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CONSIDERACIONES GENERALES

Uno de los atributos més importantes de los seres vi-
vos es, quizas, su complejidad y su alto grado de organiza-
cién. Cada una de las partes componentes de la materia viva
cumple una funcif6n vy ello es cierto no sblo en lo referente
a estructuras intracelulares tales como el nlcleo y la membra
na, sino también para los compuestos quimicos individuales de
la célula como son los lipidos, las proteinas, los hidratos
de carbono y los Acidos nucleicos, sienda legitimo preguntar-
se cual es la funcibn de cada malécula determinada y como se
ralacionan entre ellas. Adem&s, 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 caracteristica més extraordinaria de los se-
res vivos consiste en su capacidad de generar una réplica de
s{ mismos, reproduciéndose de generacifn en generacidn 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 mayoria de




los animales, la reproduccibn se realiza sexualmente mediante
la unibn de células especializadas denominadas gametas. Todas
las partes del complicado sistema reproductivo de ambos sexos,
se asocian para asegurar la eficiente unibén del évulo, produ-
., cido por los ovarios de las hembras, y del espermatozoide, ge
nerado por los testiculos de los machos,para el desarrollo
subsiguiente del 6vulo fertilizado y su transformacidén en un

nuevo individuo.

MORFOLOGIA TESTICULAR

El testiculo de los mamiferos consiste de dos compar-
timientos en yuxtaposicién; uno interno, no vascularizado,
que comprende los tlbulos seminiferos que, en conjunto con el
epididimo, forma una unidad funcional para la produccién, ma-
duracién y almacenaje de espermatozoides; y un segundo compar
timiento, altamente vascularizado, que rodea a los t{lbulos se
miniferos y que contiene, entre otros componentes del tejido
conectivo, las células intersticiales de Leydig en donde se
sintetizan las hofmonas androgénicas. La Figura a muestra un
corte de testiculo en el cual se observan las zonas menciona-

das.
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Estd bien determinado que las funciones de ambos com-
partimientos son reguladas por las gonadotrofinas hipofisa-
rias (158, 159) y ademas, estn interrelacionadas, ya que los
androgenos, que se definen como las hormonas que desarrollan
-y mantienen los érganos sexuales accesorios y las caracteris-
ticas sexuales secundarias masculinas, tienen importancia vi-
tal en los procesos de espermatogénesis (157, 357) y madura-
cibén de los espermatozoides (47, 122).

Esta definicibn de andrbgenos inmidica que en su ausen-
cia antes de la pubertad, las ca:acteristicas de la masculini
dad no se desarrollan, mientras que, si los mismos son elimi-
nados durante la vida adulta, las caracteristicas masculinas
establecidas regresionan.

El hecho que las células de Leydig estuviesen involu-
cradas en la secrecion de los andrbgenos testiculares, ha si-

do la razén fundamental del interés de estas células.

LA CELULA DE LEYDIG COMO FUENTE DE ANDROGENOS. EVIDENCIAS

HISTORICAS

Ya desde la antiglledad se conoce la importancia del

testiculo en la manifestacifn de las caracteristicas sexuales




secundarias del macho. Aproximadamente 300 afiocs antes de Cris
to, Aristbteles describe en forma concisa la influencia de la
castracibn de las aves y su diferente efecto segin la edad

del animal. M&s aln, llega a relacionar estos cambios con los
observados en los hombres castrados en edad temprana. Sin em-
bargu, transcurriria mucho tiempo antes que se diera comienzo
al estudio sistemftico del origen y accifn de los andrbgenos.

Durante casi dos mil afios se supuso que la regulacién
de las caracteristicas sexuales masculinas era mediada por
nervios que se extendian desde el testiculo hacia los organos
sexuales secundarios. Recién en 1849 Berthold (43) realiza el
que parece ser el primer experimento en endocrinologia. El ob
serva que testiculos transplantados ectopicamente en gallos
castrados, eran capaces de prevenir la atrofia de la cresta
de estas aves y concluye que la regulacibn es realmente ejer-
cida por el testiculo a través de la sangre.

Un afic después, Franz Leydig describe la presencia de
células intersticiales en el testiculo de varios mamiferos
(228). Mas tande otros autores especulan sobre posibles fun-
ciones de estas células sugiriendo que podrian aportar nu-

trientes para el tubo seminifero, producir una hormona mascu-




lina, almacenar productos hormonales producidos por el tdbulo,
eliminar sustancias nocivas que pudieran dafiar los tlbulos o
migrar al tubo seminifero para reemplazar a células de Serto-
1i envejecidas (294).

Nuevas evidencias aportadas por Bouin y Ancel en 1903
(52) parecen indicar efectivamente una funci6n endbcrina a
las células de Leydig, ya que sus caracteristicas histolégi-
cas y morfologia coinciden con las de aquellas células involu
cradas en procesos secretorios. S5in embargo, estas evidencias
podian ser interpretadas por otrqs mecanismos y en 1930, Stie

ve (334), que habia llevado a.cabo numerosos estudios histolf

gicos en células de Leydig de varias especies, concluye que

las mismas sblo nutren a las células del t{bulo y que éstas
son las gue realmente producen la hormona masculina. Es por
todo ello, que Rasmussen (294) en un extenso trabajo sobrg el
testiculo, sugiere que es necesario ser precavido con las con
clusiones extralidas de las evidencias experimentales.

