna en gel de poliacrila­

mida-agarosa (ACAhh).La Figura I.2 muestra los perfiles de
125elución con una nítida separación entre las I-lipoproteí­

1251 no incorporado,lo cual demuestra que es un mé­nas y el

todo eficaz y más rápido que la diálisis.

Para tratar de establecer las condiciones óptimas de

la unión de las lipoproteinas a las células intersticiales,

se realizaron curvas de tiempo a diferentes temperaturas
(0,2h y 37GB).La unión específica se calculó comose indicó

en Materiales y Métodos.
125La Figura 1.3 muestra las curvas de tiempo para I­
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Figura I.1.Electroforesís de lipoproteínas en geles
de poliacrilamida.Los geles se prepararon
comose describió en Materiales y Métodos.
Se sembraron alicuotas,previamente teñidas
en Sudan Black B,de plasma humano normal y
de las fracciones lipoproteicas obtenidas
(LDL y HDL).
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Figura I.2.Fraccionamiento a través de una columna de
acrilamida-agarosa de las preparaciones de lipo­
proteínas marcadas.El gel( ACAA#,Ultrogel,LHB)
se empaquetó en pipetas de plástico de 1D m1 y
se equilibró con buffer Dulbecco,que contenía
ESAal 1%.Las muestras se eluyeron con el mis­
mobuffer y las Fracciones se recolectaron cada
5 minutos.
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Figura I.3.Relación entre tiempo y unión de 125-I-LDL hu­
mana a membranasde células intersticiales a dí
ferentes temperaturas.La h-LDLmarcada( BÜcpm7
ng de proteína de LDL)se agregó a 250 ul de la
mezcla de reacción,que contenía BÜÜug de prats
ína de membranade células intereticiales.Para
calcular la unión inespecífica se agregó h-LDL
fría hasta una concentración final de hÜÜug de
proteína de LDL/ml.
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LDL(actividad específica: BUcpm/ng de proteina de LDL).La

unión Fue mucho mayor a 37GBy la reacción llegó al equili­

brio a los 60 minutos,permaneciendo constante hasta por lo

menos las 2 horas.El mismoexperimento se realizó para 12SI­

' HDL(actividad específica: 100 cpm/ng de proteína de HDL).

Los resultados se exponen en la Figura I.h y son coinciden­

tes con las condiciones óptimas de reacción de LDL.

La Figura 1.5 muestra la unión de lipoproteinas a di­

ferentes Fracciones celulares obtenidas de células interati-x

ciales centrifugadas a través de un gradiente de metrizamida.

Se observa que ambas lipoproteinas presentan una amplia dis­

tribución de unión entre todas las fracciones del gradiente

correspondientes a células de Leydig,segün se juzga por la

unión de hCG.La fracción D,con una considerable unión de LDL

y HDL,practicamente tiene una cantidad despreciable de recep­

tores para gonadotrofinas,ya que se trata de otros tipos ce­

lulares intersticiales distintos de Leydig.Porlo tanto, los

siguientes experimentos fueron realizados usando celulas de

Leydig purificadas descartando la fracción D.
125

En la Figura 1.6 se ve la unión de I-LDL a las msm

branas de células de Leydig a 37DCcomo una función de la con
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Figura I.h.Relacíón entre tiempo y unión de 125-I—HDLhuma­na a membranade células intersticiales a dife­
rentes temperaturas.La h-HDLmarcada( 1ÜÜcpm/ng
de proteína de HDL)se agregó a 250 ul de la meí
cla de reacción,que contenía 300 ug de proteína
de membranade células intersticiales.Para calco
lar 1a unión inespecífica se agregó h-HDLfría
hasta una concentración final de hÜÜug de protg
ína de HDL/ml.
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Figura I.5.Uni6n de lipoproteínas y hCGa células intersa
ticiales purificadas a través de un gradiente
de metrizamida.8e resuspendieron 8 x 1D célu­
las en Medio 199,que contenía BSA0,1% ,y se
sembraron en un gradiente de metrizamída 16­
3696.Después de la centrif‘ugación se separaron
h bandas que se resuspendieron en Medio 199
las células se lavaron.Luego,las células se
trataron con bicarbonato de sodio 1 mMpara la
unión de lípoproteínas comose describió en la
sección de MÉtodos.Para la unión de hCG,las ce
lolas lavadas se resuspendieron en Medio 199 _
con BSA0,1%y se usaron,

<
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Figura 1.6.Curva de saturación de la unión de 1251-h-LDL
a membranasde células de Leydig purificadas.
Se incubarbn alícuotas de membranascelulares
(1,2-2 mg/ml) ccn concentraciones variables
de h-LDL marcada (BÜ cpm/ng de proteína de LDL).
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25I-LDL en el medio de incubación.La unión es­centración de 1

pecífica mostró una cinética de saturación,con una unión má­

xima adquirida a aproximadamente 1D ug de proteína de LDL/ml.

Cuandoesos datos se transformaron según el análisis de Scat­

, chard (307) se observó una sola clase de sitios de unión con

Una constante de disociación (Hd) igual a 2,6 ug de proteína

de LDL/ml y una capacidad (BU) de 920 ng de proteína de LDL/

mg de proteína de membrana (Figura 1.7). '

La Figura 1.8 muestra un experimento similar realiza­

do con 125I-HDL.La unión específica dio un esquema de satura­

ción con la unión máxima a 20_ug de proteína de HDL/ml.Los da

tos analizados según el modelo de Scatchard revelaron un úni­

co tipo de sitios de unión con una Hd de h,2 ug de proteína

de HDL/ml y una capacidad de unión (BU) de 5ÜÜng de protei­

na de HDL/mgde proteína de membrana (Figura 1.9).

Cuandotodos estos resultados se procesaron teniendo

en cuenta la máxima capacidad de unión (M.C.U.) de las pre­

paraciones de lipoproteínas marcadas (¿9%),las constantes de

disociación disminuyeron a 10h ng de proteina de LDL/mly

168 ng de proteina de HDL/mlrespectivamente,sin cambios en

las capacidades de unión.
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Figura I.7.Análisis de Scatchard de la unión de 125I-hLDL
a membranas de células de Leydíg.Se incubarcn
alícuotas de membranascelulares (1,2-2 mg/ml)
con varias concentraciones de hLDLmarcada
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con varias concentraciones de hHDLmarcada
(100 Cpm/ng de proteína de HDL).
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Considerando un peso molecular de #80.000 para el com­

ponente proteíco de la LDLy de 100.000 para el de HDL(319)

esos datos dan constantes de afinidad de 5 x 109 M-1

y 0,625 x 109 M'1

para LDL

para HDL,valores que son consistentes con

sitios de unión de alta afinidad.

La Figura 130 muestra la curva de disociación para la

125I-HDLa células de Leydig.De estos re­unión específica de

sultados puede observarse que existen dos componentesen.este‘

perfil de disociación,uno dando una k_1:=(0,015h Ï 0,0022)
-1

min y un t /2= #5 minutos,y el otro componente practicamen­1

te no disociable (al menos durante el tiempo que duró el ex­

perimento).

De los datos de la Figura I.h puede obtenerse una k1:

(3,37 Í 0,71) x 10-6 ml/ng min.La relación k_1/|<1=:Hd da un

valor de h,6 ug de proteína de HDL/mlque concuerda con el

valor de b,2 ug de proteína de HDL/mlobtenido de los datos

analizados por el modelo de Scatchard.
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Figura I.filCurva de disociación para la unión de 125I-h-HDL
a células de Leydig purificadas..Se equilibrarcn
50 ug de h-HDL marcada (82 Cpm/ng) por ml de mai
cla de incubación,ccn hÜÜug de proteina de mem­
branas.celulares durante 2 horas a 37DC.Luegcse
agregaron 2,h mg de HDLFria al medio de incuba­
ción y se midió la radiactividad unida a varios
tiempos como se describió en Métodos.
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DISCUSION

Las evidencias disponibles de trabajos realizados en

varias especies indican que los tejidos esteroidogénicos tie

nen toda la maquinaria celular para unir y metabolizar lipo­

proteinas de baja densidad (LDL),por un mecanismosimilar al

observado en los Fibroblastos humanos(26,6h) y,en varias ing

tancias,el "camino metabólico de la LDL"Fue demostrado tanto

"in vivo" como"in vitro" y es muysimilar en todos los'casos.

Además,numerosasobservaciones han establecido la exig

tencia de un segundo sistema para la captación de colesterol

de las lipoproteinas,específico para HDL,enlas células pro­

ductoras de esteroides.El mecanismode captación de esta lipE

proteína,aunque comprendidoen forma incompleta,es diferente

que para la LDL,siendo la unión de HDLa las células mediada

por un receptor distinto.

Se ha sugerido que la HDL,másbien que la LDL,podría

proveer el colesterol para los tejidos esteroidogénicos de la

rata (161,178,321).Tambien se propuso que la HDLera más efeE

tiva en suprimir la sintesis del colesterol en roedores,mi­

diendo la velocidad de formación a partir de octanoato (B,h9)
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Bheny col. (103) demostraron la existencia de sitios

de unión de alta afinidad para HDLy no para LDL,pero esos

trabajos se realizaron en células intersticiales que no ha­

bian sido purificadas.

En este trabajo se confirmó la existencia de sitios de

Unión saturables de alta afinidad para HDLy LDLen testículo.

La unión Fue más alta a 37°C que a otras temperaturas estudia

das (Ü y ZQDC)y llegó al equilibrio a los 60 minutos de.incu‘
bación.Las constantes de velocidad derivadas de estudios de

asociación y disociación para HDLrevelaron una constante de

disociación (Hd) de b,6 ug de proteína de HDL/mlque fue sim;

lar al valor calculado de los análisis de saturación según el

modelo de Scatchard (h,2 ug de proteína de HDL/ml).

Este resultado no concuerda completamente con las ob-.

servaciones previas (103) pues se informó una Hd de 32 ug de

proteína de HDL/ml.Estevalor más alto para la constante de

disociación (con una disminución paralela en la constante de

afinidad) hallado por esos autores puede deberse a que ellos

usaron para sus estudios células de Leydig impurificadaa,y

como Fue señalado por Guynne y Strauss (162),aunque esos tra

bajos sugieren un mecanismoespecífico mediado por receptor
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para el metabolismo de HDLpor células de Leydig,debe notarse

que los cultivos empleados por Chen y col. consisten de sólo

un fl]%cm células de Leydig .De esta Forma,puede haber ocurri

do unión y degradación de lipoproteinas por otros tipos celu­

lares.

Comose demostró en esta serie de experimentos,ambas

lipoproteinas se unen a varios tipos celulares según se juz­

ga por el gradiente de metrizamida.Por lo tanto,seria impor­
tante realizar este tipo u otro de purificación para tener

una adecuada información y poder correlacionar la acción de

las lipoproteinas con la unión e internalización a las célu­

las de Leydig.

La curva de disociación de HDLpresentó dos componentes

mostrandoun perfil similar al descripto para la interacción

de LH/hCGcon sus receptores en el testículo (30,263) e indi­

ca una cantidad significativa de complejos irreversibles gue

son mantenidos en la superficie celular por tiempos más lar­

gos que los esperados.8in embargo,los efectos de esos comple­

jos ligando receptor persistentes son aún desconocidos.

Respecto a los valores de constantes de disociación

(Hd) y de capacidad de unión (BD),los trabajos publicados en
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la literatura no hacen referencia alguna a correcciones reali

zadas sobre la actividad especifica del ligando marcado con

125I.Hasta el momento,la mayoria de los investigadores obtie­

ne ese dato a partir de pasos de purificación luego de la mag

. cación,dato que representa una fuente de error,pues comoha si

do demostrado por Cresto y col. (97) para insulina,el procedi

miento de iodinación puede dar como productos hormona mono-ig

dada como también moléculas di-iodadas o no marcadas,y,a me­

nos que se puedanpurificar las diferentes especies,la activl

dad especifica obtenida de esa forma representa un promedio

de las diferentes moléculas,no todas con la mismaactividad

biológica.Por lo tanto,para tener un valor confiable de ac­

tividad especifica se hace necesario utilizar el métodode

autodesplazamiento descripto por Calvo y col. (77).

Ütro factor a tener en cuenta es que la introducción

del radioisótopo al ligando,produce modificaciones estructura

les que resultan en una actividad biológica y de unión dismi­

nuidas.Debido a ello se debe conocer cual es la máximacapa­
125cidad de unión del I-ligando en el modelo experimental u­

tilizado o en alguno similar.
125En este trabajo,a las I-lipoproteinas se les deter­
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minó la actividad especifica por autodesplazamiento y la má­

xima capacidad de unión (M.C.U.) a membranas de células de

Leydig y de adrenal.Los resultados obtenidos para la unión de

LDLy HDL,teniendo en cuenta los parámetros anteriores,mostra

ron el mismo número de sitios de unión pero una Hd menor (10h

ng de proteina de LDL/m1y 168 ng de Proteina de HDL/ml),que

si se consideraba un 100%de M.C.U. (2,6 ug de proteina de LDL/

ml y h,2 ug de proteina de HDL/ml,respectivamente)

Por ello,es importante que para cualquier estudio de ig

teracción ligando-receptor,se calcule no sólo la actividad es­

pecifica adecuadamente,sino también la máximacapacidad de up

nión del ligando en estudio a su receptor especifico,ya que de

no hacerlo,se obtendrán datos erróneos con interpretaciones 12
correctas.