Casi simyltaneamente se producen dos aportes signifi-
cativos para el estudio de la funcibn testicular. Por un lado,
Butenandt, en 1931 (74) obtiene el primer andrbgeno cristali-

no, la androsterona, y cuatro afios mas tarde, David (109) ais



la el andrbgeno més potente al que da el nombre de testosterog
na. Por otra parte se demuestra que la funcifn del testiculo
es controlada por hormonas hipofisarias (158, 159). Una de
las pruebas definitivas de que las células de Leydig son la

., principal fuente de andrbégenos se obtiene en 1958 (227, 359)
cuando se localiza a la enzima esteroidogénica 3- (b hidroxies
teroide deshidrogenasa mediante una técnica histogquimica.

No obstante, el desarrollo mas espectacular en el co-
nocimiento del mecanismo de secrecibn y accibn androgénica,
se produce en los Oltimos veinte afios,cuando la disponibili-
dad de isftopos radiactivos y.los avances realizados parale-
lamente en otras ramas de la investigacién biolbgica, permi-
tieron penetrar en los complejos mecanismos de la regulacién
intracelular.

La demostracidn concluyente de la funcibn endbcrina
de las células de Leydig se hace posible por el desarrollo de
un método que permite separar a las células intersticiales de
los tGbulos en testiculo de rata. Cuando los dos componentes
se incuban separadamente con progesterona radiactiva, se ve
que el tejido intersticial tiene preponderantemente la capacl

dad de convertir este sustrato a andrégenos, aln cuando el tu



bo seminifero también muestre alguna actividad (105), y tam-
bién Hall y col. demuestran que la conversifn de colesterol a
andrbgenos ocurre sdlo en el tejido intersticial (167). A pe-
sar de ello, muy pocas investigaciones se realizaron con los

. compartimientos celulares aislados. Recién en los (ltimos diez
afios, se aplican con asiduidad técnicas para la obtencibn de
distintos tipos celulares, que permiten obtener nuevos conoci-
mientos sobre la localizacibn de las enzimas involucradas en
la s{ntesis y metabolismo de esteroides testiculares.

Mucho se ha avanzado desde las primeras observaciones
de Aristbteles o desde los afioes en que Franz Leydig descubrie
ra las células que llevan su nombre. Actualmente estid clara-
mente establecido que la biosintesis de novo de andrbgencs
ocurre principalmente en la célula de Leydig, mientras que la
espermatogénesis se lleva a cabo en los tibulos seminiferqs.
También se ha avanzado en el conocimiento del mecanismo de ac
cidn de la gonadotrofina hipofisaria, que conduce finalmente a
la secrecibdn de testosterona, pero, a pesar de que se conocen
hoy una serie de factores hormonales que pueden regular la
funcién de las células de Leydig, aln persisten numerosos in-
terrogantes sobre los complejos mecanismos involucrados en lg

grar que esas cflulas sean esteroidogenicamente activas.
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MORFOLOGIA DE LA CELULA DE LEYDIG

La estructura de las células de Leydig muestra carac-
teristicas comunes en todos los vertebrados, con algunas di-
ferencias entre las especies (104). La Figura b muestra un
esquema de la localizacibn y estructura de las células.

La célula de Leydig tipica es poligonal, con un dia-
metro de 15 - 20 micrones. Estd rodeada por una tipica membra
na plasmatica, la cual forma numerosos pliegues o microvéllo-.
sidades.

Tiene un nicleo grande, esférico u ovoide con una, dos
y a veces tres nucleolos excéntricos. La cromatina remanente
se presenta como granulos distribuidos predominantemente ha-
cia la periferia del nlcleo, dando una apariencia de conside-
rable delgadez a la membrana nuclear cuando se la observa al
microscopio Optico. Como los nlcleos de otras células inters
ticiales no exhiben estos atributos, la estructura del nlcleo
de la célula de Leydig provee un medio de identificacibn muy
Otil.

La organela citoplasmatica mas prominente es el retf-
culo endoplasmatico liso, que consiste de ti{bulos membrano-

0
sos interconectados de 800 - 1200 A de diametro y que en la
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Figura b.Esquema que muestra la localizacibn y estructura de
las células de Leydig.
REL : Reticulo Endoplasmético Liso.
RER : Reticulo Endoplasmatice Rugoso.
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célula viva aparentemente forma una red. Existen también zo-
nas diseminadas de reticulo endoplasmatico rugoso en contacto
con el liso.

Hay un nlmero moderado de mitocondrias con crestas la-
melares y algunas tubulares. El complejo de Golgi esth bien
desarrollado y comunmente en un polo del nlcleo. Los elemen-
tos de Golgi consistende 4 - 6 sacos aplanados y juntos, con
pequefias vesiculas en su superficie. Dos centrfolos, perpen-
diculares uno del otro, estan ubicados en la regifin del Gol-
gi.

El citoplasma también .contiene gotas de lipidos, (de
los cuales, los ésteres de colesterol son los principales)
cristales de Reinke, microtiibulos 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,
26L4), ADN y ARN (202, 252), enzimas hidroliticas como lipa-
sas, estearasas y fosfatasas (113, 142, 190, 242, 243) y

enzimas oxidativas de diversos tipos (272).
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El Bcido ascbrbico parece ser un material constitutivo
de tejidos productores de esteroides. De hecho, la concentra-
cibn de esta sustancia es mayor en las células de Leydig, cor

teza adrenal y ovarios que en otras células del organismo.

REGULACION DE LA SINTESIS DE ANDROGENOS

La produccibn de andrfgenos por el testiculo de los
mamiferos depende de una serie de eventos intracelulares que
han sido estudiados extensivamente y que se desencadenan cuan
do la hormena luteinizante (LH) secretaoa por la hipbfisis an
terior, se une a receptores especificos de altas afinidad

10 M-1) ubicados en las membranas de las células de

(ka = 10
Leydig (82). Tales receptores exhiben alta especificidad pa-
ra LH y otras luteotrofinas, tales como hCG (gonadotrofina
coribnica humana) y PMSG (gonadotrofina de suero de yegua pre
flada), las que interactlan con los receptores para LH del
testiculo de rata. E1 contenido promedio del receptor de LH
en el testiculo de rata adulta es de 1 pmol/gr. equivalente

a 20.000 sitios ﬁor célula de Leydig. Sin embargo, s6lo nece-

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

respuesta esteroidogénica.
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La funcibn del gran exceso de sitios denominados " re-
ceptores de repuesto ", no se conoce y se postulé que pueden
favorecer la interaccifn del complejo hormona - receptor a ba
jas concentraciones de ligando y adem&s proveer sitios de re-
serva para reemplazar a aquellos utilizados o procesados como
consecuencia de la unifin de hormona endfgena durante el con-
trol fisiolbégico de la secrecibn de esteroides.

Después de la unibn a su receptor, el efecto més rapi-
do de la LH es inducir una reaccibn de acoplamiento, que in-
volucra nuclebtidos guanilicos, entre receptor y adenil cicla
sa que activa esta enzima.

En la presencia de iones magnesio, esta activacibn con
vierte ATP a AMP ciclico (AMPC) (81, 119, 120). E1 AMP cicli-
co resultante es degradado por una fosfodiesterasa, o se une
a la subunidad regulatoria de una proteina quinasa causando
la liberacibn de una subunidad catalitica. La proteina quina-
sa asl estimulada cataliza la fosforilacidn de proteinas in-
tracelulares que intervienen en la secuencia de reacciones
que conducen a la sintesis de esteroides (70, 208, 285). Sin
embargo, los mecanismos precisos de la accién de las protei-

nas fosforiladas en la biosintesis de testosterona, son aln
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desconocidos.

Las relaciones temporales de los eventos intracelula-
res indican que en la célula de Leydig intacta, los niveles
de AMF'C se elevan a los pocos segundos de la interaccidn hor-
. mona - receptor, y la produccifn de testosterona aumentada es
evidente a los 5 - 10 minutos.

La respuesta esteroidogénica de las células a la esti-
mulacién por LH es reproducida por coler&geno (activador .de
la adenil ciclasa) y por analogos del AMPC, y es potenciada
por inhibidores de la fosfodiesterasa. Esos descubrimientos
son consistentes con el hecho. que el AMPC es el segundo mensa
jero para la accibn gonadotr6fica. Sin embargo, la ocurrencia
de marcadas discrepancias entre curvas dosis - respuesta para
el AMPC y la produccibdn de esteroides durante la accidn hormo
nal en células de Leydig, luteales o adrenales, sugieren la
posibilidad de que existan mensajeros slternativos.

A pesar de que hay numerosas evidencias acerca de la
funcibn del camino adenil ciclasa - proteina quinasa durante
la acci6n tré6fica de LH, no se excluye que existen otras res-
puestas rapidas a la accifin hormonal, particularmente a nivel

de la membrana plasmatica.
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Tales factores, como cambios en el flujo ifbnico y dis-
tribucibn de calcio y alteraciones en el metabolismo y recam-
bio de fosfolipidos, podrian contribuir a los mecanismos por
los cuales las hormonas trbficas ejercen sus efectos agudos
y de 1largo plazo sobre la funcibn de la célula " blanco ".

Otro " mensajero " recientemente propuesto de la ac-
cibn de las hormonas peptidicas (inclufda LH) es el complejo
receptor - hormona internalizado, aunque el mecanismo e im-

portancia cuantitativa de este mecanismo aln no esté claro.

IMPORTANCIA DE PROTEINAS ESPECIFICAS EN LA BIOSINTESIS DE

TESTOSTERONA

Durante la activacidn hormonal, se produce sintesis
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 protefnas, hay una inhibi-
cibn manifiesta de la biosintesis de andrbgenos (95, 96, 199,
201, 256).