—137­

W­

BIÜSINTESIS DE NÜVÜ DE COLESTEROL EN |3_E_

LULAS DE LEYDIG



{I

- 138­

RESULTADOS

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA HMG-CoA REDUCTASA EN CELULAS DE

LEYDIG.

Numerosos trabajos indican que la HMG-CoAreductasa,

enzimaregulatoria en la biosintesis del colesterol,estó a­

sociada al reticulo endoplasmático en higado, ovario y glán­

dula adrenal,entre otros tejidos de mamiferos.Apesar que eg

tas observaciones Fueron extrapoladas al testiculo,no se he-‘

oía realizado ningún estudio en este órgano que verificase

tal presunción.

Por lo tanto,se decidió realizar su caracterización

en células de Leydig.Para ello,previo fraccionamiento subce­

lular,se midió la actividad enzimática en las diferentes frag

ciones según se describió en Materiales y Métodos.Comoenzi­

mas marcadoras se utilizaron succinato deshidrogenasa (SDH)

(mitocondrial) y glucosa-E-fosfato deshidrogenasa (G-G-PDH)

(citosólica).

La Tabla II.1 muestra los resultados de la distribu­

ción de la actividad de HMG-CoAreductasa en las Fracciones

suocelulares de células de Leydig.



TablaII.1.DistribuciónsubcelulardelaactividaddeHMS-CDA

purificadasehígadoderata.

reductasaencélulasde’Leydig

CELULASDELEYDIG

HIGADO

HMG-CoAreductasa

total%deact.

(nmoles/hora)total

SDH

%deact.
total

Activ.

FRACCIONES

G-S-Pdesh.HMS-Conreductasa

Actividadtotal

%deact.
total

(nmoles/h)

%

N.D.N.D.

Núcleospurificados Mitocondriaso,972-1,sao62i 391t a

+

MicrosomasÜ,ÜZ3-Ü,ÜBG3 —

o,515-o,9zo35i ae

+l

Citosol

85

+l

N.D.

o,1—o,7u 5,1-1589 o,2—1,a7

N.D.

+ + +

1

Estatablacontienedatosrepresentativosdecuatroexperimentosdiferentes,indicandoelran­ goobtenidoparalaactividadtotalyelporcentajecomopromedioÏ

desviaciónstandard.
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La mayor actividad se encontró asociada a la Fracción

mitocondrial (62%chala actividad total).La actividad del ci­
tosol fue un 35%del tota1.Solamente un 6%de la actividad de

SDHestaba presente en esta Fracción.La detección de esta ac­

tividad en el sobrenadante de 105.000 x g puede deberse a rup

tura mitocondrial con una pérdida preferencial de la HMG-CoA

reductasa.La actividad de esta enzima en microsomas Fue des­

preciable.No se detectó actividad de HMG-CoAreductasa,%DH o

G-E-PDHen la Fracción nuclear previamente purificada a tra­

vés de una capa de sacarosa 2 M.

La actividad de HMG-CoAreductasa determinada en las

fracciones hepáticas (Tabla II.1) mostró la típica localiza­

ción microsomal descripta por otros autores (89%de la acti­

vidad total),(68,1h6,259).

Para confirmar el hallazgo observado,la fracción mito­

condríal cruda fue purificada a través de un gradiente de sa­

carosa discontinuo.La actividad de la HMG-CoAreductasa ai­

guió el mismoperfil de centrifugación que el de la SDH(Fi­

gura II.1).La actividad especifica de la HMG-CoAreductasa

en la fracción más enriquecida en mitocondrias (interfase AU­

50 del gradiente de sacarosa) fue 3,6 veces mayor que la co­
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Figura II.1.Actividades de HMG-CoAreductasa y succina-'
to deshidrogenasa en mitocondrias de céluJ
las de Leydig purificadas y de higado.El
precipitado de 17.000 x g Fue sembrado en
un gradiente discontinuo de sacarosa y las
interfases fueron lavadas con sacarosa 0,25
Mantes de ser utilizadas para los ensayos
enzimáticos.Los números en las abcisas re­
presentan las concentraciones de sacarosa
(%P/U) de las fracciones ensayadas.La fi­
gura contiene datos representativos de uno
de 3 experimentos diferentes con similares
perfiles de distribución.
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rrespondiente al precipitado de 17.ÜÜÜx.g.Estos resultados

confirmaron que la HMG-CoAreductasa,en las células de Ley­

dig de la rata,está localizada en las mitocondrias.

Cuandoesta experiencia se realizó con mitocondrias

de higado,la mayor parte de la actividad de la HMG-CoAre­

ductasa se encontró asociada a la Fracción menos densa del

gradiente de sacarosa (interfases 0-30 y 3Ü-hÜ)mostrando

una distribución similar a la glucosa-G-fosfatasa (G-S-Easa)

(enzima marcadora microsomal)(Figura II.1 y Tabla II.2),in­

dicando que las fracciones de higado más livianas del gra­

diente están enriquecidas en microsomas.

DETERMINACION DE LA VELOCIDAD RESPIRATÜRIA,DEL CÜNTRÜL RES­

PIRATÜRIÜ Y DE LA RELACION FQÉFÜRÜ-ÜXIEEND (P: Ü) DE LAS MI­

TDCDNDRIAS AIÉLADAS DE CELULAS DE LEYDIG.

Debido a que para purificar las mitocondrias aisladas

de células de Leydig,se utilizaron altas concentraciones de

aacarosa,que de alguna manera podrían haber dañado la inte­

gridad de las mismas,se decidió determinar los parámetros

más importantes de la actividad respiratoria.5e utilizó la

fracción proveniente de la interfase hÜ-SÜpuesto que era la

más enriquecida en actividad de SDH.Losresultados fueron los



Tabla11.2.Actividadesenzimáticasenfraccionesmitocondrialespurifica­

dasdehígadoderata.

Actividadesenzimáticas

Glucosa-6­ fosfatasa

(umoles/hora)

HMG-CoA reductasa

(pmoles/hora)

Succinato deshidrogenasa

Interfases(umoles/hora)

,_g
+l

0-30160i15'0,6Í0,36,2
30-00210i252,6i 0,96,7i1,2 00-5022i31,6i0,72,0i0,0

Ln

+l

50-6033

19,0Í3,01,8Í0,7

Losnúmerosdelasínterfasesdelgradienterepresentanlasconcentracionesdesacarosa,(%P/V),delasfraccionesensayadas.LosvaloressonelpromedioÏ 0.8.dedeterminacionesportriplicadoyla tablacontienedatosrepresentativosdeunode3experimentosconsimilares perfilesdedistribución.
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siguientes.

Consumode oxigeno del estado de reposo (estado meta­

bólico h o de respiración controlada): 31,3I1atgr. de 02/
min. mg de proteina.

Consumode oxigeno del estado activo (estado metabó­

lico 3 o de respiración activa): bh,6 rlatgr. de ÜZ/Inin.

mg de proteina.

velocidad en presencia de AQP
Control respiratorio(8.R.)=

velocidad er ausencia de ADP

bh,6 rlat.gr. de Üz/Inin. mgde proteina
C.R. — = 1,h3

31,3 nat.gr. de Üz/Inin. mgde proteina

ADP agregado
Relación Fósforo-oxigeno (P: Ü) =

Ü consumido en estado 3
2

250 nmoles
P20 =2,8

- 89,2 nmoles

Los datos observados fueron similares utilizando co­

mo sustrato succinato 1D mMo una mezcla de malato 25 mM­

glutamato 25 mM,ypermiten asegurar la existencia de mito­

condrias.

El control respiratorio (C.R.) indica si hay acopla­

miento entre el transporte de electrones y la Fosforilación
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oxidativa,y es un criterio muysensible y en general el de e­

lección para juzgar la integridad mitocondrial.Los resultados

obtenidos no son 6ptimos,por lo que no se puede descartar que

haya habido ruptura de 1a membranainterna mitocondrial.

V CÚNDICIQNES DE ENSAYO PARA LA ACTIVIDAD DE LA HMG-CoA REDUCTA­

SA MITÜCDNDRIAL.

Las condiciones de sustratos para los ensayos se deter.

mínaron en mitocondrías purificadas (interfase h0-50 deI gra­

diente de sacarosa) de células de Leydig (Figura 11.2).

El valor de Kmpara laiDL-HMG-CoA(calculada según el

modelo de Lineueaver-Burk) Fue 0,200 mM(r2==0,99h),que re­

presenta una constante de 0,100 mMpara el D-isómero activo.

La concentración de NADPHcon la cual se alcanzó la mitad de

la actividad enzimática máxima Fue aproximadamente 0,050 mM.

La síntesis de mevalonato fue lineal hasta los 90 minutos.

con 150 ug de proteinas.

ACTIVIDAD DE LA HMEfCDA REDUCTASA EN LAS DIFERENTES FRACCIO­

NES SUBMITÜCÜNDRIALES DE CELULAS DE LEYDIG.

Asumiendo que la HMG-CoAreductasa en la célula de Lex

dig de la rata es una enzimamitocondrial,se trató de estudiar
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Figura II.2.Ensayo y propiedades de la actividad de la
HMS-CDAreductasa en mitocondrias de células
de Leydig purificadas por metrizamida.Las m1­
tocondrias se prepararon y purificaron como '
se describió en Métodos.Las incubaciones se
realizaron a 37GBbajo las siguientes condi­
ciones: (a) se incubaron 50 ug de proteínas
durante 60 minutos con 6 mMde NADPHy con­
centraciones variables de HMG-CoA;(b) se in ­
cubaron SU ug de proteínas durante 60 minutos
con 0,2 mMde HMG-CoAy concentraciones varia
bles de NADPH.
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su localización submitocondrial.

Si la HMG-CoAreductasa estuviese ubicada en la membrg

na externa de la mitocondria,seria relativamente accesible a

la HMG-CoAcitoplasmática proveniente de acetil-BoA.Por otra

parte,si la enzima estuviese localizada en la matriz o en la

membranainterna mitocondrial,existiría una barrera de membrg

nas separándolas de las reservas de HMG-CoAcitoplasmáticas.

La Tabla II.3 resume los resultados de los intentos de­
localizar a la enzima en las Fracciones submitocondriales.Se

consiguió una separación relativamente buena de las dos mem­

branas comose muestra por las actividades de la monoamino­

oxidasa (MAD)(enzima marcadora de la membrana externa) y de

la succinato deshidrogenasa (SDH) (enzima marcadora de la msm

brana interna) en las fracciones aisladas.La membranaexterna

contenía un 25%de la SDHtotal y un 20%de la actividad to­

tal de la HMG-CoAreductasa pero casi la totalidad de la ac­

tividad de MAD(9h%).

La distribución de la HMS-CDAreductasa fue similar a

la distribución de la actividad de SDHen la membranaexterna,

espacio intermembrana y membranainterna, mostrando que la ag

tividad de HMG-CoAreductasa obtenida en la membrana externa



TablaII.3.Distribuci6ndeHMG-CoAreductasayenzimasmarcadorasenfraccionessubmitocondrialesde

célulasdeLeydigpurificadas.

ACTIVIDADEN

MEMERANAEXTERNA

A.E.(a)T(b)96

ENZIMASINTERMEMBRANA

A.E.(a)T(b)96

MEMERANAINTERNA

'A.E.(a)T(b)

96

A.E.(a)

MATRIZ

T(b)96

HMG-CoA reductasa

o.031
¿0.oos

0.116zo

10.019

m04o

1o.oo7

0.06210

¿0.011

0.700

1o.046

2.62094

¿0.172

MonoaminoN.D. oxidasa Suacinato¡oo deshidrogenasa+20

380254

i76

oe
+|

ov
+|

Malato192 deshidrogEnasa+zz

7689
1aa

192979H

+163

o.17o

1o.on

o.233

_+_0.027 ‘ 0.171
_+_o.ozs

0.123

10.019

770

i¡zo

960

¿160

576

¿38+

Z.246

343

40 63 27

0.063

¿0.012

0.18030

i0.034

N.D.

(Ia)Actividad.especificaznmoles/mgproteina.hora (o)Actividadtotalznmoles/hora

LosresultadossonelpromedioÏ 0.8.dedeterminacionesen3preparacionescelularesdistintas.

-1l+8­
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y en el espacio intermembrana se deben a la contaminación de

estas fracciones con membrana interna.La actividad de HMG-CoA

reductasa determinada en la matriz (30%)Im coincidió con la

de SDH 03%Lpudiendo deberse este hecho a que la HMG-CoAre­

‘ ductasa se encuentre unida en forma más débil a la membrana

interna que la SDHy puede solubilizarse más facilmente por

el tratamiento con detergente (Lubrol UX).