Existen pfoteinaa cuya presencia se observa después
de las dos horas de la estimulacifn con gonadotrofina, las

cuales pueden estar relacionadas con la regulacifn a largo
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plazo de la respuesta de la célula. Hay otras, con una vida
media muy corta (t,]/2 = 13 minutos) que se piensa estan invo-
lucradas en la regulacidn aguda de la esteroidogénesis (95).

También se ha detectado en tejido testicular (221) una
proteina termoestable gque une especificamente al colesterol
y se ha sugerido que podria cumplir alguna funcién en el
transporte del mismo, desde el espacio extramitocondrial al
intramitocondrial.

Ademas, se demostrb la existencia de un factor protei-
co termolabil en las mitocondrias de lzs células de Leydig
(172), que modula la actividad de la enzima que escinde 1la
cadena lateral del colesterol, disminuyendo la afinidad de 1la
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
teroidogénesis es inhibida, al menos parcialmgnte, luego del
tratamiento de las células con liposomas conteniendo anticuer
pos antiactina.

El requerimiento de los microfilamentos para el sumi-

nistro de colesterol a la mitocondria, parece ser condicidn
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necesaria pero no suficiente, ya que no existen evidencias de
gue el sistema de transporte de colesterol constituya la eta-
pa de velocidad limitante en el control de la esteroidogéne-

sis.

Recientemente se ha demostrado (24) que la LH promue-
ve la fosforilacién de cinco proteinas extramitocondriales
(17.000, 22.000, 24.000, 33.000 y 57.000 dalton). E1 curso
del tiempo de esta respuesta parece estar intimamente rela-
cionado con la ruptura de la cadena latz=ral del colesterol vy
con la produccifn aumentada de esteroides.

Una de estas proteinas (33.000 dalton) estéd presente
en la subunidad ribosomal 40 S y todo parece indicar que pao-
dria ser similar a la proteina ribosomal Sg, 1la cual se su-
pusoc que podia estar involucrada con la sintesis protelca au
mentada. Sin embargo, en células de Leydig, la LH no estimu-
la la incorporacién de aminoécidos a proteinas durante los
primeros treinta minutos de incubacifn, a pesar de que la fos
forilacion de 1la S es maxima a los cinco minutos de incuba-
cibn.

Posiblemente la sinteis de alguna proteina especifica,

por ejemplo, alguna de rapido recambio, requerida para la pTo
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duccibn de esteroides, estéd aumentada via fosforilacibn de
otras proteinas involucradas en la sintesis proteica.

Sin embargo, aln cuando la accibn de la LH sobre la
esteroidogénesis en células de Leydig es acompafiada por actl
vacibn de protefina quinasa, fosforilacién de proteinas y sin
tesis proteica aumentada, no se conoce de qué forma esas pTo
teinas estan relacionadas al paso limitante de la velocidad

en la produccidn de esteroides.

LOS FOSFOLIPIDOS COMO INTERMEDIARIOS EN LA ESTEROIDOGENESIS

Hasta unos pocos afios atras se habia dado muy poca
atencifn a la posibilidad de que los fosfolipidos pudieran
desempefiar algln papel importante en el mecanismo de accién
que conduce a la sintesis de esteroides.

Esto puede resultar sorprendente debido a gque desde
hace tiempo est& establecido que muchas enzimas esteroiddgé-
nicas residen en membranas fosfolipidicas y que una sustan-
cia lipofilica como el colesterol, tenga que interaccionar
con el citocromo P 450 en la membrana interna mitocondrial.

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

en la gléandula adrenal, un factor esteroidogénico inducido
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por ACTH, observaron que, ante la estimulacifn hormonal, ha=-
bfa un aumento de difosfoinosf{tido y trifosfoinositido, que

a su vez eran responsables del incremento en la interaccibn

entre el colesterol y el citocromo P 450.

En una serie de experimentos posteriores realizados
tanto " in vivo " como " in vitro " (131~ 137), se vib que el
aumento de fosfolipidos inducido por ACTH o AMPC era inhibido
por cicloheximida y puromicina, y requerias de la presencia

de Ca2+.

Ademas, con una concentracidn de ACTH de 1012

M, que
permitf{a una produccidn méxima de fosfoinositido, sblo se ob-
tuvo un 50 - 60 % de la respuesta esteroidogénica méxima, lo
cual sugiere que deben existir necesariamente otros factores
gue regulen la esteroidogénesis.

Otras evidencias que apoyan la hipbtesis gue los fosfag
lipidos desempefian una funcién mediadora en la sintesis de es
teroides fueron provistas por estudios realizados en otros te
jidos esteroidogénicos. Tanto en ovario (110, 111) como en cé
lulas de Leydig (233), se vio que la estimulacibn con LH pro-

vocaba un aumento de &cido fosfatidico, fosfatidilinositol y

palifosfoinositidos, y esos efectos de la LH eran blogueados
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por cicloheximida.

Por lo anteriormente expuesto pareceria claro que las
hormonas esteroidogénicas (ACTH y LH) promoverian, en sus &rga
nos blanco, la sintesis de novo de fosfatidato y cambios no-
. tables en el metabolismo de polifosfoinositidos.

Estos hallazgos permitieron suponer que los Fosfolipi
dos son intermediarios importantes en el mecanismo de regula-

citn de la biosintesis de esteroides.

BIOSINTESIS DE TESTOSTERONA EN LAS CELULAS DE LEYDIG

Actualmente no existen_dudas de gue los 6rganos este-
roidogénicos pueden convertir el colesterol a sus hormonas
esteroides especificas, es decir : corticosteroides en la
glandula adrenal (208, 232, 335), progesterona en el cuerpo
liteo (168, 249) y testosterona en el testiculec (166, 169).
Ademéas, la conversifn de colesterol a estas hormonas es esti-
mulada por las hormonas hipofisarias ACTH (208, 335) y LH
(168, 169).

El camino‘biosintético desde colesterol a testosterona
esta especificado en la Figura c. Como puede verse hay varias

alternativas posibles, entre ellas, la via A5 - intermedia-
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Figura c.Caminos metabblicos involucrados en la biosintesis de es-
teroides testiculares desde colesterol.%1:complejo enzimé-
tico que escinde la cadena lateral del colesterol;2:3
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rios (que involucra : pregnenolona, 17-hidroxi-pregnenclona,
dehidroepiandrosterona y androstenodiol) y la via Ab4-inter-
mediarios (progesterona, 17-hidroxl-progesterona y androste-
nodiona) (1, 34, 4O, 184, 193, 250, 302, 338, 350).

La velocidad de conversibén en testiculo de pregnenolo-
na a través de los caminos A4 6 A5, varia segin las espe-
cies animales,y probablemente el caminoc metabdlico que ocu-
rre en condiciones fisiolbgicas en todas las especies inclu-
ya estercides AL y A5 (88). En el testiculo humano la via
A 5 pareceria ser la més importante (365), a diferencia del
testiculo de rata donde predominaria la via A4 (302). Varios
investigadores observaron que en el testiculo fetal humano la
sintesis de testosterona puede ocurrir a través de pregnenc-
lona, dehidroepiandrosterona y androstenodiona (1, 191, 193,
250).

La conversifn de pregnenclona a testosterona, involu-
cra a las enzimas 3 ﬁ)-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17-c4
hidroxilasa, 17 < ,20-liasa y 17 ﬂ)-hidroxiesteroide deshidro
genasa, que estan ubicadas principalmente en el reticulo en-

doplasmético liso (193, 194, 195, 338, 353), lo cual justifi-
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ca que esta organela sea la més abundante en la célula de Ley
dig. Sin embargo, van der Vusse y col. (353) sugieren gque no
debe excluirse que parte de la actividad total de esas enzi-
mas esté asociada a las mitocondrias. Cabe destacar gue en

- particular la 17 & ,20-liasa y la 17 A -hidroxilasa estan re-
lacionadas con el citocromo P 450 microsomal.

A pesar que la testosterona es el andrgeno testicular
mas importante, existe una gran variabilidad de esteroides
endbgenos de acuerdo a las especies y al grado de desarrollo
(260). Por ejemplo, en el testicglo de ratas inmaduras, el
5 X —andrastang-3 &, 17 (5 diol y el 3 o -hidroxi-5 ¢X -andros-~
tan-17 ona (androsterona) est&n presentes en cantidades muy
superiores a la testosterona, mientras que esta Oltima se ha-
lla incrementada en el testiculo madure (220).

Se han hecho observaciones similares para las cant;da-
des relativas de testosterona y androstenodiona en el testicg
lo de toro, siendo este (ltimo esteroide cuantitativamente
mas importante en animales inmaduros, mientras que la testos-
terona lo es en animales adultos (230).

Las enzimas requeridas para la formacién de pregneno-

lona, asl como para su posterior conversifn a androstenodiona
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y testosterona estén localizadas fundamentalmente en las célu
las de Leydig. 5in embargo, algunas de estas enzimas han sido
localizadas en mas de un tipo celular (Tabla A).

En la Figura d se muestran algunos de los metabolitos
» que han sido identificados en tejide testicular de varias es-
pecies.

La etapa limitante en la biosintesis de testosterona
es el paso de colesterol a pregnenolona, que involucra una se
rie de enzimas que se canocen como " complejo enzim&tica que
escinde 1la cadena lateral del cplesterol ", Este complejo
enzimatico estad localizado en-la membrana interna mitocondrial
de todos los tejidos productores de esteroides (246, 267, 324,
343, 354), y estd constituido por citocromo P 450, una flavo-
proteina y una ferroproteina no heminica, requiriendo NADPH
y oxigeno molecular para las hidroxilaciones (117, 248, 25&,
257, 343).