HMS-CDA SINTETASA Y HMEÏCDA LIQÉfi EN FRACCIONES SUBCELUCÁRES

DE CELULAS DE LEYDIG.

Habiendo detectado actividad de HMG-CoAreductasa en

la mitocondria,resultaba importante determinar la localiza­

ción de HMG-CoAsintetasa y HMG-CoAliasa,enzimas responsa­

bles de la sintesis y ruptura de la HMG-CoArespectivamente.

Los resultados se muestran en la Figura II.3 y se re­

lacionan al 1ÜÜ%derecuperación de las correspondientes en­

zimas marcadoras,asumiendo estabilidades similares en el ho­

mogenato y en las fracciones subcelulares

La mayor parte de la actividad total de la HMG-CoA

sintetasa estuvo asociada a la fracción mitocondrial,aunque

alguna actividad se encontró presente en el citosol.La acti­
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Figura II.3.Dístribuoi6n suboelular de la actividad de HMG­
CoAsintetasa en células de Leydig purificadas.
H: homogenato; M: precipitado de 17.000 x g;
M hÜ-SÜ: interfase ¿»Ü-50%(P/V) del gradiente
de sacarosa; C: citosol.
Los resultados son el promedio Ï D.S. de date:
mínaoiones por duplicado en 3 preparaciones cglulares distintas.
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vidad especifica obtenida en las mitocondrias,previamente pu­

rificadas a través de un gradiente de sacarosa (interfase QD­

SÜ) fue aproximadamente 3 veces mayor que la encontrada en el

precipitado de 17.000 x g.

También se determinó la actividad de HMG-BoAliasa en

las diferentes fracciones subcelulares.No se detectó activi­

dad en ninguna de ellas.

INCDRPÜRACIÜN DE 1hC-ACETIL-CDA A ng ESTERÜLES PRECIPITÁBLES

PUR DIGITÜNINA.

Existiendo cantidades apreciables de HMG-CoAsintetasa

y de HMG-CoAreductasa en mitocondrias,fue natural especular

acerca de la función de estas organelas en la sintesis de co­

lesterol en las células de Leydig

1hc_Para este propósito se estudió la incorporación de

acetil-CoA a los esteroles precipitables por digitonina utili­

zando homogenato,mitocondrias purificadas (interfase hÜ-SÜ)y

fracción citosólica de células de Leydig (Figura II.h).Se o­

mitieron las fracciones nuclear y microsomal dado que no se

detectó actividad de HMG-DoAreductasa en las mismas (Tabla
1hII.’1). La incorporación de C-acetil-CoA (relacionada al 100%
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Figura II.h.Incorporaci6n de 1hC-acetil-CoAa los esteroles
precipitahles por digitonina en Fracciones suba
celulares de células de Leydig purificadas.H:­
homogenato ; M hÜ-SÜ: interfase ¿oO-50%(P/U)del
gradiente de sacarosa; B: citosol.
Los resultados son el promedio Ï D.S. de incubg
ciones por duplicado de 3 preparaciones celula­
res distintas.
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de recuperación de las correspondientes enzimas marcadores)

Fue similar al perfil de distribución de la actividad de

HMG-CGAsintetasa encontrada en las Fracciones.
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DISCUSION

Está generalmente aceptado que en el testiculo,la trans

formación de HMG-CoAa mevalonato,es el paso limitante en la

biosíntesis de novo del colesterol y que la HMG-CoAreductasa,

‘ que cataliza dicha reacción,está unida al reticulo endoplas­

mático.Más aún,las restantes enzimas del camino metabólico es

tán localizadas o en el citoplasma o en el reticulo endoplasa

mático e involucran a los intermediarios usuales en la fiorma­

ción del colesterol (351).

Contrariamente a esas suposiciones,los resultados opte

nidos en este trabajo demuestran que la HMG-CoAreductasa de

las células de Leydig está unida a la membranainterna mito­

condrial.Aunque no se puede excluir la presencia de esta en­

zima en la fracción citosólica,ya que el 36%de la actividad

total esta localizada en este compartimiento después del frog

cionamiento celular,es posible suponer una pérdida preferen­

cial de la HMG-CoAreductasa de las mitocondrias comparada e

la succinato deshidrogenasa (SDH), la cual se une fuertemen­

te a la membranainterna mitocondrial.

La localización de la HMG-BoAreductasa de células de

Leydíg en mitocondrias es interesante en comparación con la
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enzima hepática (68),adrenal (25) y ovárica (212) en la rata,

la cual está localizada en el reticulo endoplasmático.81milar

distribución mitocondrial se encontró en ggggnargmïggg_ggggïi­

5125 (322,323).

Tambiénse observó que en las mitocondrias purificadas

de células de Leydig hay una considerable cantidad de activi­

dad de HMG-CoAsintetasa,aunque sólo se detectó una muy peng

ña porción de esta enzima en la fracción citosólíca.Más aún,

se demostró que el colesterol se puede sintetizar a partir de

acetil-CoA dentro de la mitocondria,ya que se vio,en esta or­

ganela,una significativa incorporación de 1hC-acetil-CoA a

los esteroles precipitables por digitonina.

Debido a que la colesterogénesis desde HMG-CoAen la

célula de Leydig parece ser un proceso predominantemente mi­

tocondrial,surgi6 la pregunta si la HMG-CoAgenerada en el

citoplasma podía ser utilizada comosustrato para la sínte­

sis mitocondrial de colesterol,ya que había sido descripto

que la membranainterna de las mitocondrias era impermeable

a los derivados de la coenzima A (1h3).En este sentido se og

servó que la HMG-CoAreductasa tenía la misma actividad tanto

en la Fracción mitocondrial proveniente de la interfase hD-5Ü
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del gradiente de sacarosa comoen las mitocondrias sonicadas;

pero los experimentos realizados para medir la velocidad y el

control respiratorios no permiten asegurar si hay integridad

mitocondrial.Por lo tanto,por los resultados obtenidos no se

puede afirmar si la HMG-CoAcitoplasmática,atraviesa o no la

membranainterna de las mitocondrías.

Por otra parte,a pesar de haberse descripto (366) que

en poblaciones celulares del testículo (incluyendo espermato­
gonias, celulas de Leydig y de Sertoli) ocurría 1a cetogénesis

no se encontró actividad de HMG-CoAliasa en las fracciones

subcelulares obtenidas,por lo que la HMG-CoAno puede ser de­

gradada a acetoacetato y 3-hídroxibutirato,excluyendo la exig

tencia de un camino cetogénico en la célula de Leydig y des­

cartando la interferencia de depleción de sustrato para la

HMS-Conreductasa.

Los descubrimientos en este estudio sugieren que todas

las enzimas requeridas para la conversión de acetato a coles­

terol en células de Leydig,están especificamente localizadas

en mítocondrias,y,probablemente,en cercana asociación con el

complejo enzimática que escinde 1a cadena lateral del coles­

terol,encontrado en la membranainterna de la mítocondria(ZBZ



296,35h).Esto apoya la observación que la producción de preg­

nenolona endógenapor mitocondrias testiculares aisladas, es

del mismoorden de magnitud que la producción total de estep.

roides por el testículo entero (ZÜÜ,352).

En lo referente al aporte de colesterol para la sinte­

sis de andrógenos en las células de Leydig,observaciones an­

teriores (101) y este miSmotrabajo de Tesis (ver Sección III),

sugieren que el testículo utiliza preferencialmente el coles-'

terol sintetizado endogenamente.Estecolesterol podría sinte­

tizarse dentro de la mitocondria desde acetil-CoA,y este pre-_

cursor de 2 carbonos puede provenir de piruvato, aminoácidos

o de ácidos grasos poI'P-oxidación.Los fosfolipidos,por ac­
ción de fosfolipasas especificas,podrían liberar los ácidos

grasos que atravesarian las membranasmitocondriales para su

eventual degradación a acetil-CoA.La Figura II.5 muestra un

esquemade la hipótesis propuesta.

De esta manera,e1 colesterol no necesitaria,al menos

en parte,ser transportado desde el citoplasma hacia la mito­

condria para transformarse en pregnenolona.Cuando fuese nece­

sario,el colesterol intramitocondrial podria ser provisto por

los depósitos citoplasmáticos o por las lipoproteinas plasmá­
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ticas después de la interacción de Éstas con sus receptores

de la membranacelular.

Desde otro punto de vista,muchas observaciones indican

que las actividades enzimáticas en fracciones subcelulares aig

vladas,no siempre reflejan las actividades fisiológicas "in vi­

vo".Sin embargo,a pesar de ello,se puede concluir que las mi­

tocondrias de las células de Leydig tienen una función prepon

derante en la biosintesis del colesterol,y que la regulación

de este caminodebido a su ubicación intracelular,puede estar

sujeto a factores modulatorios distintos a los descriptoe pa­

ra hígado y glándula adrenal.La elucidacíón de esos Factores

contribuirá,indudablemente,a una mejor comprensión de loa pro

cesos involucrados en la esteroidogénesis de las células de

Leydig.

Es por ello que los resultados mostrados,conducir1an a

una revisión de las extrapolaciones hechas en el testículo sE

bre la bíosintesís del colesterol,basadas en estudios realiza
dos en otros tejidos y que son aceptados actualmente.
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RESULTADOS

Los hallazgos descriptos sobre la Diosintesis mitocon­

drial de colesterol y la existencia de receptores para LDLy

HDLen células de Leydig,indujeron al estudio de la regulación

por un lado,de la HMG-CoAreductasa,y por ende,de la sintesis

de novo del precursor androgénico,y por otro,del aporte prove

niente del plasma a través de la interacción de las lipoprotg.

inas con las células intersticiales.5e utilizaron diversas con

diciones experimentales y los resultados se detallan en los pá

rrafos siguientes.

Los experimentos sobre regulación se llevaron a cabo

con la HMG-CoAsolubilizada por medio de un buffer con deter

gente,salvo especificación en contra.Ello se hizo porque los

antecedentes sobre la enzima hepática indicaban que era difi­

cultoso estudiar a la misma cuando estaba unida a la membra­

na microsomal.

RITMO CIRCADIANÜ.DE LA HflE-CDA REDUCTAÉE

La existencia del ritmo diario de la HMG-CoAreducta­

sa Fue observado por primera vez en higado de ratón (207) y

luego en distintos tejidos de la rata.La actividad máximade
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la enzima es semejante en todos los casos y ocurre alrededor

de la medianoche.En cambio,en la adrenal de hamster el pico

máximose detectó a las 19 horas (133).

Debido a que la secreción de testosterona por el tes­

' tículo de la rata presenta un ritmo circadiano (31,261,363),

se decidió determinar si existía alguna variación diaria en

la actividad de la HMG-CoAreductasa de células de Leydig.

La Figura 111.1 muestra los resultados.Hubo una actividad

máximacerca de las 12 hs. y actividades similares en las

restantes horas del día.Por ello,para los experimentos sug

siguientes de regulaci6n_de la enzima,se decidió sacrificar

a los animales en horarios cercanos al mediodia.

CONDICIONES DE ENÉFYÜ PARA LA HMS-CDA REDUCTASA EN EXTRAC­

TÜS DE CELULAS DE LEYDIG.

La Figura III.2 muestra las condiciones óptimas pa;

ra el ensayo de la HMG-CoAreductasa solubilizada.La For­

mación de mevalonato,aumentando la cantidad de proteína

hasta 50 ug,permanecíó lineal hasta los GUminutos;y las

concentraciones de DL-HMG-CoAy NADPHcon las que se lle­

gó a la mitad de la actividad enzimática máxima,fueron a­
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siguientes condiciones: (a) para tiempos cre­
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NADPH5 mMy HMG-CoA0,2 mM; (b) se incubaron
concentraciones crecientes de proteinas celu­
lares durante 30 minutos con las mismas concég
traciones de NADPHy HMG-CoAque en (a); (c)
se incubaron SD ug de proteinas durante 30 mi­
nutos con NADPH5 mMvariando la concentración
de HMS-CDA;(d) se incubaron 50 ug de proteinas
durante 30 minutos con 0,2 mMde HMG-CoAy con­
centraciones variables de NADPH.
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proximadamente 0,050 mM.Yaque sólo el D-isómero de la DL­

HMG-CoAusada es activo,e1 verdadero valor de SÜ 5 está al­
’

rededor de 0,025 mM

ACTIVIDAD DE LA HME-CÜA REDUETASA DURANTE LA DESENSIBILIZA­

CIÜN TESTICULAR INDUCIDA PUR EPNADÜTRÜFINAS.

En el fenómenode desensibilización testicular se han

descripto dos tipos de lesiones en el camino enzimático este­
.

roidogénico.Una lesión "tardía" o "lejana" que se caracteriza

por un bloqueo dependiente de estrógenos,a nivel de la 17,20­

desmolasa y de la 17-hidroxilasa,y un defecto biosintético ag

terior a la producción de pregnenolona que ocurre en células

de Leydig tratadas con dosis altas de hEG(10 ug).Esta lesión

"temprana" o "cercana" no es causada por estrógenos,ya que no

se revierte con el antiestrógeno Tamoxifén (3hb) ni se repro­

duce por tratamiento con estradiol (276).