La formacién de pregnenolona {y aldehido isocapraolcao)
a partir de colesterol, comprende algunos metabolitos inter-
mediarios que incluyen 20 o -hidroxi-colesterol, 22 R-hidro-
xi-colesterol y 20 (,22 R-dihidroxicolesterol (69, 71, 72,

73).
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El paso limitante de la velocidad en la produccifn de
esteroides testiculares es requlado por la LH y hay varlos me
canismos propuestos por los cuales la hormona trbfica podria
acelerar la ruptura de la cadena lateral del colesterol (246),
+ a saber : a) un incremento en la cantidad de NADPH, b) un au-
mento en la concentracién de colesterol libre por activacibn
de la colesterol esterasa, c) un aumento en la disponibilidad
del esterol promoviendo su transporte a la mitocondria por mg'
dio de una proteina transportadora, d) zctivacibn de algin
componente del complejo enzimétipo que escinde 1la cadena la-
teral del colesterol.

Mas aln, por trabajos realizados tanto en testiculo
(248) como en adrenal (324) y ovario (265), las hormonas hi-
pofisarias pueden modular la redistribucidn intramitocon-
drial de colesterol de tal forma de favaorecer la interacc?én
entre el esterol y el citocromo P 450 del complejo enziméatico.

Independientemente de cual sea el mecanismo regulato-
rio del paso limitante de la velocidad, esta perfectamente
claro que el colesterol cumple una funci6n de fundamental
importancia en el camino biosintético de andrfgenos testicu-

lares.
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EL COLESTEROL COMO PRECURSOR EN LA BIOSINTESIS DE ESTEROIDES

“E1l colesterol cumple dos funciones en las glandulas
esteroidogénicas. Por un lado, se encuentra no esterificado
en las membranas mitocondriales, membranas lisosomales, reti
' culo endoplasméatico y membranas plasmiticas de las células.
En todos los casos esté asociado con los fosfolipidos como
componente de una compleja arquitectura de membranas bialf-
gicas.

Por otra parte, como se explicd anteriormente, el co-
lesterol es un precursor obligatorio en la esteroidogénesis
y hay tres fuentes importantes del mismo para las c&lulas es-
teroidogénicas : 1) sintesis de novo, 2) colesterol de lipo-
proteinas y 3) depbsitos intracelulares de ésteres de coleste
rol. Obviamente la cantidad de sustrato disponible del " pool™"
de ésteres es dependiente de la actividad previa del proceso
de captacifp 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 -numerosos estu-
dios de incorporacidn de acetato al colesterol y productos

esteroideos por varias glandulas (45, 177, 288, 304, 332,
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335).

Sin embargo, la captacibn de colesterol de las lipopro

teinas es el medio principal por el cual las adrenales, ova-
rios y placenta adquieren el sustrato para la esteroidogéne-
. sis en varias especies, incluyendo el hombre (162). Aungue al
gunos trabajos recientes (41, 103) describen la existencia de
los mecanismos de captacién de lipoproteinas en testiculo, 1la
importancia relativa del colesterol extracelular no est$ ain

dilucidada totalmente en este tejido.

NOMENCLATURA, ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas plasmiticas son macromoléculas com-
plejas compuestas de m(ltiples proteinas (apolipoproteinas) y
subunidades lipidicas. Se clasifican de acuerdo a la densidad
gue tienen cuando estén hidratadas, en cuatro clases princi-
pales : guilomicrones (d < 1,006 g/ml), de muy baja densidad
(vLbL : d < 1,019 g/ml), de baja densidad (LOL : 1,019< d <
1,063 g/ml) y de alta densidad (HDL : 1,063<d<1,210 g/ml)
(198, 279). |

Las distintas clases de lipoproteinas difieren en el

peso molecular, en el contenido lipidico y en la composicidn
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proteica.

Las HDL pueden ser divididas en tres subclases. Las
mas abundantes en el hombre normal son la HDL2 v HDL3 (308).
La apolipoproteina A-I (apo A-I) es el componente principal
' en ambas subclases, pero también contienen Apo A-II y apo C.

Una tercera subclase denominada HDL, & HDL _ es la més impor-

1
tante en animales o en hombres que consumen grandes cantida-

des de colesterol (238, 240).

La apo E comprende un gran porcentaje de la HOL,., Es-

1
to es de una considerable importancia fisiolbgica pues las

lipoproteinas gue caontienen abo E son reconocidas por el mis
mo receptor que reconoce a apo B (239). La abundancia relati

va de las subclases de HDOL difiere entre las especies y en-

tre los sexos (11).

La funcifn fisiolégica de una lipoproteina estd deter
minada no por su densidad, sino por su apolipoproteina y la
cantidad y tipo de lipidos que lleva. En la mayoria de las
especies, més del 90 % del colesterol encontrado en la circu
lacién, esti en algln momento, ya sea tanto en la forma este-

rificada como en la no esterificada, asociado a LDL y a HDL.
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Las cantidades relativas encontradas en cada clase de lipo-
proteina difieren entre las especies. En el hombre mas del 60
% se encuentra en la LDL y sblo un 30 % en las subclases de
HDL, mientras que en la rata, la mayor parte del colesterol

. circulante estd asociado con las HOL (100, 174).

Estructuralmente las LDL y HDL estén formadas por un
nlcleo apclar de 1ipidos hidrofbbicos, basicamente ésteres de
colesterol y triglicéridos, rodeado por una monocapa polar de
fosfolipidos hidrofflicos, apolipoprotefnas (198, 279, 306) vy
colesterol libre (123). La Figura e muestra un diagrama de la
estructura y composicién de la LDL plasmatica.

El hecho de gue las apolipoproteinas de las lipoprotei
nas esten expuestas al plasma, facilita su interaccifn con en
zimas circulantes y con los receptores celulares.

La funcibn primaria de las lipoproteinas es transpor-
tar lipidos, incluyendo colesterol libre y esterificado, de
sus sitios de sintesis o absorcibn a sitios de utilizacibn o
catabolismo. Todas las células de los mamiferos requieren co-
lesterol como un componente estructural de membranas. Aunque
la mayoria de las células son capaces de sintetizar coleste-

rol, muchas acumulan el esterol necesario de las lipoprotei-
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nas circulantes (26, 150).

En las células no esteroidogénicas hay por lo menos
tres procesos de captacibn de colesterol : 1) intercambio co-
lisional (39, 289, 300), 2) pinocitosis (3, 218, 301, 333), vy

3) endocitosis absortiva mediada por receptor (64, 148, 325).

CAMIND METABOLICO DE LA LDL EN LAS CELULAS ND ESTEROIDOGENI-

CAS

Los trabajos pioneros de Brown y Goldstein (26, 64) en
fibroblastos humanos, demostraron que la captacif6n de coleste-
rol por endocitosis abscrtiva comprende tres hechos secuencia
les : unidén de lipoprotef{nas a la membrana celular, interna-
lizacibn y degradacifén lisosomal. Primero observaron que las
células somaticas poseen sitios receptores especificos en la
membrana, concentrados en sacos o pozos revestidos (" coated
pits ") que luego se internalizan formando vesiculas endoéit&
cas y que contienen las lipoprotefnas unidas al receptor (12,
13). Subsecuentemente, las vesiculas endociticas se fusionan
con los lisosomas, y las proteasas y esterasas degradan las
lipoproteinas, liberando colestercl no esterificado y amino-

acidos (151).
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El proceso endocitico requiere activo metabolisma ce-
lular y es completamente inhibido a 4OC o por inhibidores de
glucblisis y fosforilacibn oxidativa., Inhibidores de la fun-

cibn lisosomal, tales como cloroquina o cloruro de amonio,

. previenen el catabolismo de las lipoproteinas pero no inhiben

la unibn o la internalizacibn (151).

La captacifn de lipoproteinas en fibroblastos via "ca
mino de la LDL " origina tres consecuencias metabdlicas impog‘
tantes : 1) inhibicifn de la sintesis de colesterol celular
(60, 149), 2) estimulacibn de la'esterificaciﬁn de colesterol
intracelular (61, 152) y 3) reduccibn del nlmero de sitios re
ceptores para LDL debido a una disminucibn en su sintesis (63,

151).

EVIDENCIAS DE QUE EL COLESTEROL DE LIPOPROTEINAS ES UN SUS-

TRATO PARA LA ESTEROIDOGENESIS

Cinco lineas de experimentacibn documentan la importan
cia del colesterol transportado por las lipoproteinas en la
esteroidogénesis.

1) Estudios en los cuales se emplea la administracién

oral o endovenosa de colesterol y precursores de colesterol



-36 -

radiactivos, indican que el 80 % o mas del precursor esteroi-
dogénico en adrenal, ovario y placenta de tres especies, in-
cluido el humano, proviene de fuentes extracelulares (49, S0,
51, 115, 139, 176, 214, 241, 266, 331).

2) Otra linea 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 lipoprotei-
nas plasmaticas por tratamiento con 4-aminopiraszolopirimidina
(4-APP), un analogo de la adenina (178) o con 17 & -etinil es
tradiol (138, 175), debido a la inhibicibtn de la secrecifn o
al aumento del catabolismo de. las lipoproteinas hepéticas,reg
pectivamente.

Con el uso de cualquiera de las dos drogas los resulta
dos coinciden en sefialar una disminucibn de los ésteres de co
lesterol intracelulares, aumento de la sintesis de novo de co
lesterol debido a actividades especificas elevadas de la HMG-
CoA reductasa y disminuciéin de la sintesis de corticosterona
en adrenal y de progesterona en ovarig, ademas de una disminu
cidn de los esteroides circulantes (6, 22, 55, 57, 65, 106,

213).
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La administracibn endovenosa de lipoproteinas a los
animales tratados revirtié los efectos mencionados a 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 glandulas adrenales. Los experimentos realizados

utilizando 3H 0, para medir velocidades absolutas de coleste-

2
rogénesis, mostraron que tantoc en adrenal como en ovaria la
produccibén de esteroides era aproximadamente 4 - 7 veces mayor
que la cantidad de colestercl.aportada por la sintesis de no-
vo (10, 79, 183, 203, 286, 3u6).