Para determinar si la HMG-CoAreductasa testicular po­

día ser modulada por gonadotrofinas "in vivo" y además si te­

nía alguna influencia en la naturaleza del bloqueo esteroido­

génico "temprano" causado por la hormona trófica,se examinó

el efecto del tratamiento de hCGsobre la actividad de la en­



- 166­

_zimaen células de Leydig.Cuatro horas después de la inyec­

ción de 1D ug de hCG,la actividad de la HMG-CoAreductasa

aumentó aproximadamente un 100%sobre los valores controles

(Figura III.3).A tiempos posteriores (2h y 72 horas),se ob­

servó una marcada disminución en la actividad enzimática,

Coincidente con la depleción de receptores previamente des­

cripta y con la aparición "temprana" en la biosíntesis de

esteroides (118,276).Contrariamente,los animales tratados

con la dosis más baja de hÜG(2 ug),que sólo produce el blE

queo esteroidogénico "tardío",no mostraron cambios signifi­

cativos en la actividad de la reductasa a los tiempos medi­

dos (2h y 72 horas).

Para evaluar el Funcionamiento del camino esteroido­

génico entre la producción de mevalonato y colesterol,se in

cubaron células de Leydig de animales controles y desensioi

lizados (con 1 dosis de 1D ug de hCG) con 1hC-mevalonato en

presencia de aminoglutetimida 1 mM(que inhibe el metabolig

model colesterol),y se midió la incorporación del precur-.

sor radiactivo a los esteroles precipitables por digitonina.

Comose ve en la Figura III.h,las células desensibilizadas

luego de 72 horas de tratamiento,no mostraron ninguna die­
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minución en la incorporación de 1hC-mevalonato comparadas con

las células de Leydig de animales controles.También es evideg

te que no se produjo estimulación por el agregado de hCGen

ninguno de los dos lotes,probablemente debido a que los pasos

entre mevalonato y colesterol no estén sujetos a modulación

oor gonadotrofinas.

En otro experimento,1a incubación de células desensi­

bilizadas con mevalonato no marcado restauró parcialmente la

velocidad de producción de pregnenolona.Como se observa en la

Tabla III.1,el agregado de 1ÜÜug de mevalonato a células de­

sensibilizadas (derecha),restaur6 la producción de pregnenolg

na al mismonivel basal que en las células controles (izquieg

da),pero no aumentó la respuesta a la hCG"in vitro";tampoco

tuvo efectos adicionales sobre 1a esteroidogénesis en células

normales,cuando se compara con la producción de pregnenolona

en ausencia de precursores aoregados al medio de incubación.

En cambio, el agregado de acetato,no influenció ni la

actividad esteroidogénica de células de Leydig controles,ni

las de las desensibilizadas,apoyando la observación que de

las enzimas involucradas en los pasos desde acetato a meva­

lonato,al menos la HMG-CoAreductasa,está considerablemente



TablaIII.1.ProducciónoepregnenolonaporcélulasdeLeydigcontrolesyde­

sensibilizadasenlapresenciadeacetatoymevalonato.

IncubaciónCélulascontroles

Célulasdesensioilizadas

ng/1Ü6células/2h.

hCG (100ng)’+ Sinprecursor

++

exógeno13’s'5AD' Acetato

++

(1GBug)1a,2-3A5—
Mevalonato+

(1DGug)13,5-A42_

ng/1Ü6células/2h.

LosvaloressonelpromedioÏ D.S.(n=h). a:p<:Ü,ÜÜ1respectoalascélulasdesensibilizadasincubadasconacetatoo sinprecursorexógeno.
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inhibida por una dosis desensibilizante de hCG.

INFLUENCIA DE LAS LIPÜPRÜTEINAS TRANÉPÜRTADÜRAS DE COLESTEROL

EN LA DESENÉIBILIZACIÜN TESTICULAR.

La determinación de la presencia de receptores para LDL

y HDLen células de Leydig,permitió considerar la posibilidad

que las lipoproteinas,bajo ciertas condiciones,pudiesen prove

er el colesterol para la esteroidogénesis testicular.
Se utilizaron ratas desensibilizadas con 1 dosis de 1D

ug de hCG,las cuales tenian la lesión eszeroidogénica "tempra

na".En estos animales se habia observado que los receptores pg

ra LH/hCGestaban significativamente disminuidos a las 2h ho­

ras,y que a las 72 horas la reducción llegaba a menos del 10%

del total y luego había un retorno gradual a los valores con­

troles (118).La respuesta de pregnenolona a la hCG"in vitro"

estuvo reducida a las 1B y 2h horas y,como se observa en la

Figura III.5 Fue completamente abolida a las 72 horas.A este

mismotiempo,los niveles basales de pregnenolona también es­

tuvieron marcadamentedisminuidos,lo cual coincide con la r5

ducción máxima de receptores para LH.Comose vio en el parra

fo anterior,en tales células la actividad de HMG-CoAreductg
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Figura III.5.Producción in Vitro de pregnenolona por célu­
las.de Leydig_deanimales controles y trata­
dos con hCG,determinada 3 dias después del
tratamiento con 1Dug de la gonadotrofina.
Se midió la sintesis de pregnenolona a par­
tir de precursores endógenos,en ausencia o
presencia de hÜÜ ug de LDL o HDL,durante la
incubación con 100 ng de hCGen presencia de
cianocetona 1 uMy spironolactona 1D uMdu­
rante 2 horas a 3bDC.
Lu Figura contiene datos representativos de
uno de 3 experimentos con resultados simila­
res.Los valores son el promedio - D.S. de og
terminaciones por duplicado en 2 preparacio­
nes celulares distintas.
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sa era menor a 2h y 72 horas después de la administración de

hCG.

Estos resultados sugieren que la disminución en la prg

ducción de pregnenolona podria ser consecuencia de la activi­

. dad de la HMG-CoAreductasa disminuida.La Figura III.5 también

muestra que hubo una reversión parcial de la lesión cuando las

células de Leydig se incubaron en presencia de LDLo HDL,sien­

do ambaslipoproteinas igualmente efectivas si se las cqnside­

ra en cantidad de proteína agregada.En el mismolote experimeg

tal,tanto la LDLcomola HDLrestituyeron la producción de preg

nenolona basal a los mismosniveles que las ratas normales,pero

no restauraron la respuesta a la estimulación gonadotrófica.Es—

te último efecto podría estar relacionado a la disminución en

el número de receptores de LHobservado después de 72 horas de

desensibilización.

Estas observaciones indican que una pérdida importante

de receptores para LH,y presumiblemente de respuestas acopla­

das,es acompañadapor daños en enzimas esteroidogénicas que

incluyen a la HMG-CoAreductasa,y,posiblemente,a otros pasos

asociados con el metabolismo del colesterol en las células de

Leydig.
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RECEPTORES DE LIPÜPRÜTEINAS Y ACTIVIDAD DE HME:COA REDUCTASA

EN RATAS DESENSIBILIZADAS Y RESENSIBILIZADAS.

La administración de 1 dosis de 1D ug de hBG a ratas

adultas,es seguida por una pérdida de receptores para LHen

células de Leydig y de respuesta de AMPCy testosterona a la

estimulación "in vitro" con gonadotrofina.En cambio,una se­

gunda dosis de hCGa los dos dias posteriores a la primera,

aunque mantiene disminuidos los receptores para LHy respueg

ta de AMPC,permiterestituir la producción de testosterona
(75,78).

Para poder observar los efectos de 1 y 2 dosis de hCB

sobre el aporte de colesterol para la esteroidogénesis,se de

terminaron la actividad de la HMG-CoAreductasa y la unión de

las lipoproteinas a sus receptores en la célula de Leydig.

Para verificar que el tratamiento habia sido efectivo

se midieron,en las células,los receptores para LH/hCGy la

producción de testosterona en respuesta a la estimulación

con hCG.Enla Tabla III.2 se indican los valores obtenidos

que concuerdan con los datos previamente descriptos (75,78).

La Figura III.6 muestra la actividad especifica de la

HMG-CoAreductasa.Hubo una disminución tanto en animales de­



TablaIII.2.ReceptoresdeLHyproduccióndetestosteronaencélulasdeLex

digderatascontroleseinyectadascon1o2dosisdehCG.

ReceptorTestosterona

(fmoles/1Ü6célulasdeLeydig)(ng/1D6célulasdeLeydíg)

Basal+hBG

Control36.500i u.2oo' noi-1ousoi AZ 1dosis1.260Í 21ozoo_7zoo-22 2dosis1.270i 13o220i 21geoi 7a LosvaloressonelpromedioÏ 0.8.deincubacionesde3preparacionescelula resdistintas.
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Figura III.6.Activídad de HMG-CoAreductasa en extractos
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inyección de la gonadotrofina.
Los resultados son el promedio Ï D.S. de
incobaciones de 3 preparaciones celulares
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sensibílizados comoen los rasansibilizados respecto a los cog

troles.Cabe aclarar que estos resultados no sólo fueron obteni

dos con células de Leydig purificadas con un colchón de metri­

zamida al 11%,sino también con una subpoblación de células

(banda II) obtenidas por pasaje a través de un gradiente die­

continuo de la droga,las cuales son consideradas células de

Leydig maduras (28).Los resultados con animales desensihilizg

dos son similares a los descriptos anteriormente en este tra­

bajo.

Conrespecto a los animales resensibilizados,Calvo y

col. (78) sugirieron una reversión parcial de los bloqueos eg

zimaticos "tardios" generados en ratas desensibilizadas.A pe­

sar de ello y según se vio ahora,seguíria existiendo un bloque

o a nivel de la HMG-CoAreductasa luego de 2 inyecciones de

hCG.

En lo referente a la unión de lipoproteinas de alta

densidad (HDL)a membranas de células de Leydig,los datoe org

cesados según el‘análisis de Scatchard mediante un programa de

sarrollado en una computadora HP86 por el Dr. J.C.Calvo (Ins­

tituto de Biologia y Medicina Experimental) se indican en la

Tabla III.3.Se observa un aumento del número de sitios sin



TablaIII.3.Constantesdedisociación(Hd)ynúmerodesitios(BD)dela

uniónde125-I-h-HDLamembranasdeCélulasdeLeydigdera­ tascontroleseinyectadascon162dosisdehCG.

HdBU

(ngHDL/ml)(ngHDL/mgdeproteínademembrana)

Control152#03 1dosis1hh61D 2dosis168580 LosvaloresobtenidosfueronprocesadossegúnunanálisisdeSoatohardyutilizandoeldatodemáximacapacidaddeunión(MCU).
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cambios en la constante decfisociaci&1(Hd) tanto en los anima

les desensibilizados comoresensibilizados.

EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON h-APP SOBRE LA ESTERÜIDÜGENESIS

EN CELULAS DE LEYDIG.

La droga h-aminopirazolopirimidina (h-APP) bloquea la

liberación de lipoproteinas desde el higado hacia el torrente

sanguíneo y de esta forma reduce los niveles circulantes del

colesterol.Por esta razón,el h-APPse utilizó para estudiar

la colesterogenesis en tejidos extrshepÉZicos y para evaluar

la contribución del colesterol plasmático en la esteroidogé­
nesis de las gónadas y de la glándula adrenal (6,22,55,106).

Los experimentos presentados en esta parte del traba­

jo se realizaron para determinar los efectos del h-APPsobre

la función endócrina de las células de Leydig.

Luego de la administración de la droga a los animales,

los niveles plasmáticos del colesterol disminuyeron más que

el WD%.Esta disminución de 6h mg/1ÜÜml a 3,9 mg/1ÜÜml fue

acompañadapor una marcada reducción en la concentración sé­

rica de testosterona (aproximadamente92%) tal comose indl

ca en la Tabla III.h.Esta brusca declinación,llevó a determi
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Tabla III.h. Niveles séricos de culesterol,testosteruna y
LHy contenido hípofisario de LHen ratas no;
males y tratadas con h-APF.

Tratamiento

Control h-APP

[33333301 su i 7,1 (10) 3,9 i cum (1a)“.

TEÏÉÉÏEÏÏDM 3% 1“7a (1a) 28 i ¿”a (113)b

“(1133:1333 33 i 3',2 (1a) 12 —2,8 (19)b

LH “iDÜFiSaria 569 i 25 (19) sus i 2L. (2105(ug/hipófísís)

Los valores son el promedio
indicado entre paréntesis.
mp<0fl5
b:p<Ü,ÜÜ1

Ï D.S. del número de animales



nar la producción de testosterona “in vitro" por las células

de Leydig estimuladas con hCGen ratas normales y tratadas

con h-APP.LaFigura III.7 indica respuestas casi idénticas.

El hecho que las células del grupo tratado con h-APP tuvie­

ran el 50%de los receptores para LH/hCG(Figura 111.8) no

impidió que ambos lotes respondieran 15 veces sobre el ba­

sal a la estimulación máxima con hCG,con un valor de 95 ng

de testosterona/1C]6 células y un E05Ü de 50 pg de hCG (Ei­

gura III.7).

Ademásde la reducción del número de receptores pa­

ra LHen células de Leydig,se.pensó que era posible que el

tratamiento con h-APPprodujera otros efectos deletéreos

sobre el sistema endócrino.En efecto,contrariamente a lo

esperado,la LHplasmática disminuyó significativamente,y

además hubo un aumento en el contenido hipofisario de la

hormona(Tabla III.h),sugiriendo que la droga inhibe la

liberación de la gonadotrofina a la circulación general.

Ütra alteración observada fue la disminución de los receE

tores para prolactina en células de Leydig (Figura III.B).

Desde el punto de vista del aporte de colesterol pa

ra la sintesis de esteroides,un hallazgo interesante e
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Figura III.7.Producción de testosterona por células de Ley­
dig de ratas controles y tratadas con h-APP
(50 mg/Hgde peso corporal/día, 3 días) por in­
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con h-APP(50mg/Hgpeso corporal/dia,3 dias).
Panel sugerior:gráficos de Scatchard de los
datos de union obtenidos por incubación de
membranas de células de células de Leydig
con distintas concentraciones de hormonade
crecimiento humana(hGH).
Panel inferior:sitios de unión de LH/hCGen
cElulas de Leydig.
Los resultados son el promedio Ï 0.8. de in­
cubaciones porduplicado de 2 preparaciones.
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inesperado Fue que la actividad de la HMG-CoAreductasa tes­

ticular no varió despues del tratamiento con h-APP(Figura

III.9);en cambio,la enzima adrenal mostró un considerable au­

mento en su actividad cuando se bloqueó la secreción de lipo­

proteinas,tal comose habia descripto previamente (25).Estos

resultados indican que la HMG-BoAreductasa testicular,con­

trariamente a la de otros tejidos,no esta regulada por los

niveles de colesterol circulante. .‘

La otra fuente de colesterol esteroidogénico provie­

ne de las lipoproteínas,por lo que fue interesante estudiar

la regulación de la unión de HDLa células de Leydig de ani­

males inyectados con h-APP.La Figura III.1Ü muestra un grá­

fico de Scatchard de la unión de 125I-HDL.Hubo un aumento de

sitios receptores de 85 ng de proteina de HDL/mgde proteína

de membrana en el grupo control a 159 ng de proteína de HPL/

mg de proteína de membranaen el grupo tratado,sin cambios

en la constante de afinidad.

Anteriormente,se describió el efecto del agregado de

lipoproteínas al medio de incubación de células de Leydig de­

sensibilizadas (Figura III.5).Para poder examinar este modelo

experimental en una situación en la cual las células testicu­
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Figura III.9. Actividad de HMG-CDAreductasa en extrac­
tos de células de Leydíg y glándulas adrg
nales de ratas controles y tratadas con
h-APP (50 mg/Hg de pESU corporal/día,du­
rante 3 días).
Los resultados son el promedio Ï D.S. de
incubaciones por duplicado de 3 prepara­
ciones celulares distintas.
i :p<Ü,Ü1 respecto a su control.
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Figura III.1Ü.Análisís de Scatchard de la unión de 125I-h­
HDLa membranas de células de Leydig de ani­
males cuntrcles y tratados con h-APP (50 mg/
Hgde peso corporal/día,durante 3 días).
Se incubaron alícuotas de membranascelulares
con Varias concentraciones de h-HDLmarcada
(100 cpm/ng de proteína de HDL).
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lares también estuviesen depletadas de lipoproteinas,se inyec­

taron 10 ug de hCGel mismo dia que la primera dosis de h-APP.

Los resultados de la Figura III.11 demuestran la desensibili­

zación de los animales según se juzga por la producción de

_pregnenolona "in vitro" bajo estimulación con hCG.Tanto el a­

gregado de LDLcomo de HDLa los medios de incubación restau­

ró la producción de pregnenolona a los valores basales,pero a

diferencia del caso anterior,no restauró la respuesta hormonal;
0

REGULACION DE LA HMS-CDA REDUCTASA PUR FACTORES MÜDULATÜRIQÉ

INTRACELULARES.

Los trabajos realizados acerca de la regulación aguda

de la HMG-CoAreductasa hepática,indican que la enzima se mo­

dula por fosforilaciones y defosforilaciones.Por ello,se aio­

laron distintas Fracciones a partir de higado y de células de

Leydig,de acuerdo a técnicas previamente descriptas,y se incu

baron con microsomas de hígado y mitocondrias de células de

Leyoig comofuentes enzimáticas,como se detalló en Materiales

y Métodos.

La Figura III.12 muestra que la enzima hepática Fue m2

dulada tanto por los Factores homólogos comopor los heterfilg

gos tal como se esperaba.En cambio,la HMG-CoAreductasa tes­
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Figura III.11.Producción in vitro de pregnenolona por célu­
las de Leydig de animales tratados con h-APP
(5G mg/Hgde peso corporal/dia,durante 3 días)
y con h-APP + hCG,determinada 3 días después
de la inyección con 1D ug de la gonadotrofina.
Se midió la síntesis de pregnenolona a partir
de precursores endógenos,en ausencia o presen
cia de hÜÜug de LDL o HDL,durante la incuba­
ción con 1ÜÜng de hCG en presencia de ciano­
cetona 1 uMy spironolactona 10 uM,durante 2
horas a 3bQC.
La figura contiene datos representativos de 1
de 3 experimentos con resultados similares.
Los valores son el promedio Ï 0.8. de determi
naciones por duplicado en 2 preparaciones cg:
lularcs distintas.
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Figura III.12.Actividad de HMG-CoAreductasa en mitocon­
drias purificadas de células de Leydig y
en miorosomas de hígado de rata en presen­
cia de Factores modulatorios intracelula­
res.Alicuotas de las fracciones suboelula­
res obtenidas se inouharon con los activa­
dores (F y F ) y con los inhibidores (RH
y RH ) o teniÉos de células de Leydig e
hígaHo respectivamente,tal comose especi­
Ficó en Materiales y Métodos.Luego se deteg
mino la actividad de la HMG-CoAreductasa.
Los resultados son el promedio Ï 0.5. de ig
oubaoiones de 2 preparaciones celulares.
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ticular no varió su actividad en ninguno de los casos.

ÜTRÜS FACTORES REGULATÜRIDS DE LA ACTIVIDAD DE LA HME-CDA RE­

DUCTASA v DE LA FUNCION TESTICULAR.

Entre otros Factores hormonales,la prolactina y la in­

sulina intervienen en la regulación endócrina de las celulas

de Leydig y por ello se decidió estudiar si modulaban la ac­

tividad de la HMG-CoAreductasa de las células intersticialesm

La influencia de la prolactina sobre la enzima se de­

terminó en animales hipoprolactinémicos e hiperprolactinémi­

cos tratados comose indicó en Materiales y Metodos.La efec­

tividad de los tratamientos se puso de manifiesto por los va­

lores plasmáticos de prolactina (Figura 111.13).

El tratamiento con bromocriptina,que disminuyó considg

rablemente la prolactina sérica,y que según se describió (336)

también provoca una disminución en la testosterona sérica y u

na inhibición de la respuesta esteroidogónica,ocasionó una re

ducción en la actividad de la HMS-CDAreductasa (Tabla III.5)

En cambio,la hiperprolactinemia experimental,ya sea por admi­

nistración de prolactina (oPRL)o por tratamiento con sulpiri

da,no modificó la actividad enzimática.Tampocovarió la acti­
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Figura III.13.Niveles séricos de prolactina (PRL)en ani­
males controles(C),y tratados durante 9 dí­
as con bromocriptina(Br)(3 mg/Hgde peso cor
poral/dia) o sulpirida(S)(h3 mg/Hgde peso
corporal/día).
Cada barra representa el promedio Ï D.S. de
las determinaciones correspondientes a 1Da­
nimales,realizadas por duplicado.
*:p<Ü,ÜS
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Tabla III.5. Actividad especifica de HMG-CoAreductasa en
extractos de células de Leydíg de ratas con­
troles,hiperprolactinémicas e hipoprolactinÉ
micas.

Tratamiento Actividad específica
(pmoles/mg min)

Control 56 i 6,5

Prolactina 50 ug ¿+8 i 2,5
(ug/rata/día)

250 ug ¿.7 i u,2

son ug ¿.9 t 1,7

Sulpirida su i 0,7
(#3 mg/Hg peso/día)

. . + iBromocriptina AZ - h,1
(3 mg/Hg peso/día)

Los resultados son el promedio Ï D.S. de incubaciones de
3 preparaciones celulares distintas.
i:p<0fl5
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vidad cuando las células de Leydig fueron incubadas en presea

cia de 20 ug de oPRL(Figura III.1h)

Por otra parte,la diabetes experimental por estreptorg
tooina induce cambios en 1a función del testículo determinan­

do una menor producción de testosterona.Debido a ello,se decl

dió ver si el estado diabético provocadopor falta de insuli­

na modifícaba la síntesis de novo del colesterol en células

de Leydig,midiendo la actividad de la enzima regulatoria-del

camino.En la Figura III.15 se observa una disminución en la

actividad enzimática de las ratas diabóticas,a diferencia de

la actividad de la HMG-CoAreductasa adrenal que mostró un

aumento considerable.

Ademásde la prolactina y la insulina,hay observacio­

nes que sugieren que las hormonas tiroideas pueden afectar

la función endócrina del testiculo.Por lo tanto,se intentó
determinar si el hipotiroidismo y el hipertíroidismo expe­

rimental tenían alguna influencia sobre la HMG-CoAreducta­

sa de células de Leydig.

La mayoría de los trabajos sobre el eje tiroideo-tes

ticular se realizaron con animales adultos,pero no hay dudas

que la interrelación entre estas dos glándulas de secreción
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Figura III.1h.Actividad de HMG-CoAreductasa en extrac­
tos de células de Leydíg preincubadas en
ausencia (C) o presencia de 20 ug de pro­
lactina (Prl) a BADCdurante 3 horas.
Cada barra representa el promedio Ï D.S.
de determinaciones en 3 preparaciones ce
lulares distintas. —
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Figura III.15.Aotividao de HMG-CoAreduotasa en extrao­
tos de células de Leydig y de glándulas g
drenales de ratas controles y díabétioas
tratadas con estreptozotooína (1 dosis de
65 mg/Hgde peso corporal).Los animales
Fueron sacrificados 30 días después de la
inyección.
Cada barra representa el promedio Ï D.S.
de inoubaoiones de 3 preparaciones distintas.
a: p<ÍÜ,05 respecto al control
u: p<Ü,ÜÜSrespecto al control
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interna es afectada por la edad y que ocurren profundas alte­

raciones fisiológicas en el pasaje del estado prepuberal hacia

el adulto (277).Entonces,el modelo experimental elegido fue el

de ratas prepüberes sometidas a un tratamiento crónico hasta

_ el estadio de madurez sexual comose especifico anteriormente.

El tratamiento fue seguido por la inspección de la glág

dula tiroides y por la determinación de los niveles séricos de

TNT3 y TSH.LaTabla III.6 muestra que el grupo hipotiroideo

(Tx) tuvo significativamente disminuidos los valores de TL+y

T3 respecto al control,con un aumento en la TSH.E1grupo hi­

pertiroideo (Hr) presentó un aumento de Th y T3 y una dismi­

nución significativa en el nivel de TSH.Aunqueno se realizó

un control de captación de alimentos por parte de los anima­

les en estudio,la duración de los tratamientos Fue lo sufi­

cientemente prolongada comopara asegurar estados patológi­

cos bien establecidos (311,312). .

La actividad de la HMG-CoAreductasa disminuyó sig­

nificativamente tanto en los animales hipo comohipertiroi­
deos (Figura III.16).En cambio,la preincubación de las cé­

lulas de Leydig con Th 10-5 Mno modificó la actividad en­

zimática respecto al control (Figura 111.17).



TablaIII.6.NivelesséricosdeT,T3yTSHenratas.controles([3),hipotiro’¿

deas(Tx)ehipertiro1deas(Hr).

Tratamiento

Tu5,2Í0,91,1_o,51u,1i3,u

(ug/dl)

T31u2i1a58i15°207Isu
(ng/dl)

TS“297i66A392i1220“176i67a

(ng/ml) LosvaloressonelpromedioÏ D.S.dedeterminacionesen6animales. a:p<:Ü,05 b:p<Ü,ÜÜS

-c:p<Ü,ÜÜ1
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Figura III.16.Aotividad de HMG-CoAreduotasa en extrao­
tos de células de Leydíg obtenidas de a­
nimales controles (C),hipotiroideos (Tx)
e hipertiroideos (Hr) tratados comose
describión en Materiales y Métodos
Cada barra representa el promedio - 0.8.
de inoubaoiones de 3 preparaciones.i:p<Üfl5
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Figura III.17.Potividad de HMG-CoAreduotasa en extrac­
tos de células de Leydíg preincubadas en
aus ncia (C) o presencia de tiroxina (Th)
1D M,a BAQCdurante 3 horas.
Cada barra representa el promedio Ï D.S.
oe incubaoiones de 3 preparaciones celu­lares distintas.
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Para correlacionar los resultados obtenidos con la sig

tesis de testosterona,se incubaron células de Leydig en pre­

sencia de 0-5 ng de hLHy se midió la producción del andróge­

no y del AMPCliberado al medio de incubación.

En la Figura 111.18 se observa que los animales hiper­

tiroideos presentaron un basal de testosterona aproximadamente

3 veces mayor que los controles,con una respuesta máximasimi­

lar,en concordancia con el AMPCliberado (Figura III.192.Res­

pecto al grupo hípotiroideo,mostró el mismovalor basal que

los controles con una respuesta máximade testosterona neta­

mente disminuida (Figura III.18),pero no hubo variaciones en

la liberación del nucleótido ciclico,comparado con los contro

les (Figura III.19).

Tambiénse cuantíficaron los niveles séricos de testog

terona en los mismosanimales,observándose que,tanto los hipo

tiroideos comolos hipertiroideos, tenian las concentraciones

circulantes significativamente disminuidas respecto a las ra­

tas controles (Figura 111.20).
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Figura III.1B.Producción de testosterona por células de Le
dig de ratas controles (C),hipotiroideas (Tx%
e hipertiroideas (Hr) tratadas comose descri
bió en Mate iales y Metodos.Las células de Lex
dig (2 x 1D células/incubación)se incubaron
en-presencia de distintas concentraciones de
hLH.
Cada punto es el promedio de valores de incubÉ
ciones por triplicado.
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Figura III.19.Producci6n de AMP por células de Leydig oe
ratas controles ( ),hipotiroideas (Tx) e hi
pertiroideas (Hr) tratadas comose describió
en Material s y Métodos.Las células de Ley­
díg (2 x 1D células/incubación),se incuba­
ron en ausencia (Ü) o en presencia de 1 y 5
ng de hLH.
Cada barra representa el promedio Ï D.S. de
valores de incubaciones por triplicado.



- 203­

600­

xq C) CD
I J

(ng/100ml) (A)5C10) oooo oooo lIIT

1

Testosteronasérica N CD C3
Ï

100 l

Figura III.20.Nive1es séricos de testosterona de ratas
controles (C),hipotiroideas (Tx) e hiper
tiroideas (Hr) tratadas comose indicó _
en Materiales y Métodos.
Cada barra representa el promedio Ï D.S.
de determinaciones en 6 animales.
t:p<Üfl5
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DISCUSION

La sintesis de testosterona en las células de Leydig,

requiere al colesterol comoun precursor no sólo necesario,

sino obligatorio, y la deficiencia del mismoconducirá ineul

tablemente a una función endócrina del testículo alterada.

Por lo tanto, se decidió estudiar la regulación del aporte

del colesterol para la sintesis androgénica en la rata, bajo

distintas condiciones experimentales. ’h

El estudio de la hiosintesis gg_gg!g llevó necesaria­

mente a considerar a la enzima regulatoria del camino, la

HMG-CoAreductasa, y por otra parte, la descripción en este

mismotrabajo, de receptores para lipoproteinas en células de

Leydig, condujo a intentar dilucidar su modulación y su proba

ble importancia en la esteroidogénesis de las gánadas del ma­

cho adulto.

En primera instancia, la HMG-CoAreductasa mostró un

ritmo círcadiano de actividad, que difiere a los descriptos

para otros tejidos de distintas especies de mamíferos. En la

glándula adrenal de la rata existe un ciclo diario con un p1­

co de actividad cerca de medianoche, que ocurre 3 - 5 horas

después de la mayor concentración plasmática de corticoeste­
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roides (25).

Este aumento en la actividad enzimática que sigue a

las concentraciones sanguíneas máximasde esteroides adrena­

les, puede representar un mecanismopor el cual la glándula

reemplaza el colesterol celular que se consumiópara la ein­

tesis de hormonas. En el caso de la adrenal de hamster, se DE

servaron variaciones sincrónicas en la actividad de la HMG­

CoAreductasa y las concentraciones de corticoesteroides'pleg

máticos, con los máximoscoincidentes aproximadamente a las

19 horas, sugiriendo que la secreción de esteroides por la a­

drenal de hamster, utilizaria'principalmente el colesterol

sintetizado de novo (225).

En el testículo de rata, también existe una variación

diaria en la secreción de testosterona, pero, a pesar de que

hay divergencias respecto a la hora que ocurre la mayor eecrg

ción, varios autores encontraron un pico máximoentre las 1D

y las 13 horas (31, 21D, 261, 361, 363). En este trabajo, se

vió que la actividad máxima de la HMS-CDAreductasa testicu­

lar ocurre alrededor del mediodia, lo cual representaría un

caso similar al descripto para la edrenal de hamster.
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La hormonaluteínizante es el Factor trófico principal

para las células de Leydig. Por ello, se decidió estudiar su

efecto sobre la HMG-CoAreductasa y las lipoproteínas trans­

portadoras de colesterol, utilizando comomodelo experimental

la desensibilización y la resensibilización testicular. Con

la dosis menor de hCG(2 ug) que produce la lesión esteroido­

génica " tardía " (a nivel de la 17-hidroxilasa y 17,20-desmg

lesa), la actividad de la reductasa no tuvo modificaciones,

pero la dosis mayor (1D ug), que genera lesiones antes de

pregnenolona, Varió la actividad respecto al control pero no

indujo cambios en las enzimas entre mevalonato y colesterol.

La existencia de una lesión en la HMG-CoAreductaaa,

se corroboró cuando el agregado de mevalonato, pero no de ace

tato, restauró la producción basal de pregnenolona en células

desensibilizadas. En cambio, ninguno de los dos sustratos au­

mento la respuesta a la hCG" in vitro ", ni influencíó la ag

tividad esteroidogénica de las celulas controles. La ausencia

de algún efecto de acetato o mevalonato sobre la producción

de pregnenolona en estas células controles, puede deberse a la

dificultad de modificar los depósitos metabólicos normales ig

tracelulares de esos precursores por agregado de compuestos
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exógenos.

El hecho de que el meValonato permite a las células de

animales desensibilizados restituir su nivel basal de pregne­

nolona pero no la respuesta a la hCG" in vitro ", y además,

Vque el agregado de LDLo HDLsólo restaure parcialmente la

producción del esteroide al estímulo gonadotrófico, sugiere

la presencia de un defecto adicional en el metabolismo del

colesterol. ,
La acumulación de este metabolito en mitocondrias de

células desensibilizadas apoya esta hipótesis (1h). Efectiva

mente, Hattori y col. (172) describieron recientemente le

existencia de un Factor proteico inhibitorio lábil al calor,

que está presente en las mitocondrias de células de Leydig

normales y que es marcadamente activado por tratamiento con

hCG. Esta sustancia modula competitivamente al complejo enzi

mático que escinde la cadena lateral del colesterol, especi

Ficamente afectando el transporte electrónico entre uno o más

componentesde la cadena, contribuyendo a la lesión esteroidg

génica " temprana " y sirviendo como un regulador endógeno de

la biosíntesis de hormonasesteroides.

En resumen, una dosis desensibilizante de 1G ug de hCG
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produce, en las células de Leydig de la rata, lesiones en por

lo menos cuatro enzimas del camino biosintético desde acetato

hasta testosterona, a saber : HMG-CoAreductasa, sistema de

clivaje de la cadena lateral del colesterol, 17,20-desmolasa

' y 17-hidroxilasa. En cambio, el tratamiento de los animales

con una segunda dosis de 10 ug de hCGrestaura la respuesta

esteroidogénica aún con bajos niveles de receptores y de prg

ducción de AMPcíclico. .'

Calvo y col. (7B) demostraron que hay una reversión

parcial de las lesiones de 17,20-desmolasa y 17-hidroxilasa.

Sin embargo, los resultados presentados aqui demuestran que

sigue existiendo un bloqueo en la HMG-CoAreductasa de las r9

tas resensibilízadas. Este dato, junto con el aumentodel nú­

mero de sitios receptores para HDLen las células de Leydig

de animales tratados con 1 6 2 dosis de hCG, sugieren que las

células, al tener disminuida su síntesis endógenade coleste­

rol,tenderían a mantener la provisión normal de este precur­

sor esteroidogéníco, aumentandoel aporte del colesterol ex­

tracelular mediante un incremento de la unión de las lipoprg

teínas plasmáticas a la membranacelular, y una posterior eg

trada del mismoal citoplasma. De esta Forma, en las células
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desensibilizadas, el colesterol se acumularía en parte como

tal y en parte comopregnenolona debido a los bloqueos enzi­

máticos posteriores. En cambio, en las células resensibilizg

das, al revertirse parcialmente las lesiones de la 17,20-des

molasa y 17-hidroxilasa, el precursor originaria una mayor

producción de testosterona sin necesidad de un aumento pre­

vio de AMPcíclico.

La disminución de la HMG-CoAreductasa inducida por

hormonas puede ser debida a inactivación de esta enzima por

una fosforilación dependiente de AMPcíclico que sigue a la

fase inicial de estimulación con grandes dosis de hCG, o bien

a camoios en la cantidad de enzima como Fue propuesta por

Azhar y col. para el ovario (20).

La depleción paralela de receptores para LHacentua­

ria la actividad enzimática reducida debido a la pérdida del

soporte trófico de la hormona. Esta disminución mediada por

receptor en la actividad de HMG-CoAreductasa, y el aumento

a las h horas después de una dosis de hCG, indican que la eg

zima está sujeta tanto a regulación aguda comocrónica por gg

nadotrofinas, resultados que agregan un paso adicional para

la modulaciónde la síntesis de testosterona en células de
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Leydig.

Por otra parte, el h-APP, que disminuye drásticamente

los niveles de colesterol plasmático, ha sido una herramienta

útil para estudiar la importancia relativa de la síntesis gg

. novo intracelular y del aporte extracelular del colesterol

lipoproteico para la biosíntesis de esteroides.

El tratamiento de los animales con la droga, provocó

un aumentode la sintesis de colesterol endógeno, a partir de

precursores,en glándula suprarrenal y ovario pero no en el

testículo de la rata (9), lo cual está de acuerdo con resulta

dos de este trabajo en que la.HMG-CoAreductasa testicular, a

diferencia de la adrenal, no modificó su actividad al dismi­

nuir la concentración de colesterol circulante.

La brusca disminución en la testosterona sérica en las

ratas tratadas con h-APPsería, a primera vista, consistente

con que las lipoproteinas proveerían el colesterol a las cé­

lulas de Leydig para la síntesis de andrógenos. La determina

ción de receptores para LDLy HDLapoyaría esta suposición.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio indican

que las extrapolaciones de la reducción en el colesterol plag

mático comodebidas a una esteroidogénesis testicular dismi­



-_211­

nuída, deben ser tomadas con precaución. No se puede excluir

que la administración de h-APP a los animales provoque otras

alteraciones sobre el sistema endócrino,ya que no sólo ae og

servó una disminución en la LHsanguínea, sino también en el

númerode receptores para la gonadotrofina y para prolactina

en las células de Leydíg.

La disminución en 1a LHcirculante es contraria al ag

mento esperado debido a la retroalimentación negativa para

la testosterona disminuida. La explicación para esta discre­

pancia aparente la dió el descubrimiento del aumento signif¿

cativo en el contenido hipofïsarío de LH, sugiriendo que el

h-APPinhibe la liberación de la hormonaa la circulación,

de la misma forma que ocurre con las lipoproteínas en el hi­

gado.

En un trabajo reciente, Blank y col. (AE) demostraron

que una dosis baja de b-APP (5 mg/Hg de peso corporal) reduci

a marcadamenteel colesterol sérico pero no alterabaloanivg

les circulantes de LHy testosterona, a diferencia de lo ob­

Servado en este estudio con dosis elevadas (50 mg/Hg de peso

corporal) que causaron reducciones paralelas de ambas hormo­

nas. De esta manera, parece que la secreción de testosterona
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bajo administración de la droga, sólo es alterada cuando tam

bién disminuye la secreción de gonadotrofina.

La manutención de la respuesta de testosterona " in vi

tro " por estimulación con hCGen los animales tratados con

. h-APP, coincide con los experimentos " in vivo " de Blank y

col. La disminución del 50 % en el número de receptores para

LHen ratas hipocolesterolómicas,no impidió las respuestas

normales debido a que las células de Leydig poseen un gran ng

mero de receptores en exceso (BD). Por lo tanto,la reducción

en la producción de testosterona seria una consecuencia direE

ta del nivel circulante disminuido de LHy ocurriría indepen­

dientemente de la concentración plasmática de colesterol.

Además, el hecho que una dosis baja de h-APP (AE) dis­

minuyala provisión extracelular del esterol sin alterar la

LH, ni la testosterona ni la respuesta del testículo a la hBG,

indica que este órgano es capaz de mantener la producción de

andrógenos a partir de precursores endógenos.

Todos estos resultados, en conjunto con la observación

de que la HMG-CoAreductasa de células de Leydig de animales

hipocolesterolémicos no varia su actividad, apoyan las conclu

siones de los experimentos clásicos de Morris y Chaikoff (266)
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de que en el testículo de la rata, el colesterol biosinteti­

zado de novo es el sustrato primario para la sintesis andro­

génica, contrariamente a lo que sucede en otras glándulas eg

teroidogónicas. Esta diferencia puede atribuirse a las cantl

dades absolutas de esteroides producidos por los distintos

órganos,ya que la secreción de estas hormonas por las adreng

les y ovarios luteinizados de la rata es aproximadamentecin

co veces mayor que la del testículo. .

Las diversas anomalías moleculares provocadas por el

h-APP, hicieron considerar en que forma la droga podía alte­

rar la unión de las lipoproteínas a las células de Leydig.

Se observó un aumento en el número de receptores para HDLsin

cambios en la afinidad, resultado que concuerda con la des­

cripción previa para la unión de LDLa la glándula adrenal

(213). Este aumento de receptores puede representar una res­

puesta de la celula ante la disminución de los niveles circu

lantes de lipoproteínas que afecta el aporte extracelular de

colesterol.

Tambiénse investigó la relación entre lipoproteínas y

esteroídogénesis cuando ratas desensibilizadas (1D ug de hCG)

se trataron simultaneamente con h-APP.Losanimales deseneibi­
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lízados restauraron parcialmente la respuesta a la hCG" in

vitro " en presencia de LDLy HDL, en cambio, con la dosis

conjunta de h-APP, a pesar de recuperarse el nivel basal de

pregnenolona, no hubo respuesta ante el estimulo gonadotrófi

- co. Probablemente ello pudo deberse a que en esas ratas, la

desensibílización en términos de depleción de receptores, fue

más severa debido a que, además de la reducción en los sitios

de unión para LHproducida por la inyección de hCG, el Q-APP

por si mismo produjo una disminución adicional del 50 % en

esos sitios de unión. De esta forma, parecería que la respues

ta esteroídogénica de las células desensíbilízadas a la esti­

mulación aguda por hCB, no está limitada por la disponibili­

dad de colesterol sino que dependería del estado hormonal de

la célula de Leydig.

Los resultados de producción de pregnenolona en presea

cía de lipoproteinas, mostraron que tanto la h-LDLcomola h­

HDLFueron efectivas en estimular la producción del esteroide,

lo cual está de acuerdo con la descripción de receptores para

ambas lipoproteínas en células de Leydig. Sin embargo, al sig

nificado Fisiológíco de la acción de la LDLsobre los tejidos

esteroidogénicos de la rata es cuestionable, ya que, en este
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mamífero, el colesterol es transportado a través del torren­

te sanguíneo, principalmente por la Fracción de HDL.

Desde otro punto de vista varios grupos de trabajo, E

tilizando higado de rata (35, 37, 38, 56, 59, 153, 196, 197,

275), demostraron que la HMG-CoAreductasa está modulada,

tanto " in vivo " como" in vitro ", por un sistema bicicli­

co comoel esquematizado en la Figura g (ver Introducción),

en el que intervienen Fosfatasas y quinasas que son regoladas'
reversiblemente. La HMG-CoAreductasa cuando está Fosforilada

es inactiva; cuando se deFosForila, se activa.

Estudios publicados sobre la regulación de la enzima

en tejidos esteroidogénicos, realizados principalmente en

glándula adrenal de hamster (223, 22h), demostraron la preseg

cia de dos factores : uno activador y el otro inhibidor de la

actividad enzimática, con propiedades similares a los descrip

tos en higado de rata. '

Unode los objetivos de este trabajo Fue la dilucida­

ción de la existencia de Factores modulatorios en células de

Leydig de rata. Para ello se purificaron parcialmente distin­

tas fracciones a partir de higado de rata y de células de Lev

dig. Los resultados indicaron que tanto los Factores aislados
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de higado comolos de células intersticiales, modularon a la

HMS-CDAreductasa hepática en la forma conocida. En cambio,

la reductasa de células de Leydig no varió su actividad ni

con factores hepáticos ni con los propios.

Cabe recordar en este punto lo que ya se describió an

teriormente acerca de que la HMG-CoAreductasa testicular es

té unida a la membranainterna mitocondrial, a diferencia de

higado, adrenal y ovario en los cuales la actividad enzimáti
ca está asociada a los microsomas.

La importancia de ese hallazgo sobre la ubicación sua

celular de la enzima, clave en el camino biosintético del c2

lesterol, radica en que permite un nuevo enfoque para el es­

tudio de su regulación, ya que al situarse dentro de las mi­

tocondrías, la doble membranade estas organelas se transfer

maría en una barrera selectiva para los Factores modulatorios

citoplasmáticos imposibilitando que estos actúen en células

de Leydig.

Los datos_obtenidos apoyarian esta hipótesis, quedando

por resolver aün cuales son los mecanismosregulatorios intra

celulares de la HMG-CoAreductasa en células de Leydig, que

influiran Finalmenteen la sintesis del precursor obligato­
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rio de los esteroides testiculares.

Respecto a la regulación hormonal, ya se discutió de

que manera la enzima era modulada por la LH, pero también fue

de interés determinar, si la reductasa testicular podía estar

bajo control regulatorio por otros Factores hormonales.

Los resultados obtenidos mostraron que las ratas hipo­

prolactinémicas (por tratamiento con bromocriptina), que ha­

bían presentado testosterona sérica disminuida e inhibición

de la respuesta de las células de Leydig a la estimulación

por hCG" in vitro " (336), tenían, además,la actividad de la

HMS-Conreductasa gonadal disminuida. En cambio, los animales

hiperprolactinemicos (por administración de prolactina o sul­

pirida) no variaron la actividad enzimática respecto a los

controles. Tampocohubo cambios cuando las células de Leydig

se incubaron en presencia de prolactina.

Estas observaciones indicarían, que la deficiencia en

la producción de testosterona en ratas hípoprolactínémicas

puede deberse, en parte, al menor aporte del precursor obli­

gatorio proveniente de la biosintesis de novo. Sin embargo,

Ramachandray Bartke (292) demostraron en ratas que el trata

miento con bromocriptina producía un aumento en el contenido
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‘testicular de ésteres de colesterol, lo cual sugiere una inhi

bición del complejo enzimático que escinde la cadena lateral

del mismo. Por lo tanto, para que este compuesto se acumule

en el testículo, necesariamente debería haber una mayor entra

. da desde el plasma a expensas de un aumento en el número de

sitios receptores para lipoproteínas. Tal aumentode sitios

receptores, Fue observado en el ovario de ratas tratadas con

bromocriptina (28h). .

Los requerimientos de prolactina para una actividad

normal de HMG-CoAreductasa serian similares a los descriptos

para la S-CX-reductasa de próstata y tübulos seminíferos (29X

pero no se puede descartar algún efecto directo de la bromo­

criptína sobre la enzima, ya que se vió que la inyección ín­

tratesticular del agonista dopaminérgico, producía una dis­

minución en la producción basal de testosterona (336). Más

aún, la disminución en la actividad de la HMG-CoAreduc­

tasa, podría ser consecuencia de una simultaneidad de efectos

por bajos niveles plasmáticos de prolactina y acción directa

de la bromocriptina.

Por otra parte,en las ratas diabéticas se producen una

serie de cambios en la función testicular normal que conducen
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a una menor producción de andrógenos por las células inters­

ticiales. El estudio de las causas de esta disfunción deter­

minó el hallazgo de alteraciones en la producción de NADPHy

de un bloqueo enzimática a nivel de la 17-hidroxilasa (75,

v76). La medición de la actividad de HMG-CoAreductasa indicó

gue estaba disminuida, lo cual sugiere que además de las le­

siones mencionadas, también hay un bloqueo en la provisión

intracelular del colesterol. ..
Contrariamente, la enzima de adrenal mostró un consi­

derable aumento en su actividad,que concuerda con la hipersg

creción de glucocorticoides por la glándula en el estado dia

bético (11h). Está demostrado que en la adrenal, el coleste­

rol usado para la esteroídogénesis, proviene principalmente

de las lipoproteinas plasmáticas. En este caso, el aporte del

precursor, via lipoproteinas, no seria suficiente, por lo que

se necesitaria una sintesis intracelular aumentadapara pro­

veer a las células de 1a suprarrenal de la enorme demanda, de

Dido a la gran producción de esteroides.

Estos resultados sobre la actividad de la HMS-BOAre­

ductasa en ratas diabéticas, muestran otra diferencia entre

los mecanismosde regulación de la enzima del testículo res­

pecto a otros órganos productores de esteroides.
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Entre los factores estudiados en este trabajo, las dig

Funciones tiroideas también modularon a la HMG-CoAreducta­

sa de células de Leydíg. En animales hipotiroideos, la actiui

dad enzimática resultó disminuida comparada con los normales.

Al respecto, Guder y col. (16D) demostraron que en ratas tra­

tadas con 1311, la actividad de HMG-CoAreductasa hepática

era 50 %inferior que los controles.

Para poder relacionar el aporte del colesterol de novo

con la síntesis de testosterona, se incubaron células de Ley­

dig del grupo hipotiroideo con cantidades crecientes de LH.

Se observó una respuesta máximainferior a la de los animales

controles, sin cambios en la producción de AMPcíclico, lo

cual indica alteraciones posteriores a la formación del nu­

cleótido.

La demostración de que en ratas hipotiroideas haya una

acumulaciónintratesticular de colesterol (280), posiblemente

relacionada con el concomitante aumento del colesterol plasmé

tico (258, 358),_sugiere un bloqueo en la metabolización del

compuesto. Trabajos realizados en mitocondrias de adrenal de

rata, mostraron que la tiroidectomía afectaba la transforma­

ción de colesterol a pregnenolona,disminuyendo el consumode
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oxígeno, la actividad de la cadena hidroxilante (AZ) y la con

centración de citocromo P-ASÜ(269). Más aún, se describió

que los testículos de ratas hipotiroideas acumulanácido as­

córbico, y los autores suponen que ello se debe a que no pue

de ser utilizado en las reacciones de hidroxilación del cami

no esteroidogénico (9D, 280).

La síntesis disminuida de testosterona concuerda tam­

bién con la menor concentración circulante del andrógeno que

afecta la Fertilidad del macho (160, 2hL).

Indudablemente, la Falta de hormonastiroideas, provo­

ca una disminución en la sintesis de colesterol y de testostg

rona, pero no puede descartarse alguna acción directa de la

TSH,ya que los altos niveles circulantes en los animales hi­

potiroideos Favorecerían la unión con sus receptores en la cÉ

lula de Leydig, antagonizando de alguna manera el efecto esti

mulante de las gonadotrofinas (5).

En lo referente al hipertiroidismo, 1a medición de la

actividad de 1a HMG-CoAreductasa indicó que estaba disminui­

da en las células de Leydig de los animales tratados compara­

da con los controles,por lo que la biosíntesis de novo del cg

lesterol también tendría que ser inferior a lo normal.
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Sin embargo, al evaluar la respuesta celular a varias

concentraciones de LH, la producción de testosterona en las

ratas hipertiroideas presentó un valor máximocomparable a

los controles,pero el basal fue aproximadamentetres veces

l mayor. El perfil de liberación de AMPcíclico al medio de in­

CUbaciónse mostró similar al del andrógeno tanto en los valg

res basales comoen la respuesta máxima.

Estos resultados concuerdan con los trabajos de..

Schneider y col. (310),quienes demostraron que los testículos

de ratas adultas tirotóxicas producían más testosterona que

los controles cuando se incubaban en presencia de pregnenolo­

na. Estos autores también encontraron que no había variación

en los niveles de LHplasmática, sugiriendo la posibilidad

de algún efecto directo de Th sobre el testículo.
La biosíntesis de precursores de testosterona distales

a pregnenolona no canbió por el tratamiento con Th, por lo

cual esta hormonapodria ejercer su acción induciendo la 17­

(b-hidroesteroide deshidrogenasa microsomal, en una manera

análoga a la estimulación de adenosina trifosfatasa, una enzi

ma de membranay a la esteroide A h reductasa, otra enzima mi

crosomal.
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La inducción de la enzima está de acuerdo con la regu

lación de síntesis de RNAy proteínas por hormonas tiroideas.

De hecho, Oppenheimer y col. (278) detectaron un reducido ng

mero de sitios de unión para T3 en testículo de rata, tejido
' que se suponía refractario a la acción de las hormonas_tiroi­

deas.

Aunque los cambios " in vitro " no siempre se correlg

cionan con similares cambios " in vivo ", el hecho que haya

un valor basal de producción de testosterona aumentado, con

niveles plasmáticos del andrógeno disminuido después del tra

tamiento con Tu, implicaría que el metabolismo de la testos­

terona está aumentado. Hato y col. (209) encontraron que la

tirotoxicosis en ratas machos,conducia a un incremento en la

actividad de la ¿5-h asteroide reductasa para metabolizar tes

tosterona, confirmandotrabajos previos de otros autores (5h,

253, 291).

Por otra parte, el NADPHes un cofactor indispensable

para diversas reacciones de la esteroidogénesis, entre ellas,

el paso de colesterol a pregnenolona. El estudio de las enzi­

mas generadoras de NADPH: glucosa-G-fosfato deshidrogenasa,

E-fosfogluconato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa,
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mostró un aumentoen las actividades específicas de las tres,

en el testículo de ratas prepóberes y póberes tratadas duran­

te 30 días con 25 ug de Th diarios (16, 17), sugiriendo que

esas enzimas pueden estar influenciadas directamente por hor­

monastiroideas y no por gonadotrofinas y testosterona.

Aunqueno se haya realizado ningún trabajo al respec­

to, el hipertiroidismo también podria afectar, de alguns mang

ra, al paso regulatorio en la síntesis de testosterona,,o sea

el complejo enzimátíco que escinde la cadena lateral del co­

lesterol, sistema que está sujeto a modulaciónpor diversos

factores.

El hecho de haberse observado una disminución en la ag

tividad de la HMS-Conreductasa, lo cual implica menor produg

ción de colesterol, es contradictorio con el aumentoen la

sintesis basal de testosterona. Por lo tanto, es probable un
mayor aporte del precursor androgénico, a partir de las lipo­

proteinas plasmáticas, a través de una mayor captación por un

aumento en el número de sitios receptores para las mismas; es

ta hipótesis debe ser demostrada.

Si la disminución en la actividad de la HMS-CDAreduc­

tasa en el hipertiroidismo, era debida a un efecto directo de
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de las hormonas tiroideas sobre la misma, tal comose sugirió

para las enzimas generadoras de NADPHy para la 17- fi -hidro­

xiesteroide deshidrogenasa, la incubación de las células de

Leydig con TL+debia mostrar un esquema similar al observado

" in vivo " respecto a la actividad enzimática.

Los resultados demostraron que no fue asi, por lo tan

to, la HMG-CoAreductasa podria no estar regulada directamen

te por Th, al menos en Forma aguda. No puede descartarse.a1­

guna influencia en la regulación a largo plazo,ya que comose

mencionó, la enzimalimitante de la hiosintesís del coleste­

rol, puede ser regulada por fosfo-defosforilacíón, o por cam

bios en las velocidades de sintesis y degradación.

En resumen, los resultados obtenidos demuestran que

las disfunciones tiroideas generadas en la prepubertad, afeg

tan el correcto funcionamiento de las células de Leydig del

animal adulto, ya sea en 1a producción de testosterona o en

la sintesis de colesterol. Es claro, ademas, que concentracig

nes circulantes de hormonastiroideas distintas de las fisio­

lógicas, impiden que la HMG-CoAreductasa testicular desarro­

lle una actividad normal.
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QONCLUSIONES GENERALES
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EÜNSIDERACIÜNES FINALES

La sintesis de testosterona en el testículo de los mE

miferos ocurre luego de una serie de eventos intracelulares

sutilmente regulados, que comienzan cuando la hormonalutei­

| nizante (LH), secretada por la hipófisis anterior, se une a

sus receptores específicos en la membranade la célula de

Leydig. Para esta biosíntesis, es imprescindible que la celu

la disponga de cantidades adecuadas de colesterol, precursor

obligatorio de todos los esteroides.

Asimismo, está reconocido que, además de la LH, son ng

cesarias otras hormonaspara el correcto funcionamiento de

los caminos metabólicos esteroidogénicos gonadales.

En este trabajo se enfocó la atención sobre las fuen­

tes posibles de colesterol para la biosintesis de testostero­

na en las células de Leydig, ya sea via lipoproteínas plasmá­

ticas que lo transportan por la circulación general o a par­

tir de la biosintesis de novo intracelular. Se estudió espe­

cialmente a la enzima regulatoria de este camino, la 3-hidro­

xi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG-BoAreductasa)

y su modulación por múltiples Factores.
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Los datos obtenidos se resumen a continuación.

1) Se desarrolló una técnica para purificar las lipo­

proteinas marcadas con 125I y separarlas del trazador no in­

corporado, que se basa en la utilización de una cromatografía

en columna con un gel de poliacrilamida - agarosa.

2) Se detectó la presencia de sitios de unión de alta

afinidad para lipoproteinas de baja y alta densidad (LDLy

HDL)en células de Leydig purificadas y se determinaron,loe

parámetros cinéticos de la unión : temperatura óptima y tiem

po para llegar al equilibrio.

3) Los estudios realizados sobre la unión de las lipg

proteinas a sus receptores sugirieron que siempre es necesa­

rio tener en cuenta 1a maxima capacidad de unión (M.C.U) del

ligando al tejido en cuestión, para determinar los valores de

las constantes de afinidad (Ha). De no ser asi, dichos vaio­
res resultarian inferiores a los correctos.

h) Se determinó que la 3-hidroxi-3-metilglutaril coen­

zima A reductasa.(HMG-CoAreductasa), en celulas de Leydig,

está unida, principalmente,a la membranainterna mitocondrial,

a diferencia del higado, adrenal y ovario de rata, donde la

actividad enzimática está asociada al reticulo endoplasmático.
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5) Se describió la existencia de un camino mítocon­

drial de sintesis de colesterol a partir de acetil-CoA, que

conduce a una revisión de las extrapolaciones hechas para el

testículo a partir de datos obtenidos en otros tejidos.

6) Se descartó la Formación de cuerpos cetónicos en

células de Leydig ya que no se observó actividad medible de

HMS-CDAliasa.

7) La HMG-CoAreductasa testicular presentó un ritmo

circadíano con un pico máximode actividad al mediodia que

difiere de los ciclos diarios de la enzima hepática y de o­

tros órganos esteroidogénicos de rata y hamster.

8) En el fenómenode desensibilización testicular, se

describió una lesión adicional en el caminobiosintótico de

testosterona,a nivel de la enzimalimitante de la sintesis

del colesterol. No se observaron bloqueos en los pasos entre

mevalonato y colesterol. También se vió que la HMS-CDAreduc­

tasa es regulada no sólo en Forma crónica sino también aguda

por la hormonaluteinízante (LH), bajo tratamiento con canti­

dades elevadas de gonadotrofina coriónica humana (hCG).

9) La incubación de células de Leydig desensibilizadas,

con LDLo HDL,restituyó sólo parcialmente la producción de
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pregnenolona, sugiriendo un defecto adicional entre coleste­

rol y el esteroide, recientemente comprobadopor otros auto­

res.

1D) El tratamiento de los animales con dos dosis de

' hCGmantuvo la desensibilización de HMG-CoAreductasa, y ade­

más,la inyección de 1 6 2 dosis de la gonadotrofína aumentó

el número de sitios receptores para HDL.

11) Los resultados obtenidos sugerirían que el aporte

principal de colesterol para la esteroidogénesis en testículo

de rata, proviene de la síntesis de novo.

12) A diferencia con la HMG-CoAreductasa de otros te­

jidos esteroidogénicos, en las células intersticiales,la enzi

ma no estuvo regulada por retroalimentación por los niveles

de colesterol circulante.

13) Se definieron las causas por las cuales la droga

hipocolesterolémica h-aminopirazolopírimidina (h-APP), condu­

ce a una disminución en 1a síntesis de testosterona. Se demos

tró que ademásde producir sus efectos primarios, actúa a dis

tintos niveles provocandoalteraciones sobre el sistema endó­

crino, entre ellas, inhibiendo la liberación de LHhipofisa­

ria al torrente circulatorio y aumentandolos sitios recepto­
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res para HDLen células de Leydig.

lb) Se observó que existen factores fosforilantes y

defosforilantes citoplasmáticos en células de Leydig, que mg

dulan a la HMS-Conreductasa hepática de la misma forma que

sus propios factores, pero que no actúan sobre la enzima mi­

tocondríal de testículo, probablemente debido a su diferente

compartimentalización subcelular.

15) Ütra hormona que moduló a la HMG-CoAreductasa fue

la prolactina, ya que ratas inyectadas con bromocriptina pre­

sentaron una actividad enzimática disminuida. Sin embargo, no

se excluye un efecto directo del agonista dopaminérgico sobre

la enzima.

16) Los animales diabéticos, además de las lesiones ya

descriptas,que causan una disminución en la síntesis de tes­

tosterona, también presentaron un bloqueo en la HMG-COAredug

tasa testicular. Contrariamente,en la glándula adrenal, se

vió un aumento considerable en la actividad enzimática concor

dante con una hiperproducción de glucocorticoides.

17) El hipotiroidismo y el hipertiroidismo experimen­

tal en ratas prepúberes, afectaron la esteroidogánesis testi­

cular de estos animales sacrificados en el estadío de madurez
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sexual.

En el hipotiroidismo se encontró que habia una dismi­

nución en la actividad de HMG-CoAreductasa. Tambien se vió

una sintesis de testosterona menor que en los animales con­

. troles ante el estímulo gonadotrófico, lo cual puede ser la

causa de los niveles circulantes disminuidos del andrógeno.

En el grupo hipertiroideo, también hubo una inhibi­

ción en la actividad de la HMS-CDAreductasa. Sin embargo,

la incubación de celulas de Leydig durante cuatro horas con

Th, no modificó la actividad enzimática.
Los resultados " in vivo " son contradictorios con el

aumento en la producción basal de testosterona, por lo que se

propone que debe haber un aumento en la captación de las li­

poproteínas plasmáticas transportadoras de colesterol para

proveer el precursor para la esteroidogénesís.

De los párrafos anteriores se pueden inferir algunas

conclusiones generales.

La HMS-Cogreductasa de las células de Leydig de la r3

ta presenta varias diferencias comparadacon la enzima hEpáti

ca y con la de otros órganos esteroidogénicos tales comola

glándula suprarrenal y el ovario. Nosólo su ubicación suoce­
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lular es distinta sino también sus mecanismosde regulación,

característica esta última que bien puede ser consecuencia

de la primera. Tales diferencias en los mecanismosregulato­

tios incluyen experimentos con factores intracelulares, efeg

v to del h-APP, influencia de la diabetes experimental y ritmo

circadiano de actividad. Además, la enzima puede ser regula­

da tanto por la LH, como por otras hormonas tales como las

tiroideas, la prolactina, y también, probablementepor la ig
sulina.

Pero si la HMG-BoAreductasa tiene características dis

tintas, también las celulas de Leydig se diferencian de los

tejidos adrenal y ovárico respecto a la provisión de colestg

rol para la esteroidogénesis. Estos dos utilizan principal­

mente el proveniente de las lípoproteínas. En el testículo,

en cambio, predomina la síntesis de novo y la explicación tal

vez se encuentre en las mayores cantidades de esteroides que

producen la adrenal y el ovario cuando se comparan con la gó­

nada del macho.

Estos últimos resultados provinieron de experimentos

en los cuales se utilizó el h-APP, que si bien resultó una he

rramienta muyútil, también produjo efectos secundarios no es
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parados. Por lo tanto, los trabajos en los cuales se realizan

tratamientos con drogas, en general, y con el h-APP, en parti

cular, deben hacerse con precaución, ya que los efectos dele­

téreos ocasionados pueden conducir a una malinterpretación de

los datos observados.

Finalmente, si bien no existen dudas del papel funda­

mental de la LHen la estimulación de la esteroidogénesis en

las células de Leydig, las eVidencias indican que 1a produc­

ción de testosterona está moduladapor otras hormonas, entre

ellas, la FSH,la prolactina y la insulina. En este trabajo

se vió que concentraciones de-T3 y Tu diferentes de la fisio

lógica, además de modular a la HMS-CDAreductasa, indujeron

cambios en la producción normal de testosterona por las celu

las intersticiales. Esto apoya las observaciones que también

las hormonas tiroideas Formanparte de ese complejo multihog

monal que regula y mantiene el correcto funcionamiento de las

gónadas masculinas.

Pero, si bien es cierto que de este trabajo de Tesis

se puede llegar a tener en consideración alguna conclusión,

también es cierto que cada resultado probablemente genere más

de una pregunta a resolver. La veracidad o no de las hipóte­
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tesis planteadas a la luz de los datos obtenidos, sólo se com

probará con el decurso del tiempo. Tal vez nunca imaginó Aris

tóteles que después de sus estudios sobre castración en las

aves, transcurririan más de ZÜÜÜaños en los cuales hubo im­

portantes descubrimientos, que aún no terminan de dilucidar,

los mecanismosmoleculares que intervienen en la sintesis de

esteroides.

Recordando una vez más el pensamiento de Ramón y Cajal

" No hay temas agotados....... ", se puede pensar que mien­

tras el hombreno desista, los intrincados mecanismosextra

e intracelulares de regulación seguirán exigiendo el discerni

miento y astucia del cientifico, pues, aparte del Creador,

hay un único ente que conoce a la célula, y es, precisamente,

la célula misma.
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