4) Estudios recientes desarrollados en células ovari-
cas de rata, bovinas o humanas en cultivo, mostrarongque la se
crecifn de progestinas no se afectaba significativamente cuan
do en el medio de incubacibén estaba presente un inhibidor de la
sintesis de colesterol (297, 305, 312, 345).

5) La quinta linea de evidencia proviene de estudiar
los efectos de LDL o HDL socbre la esteroidogénesis y metabo-

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

lipoproteinas a esas células y de la captaci6n " in vivo " de
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lipoproteinas marcadas por las gléndulas especificas.

Los trabajos descriptos anteriormente demostrarian uni
vocamente que las lipoproteinas son una fuente importante de
sustrato esteroidogénico para la gléndula adrenal, ovario y
. nlacenta de varias especies.

Sin embargo, se debe tener cuidado en extender los con
ceptos discutidos a todas las glandulas esteroidogénicas o a
todas las especies, puesto que, en ciertos casos, los tejidos
esteroidogénicos pueden depender del colesterol sintetizado
de novo, como sustrato primario para la produccifn de hormo-
nas esteroides.

Un caso es el testiculo 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 llegb al 37 % de la del plasma.

En el caso de la adrenal de hamster, se observl una
muy alta actividad especifica de HMG-CoA reductasa en este te
jido, aproximadamente 20 - 30 veces mayor gue la medida en la
adrenal de rata y una velocidad de incorporacién 9 veces ma-

yor de °H de H,0 a los esteroles (222,225, 235, 287).Mas aln,




=30

el tratamiento de los hamster con 4=APP no redujo los ésteres
de colesterol intracelulares ni aumentb la actividad de la
HMG-CoA reductasa.

Todos estos resultados, permiten especular que el este
, rol biosintetizado de novo, seria la fuente mas importante

para la esteroidogénesis en la adrenal de hamster.

BIOSINTESIS DE NOVOD DE COLESTEROL

HMG-CoA reductasa : etapa limitante del camino biosintético

El estudio de la organizacién de los caminos biosinté-
ticos, en términos de la arquitectura celular, es funcifn del
conocimiento de las reacciones enziméticas constituyentes.

En lo concerniente a la sintesis de colesterol en las
células de los mamiferos, estd demostrado que la 3-hidroxi-3
metil glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa) (meva
lonato : NADP oxidoreductasa EC 1.1.1.34) que cataliza la
transformacién de HMG-CoA a 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 ubicacidén subcelular, funcibén y regulacidn de la
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HMG-CoA reductasa se realizaron en tejido hepatico, y luego
algunos hallazgos fueron verificados en la gléandula adrenal
y ovario, y aln cuando no fueron establecidos especificamen-
te, esos resultados se extendieron al testiculo.

La Figura f muestra un esquema de los pasos iniclales
de la colesterogénesis y de la cetogénesis a partir de acetil
CoA.

Las primeras observaciones de que existia algln punto
de regulacidn en la sintesis de colesterol son de 1933 (311)
y provienen de estudios en animales enteros. Hacia 1950 se
mostré que una dieta rica en colesteral disminuia su propia
sintesis (156) pero recién casi diez afios después, tres gru-
pos de trabajo identifican el sitio de regulacibn a nivel de
la HMG-CoA reductasa (68, 154, 326).

En la década del 70, algunos autores observaron cambios
en las actividades no sblo de la reductasa, sino también en
la acetoacetil-CoA tiolasa y en la HMG-CoAR sintetasa (36, 87,
337, 360), pero esgs cambios eran lentos e incompletos. Ademéas se
demostrd que en animales alimentados con colesterol habia va
riaciones en las actividades de la pirofosfomevalonato decar-

boxilasa, isopentenilpirofosfatoisomerasa, dimetilaliltrans-
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ferasa y escualeno sintetasa (155, 327). Aungue esas 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-CoA reduc-
. tasa, demostraron ser de importancia secundaria, por lo cual
la HMG-CoA reductasa se considera como el (nico punto de re-
gulacibn para la biosintesis del colesterol.

La enzima limitante de la colesterogénesis es una gli
coproteina intrinseca del reticulo endoplasmatico (146, 168,
259), con un peso molecular de 97.000 dalton y con el sitio
activo ubicado del lado citosfplico de la membrana (231).

Otra caracter{stica de la HMG-CoA reductasa gque tiene
un significado fisiolbgico, es que presenta un ritmo diario
de actividad paralelo al ritmo de sintesis de colesterol des-
de acetato, con un méximo de actividad hacia la medianoche y
un minimo al mediodia, coincidente en distintos tejidos coma
higado de ratén (207), hfigado (23, 316), intestino (318) vy
adrenal de rata (25).

Los cambios en la actividad de reductasa asociados can
el ritmo diario son, 21 menos en parte, debidos a variacliones

en la cantidad de enzima presente, como resultado de induccién
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y represion en la sintesis de la enzima (180, 181, 316). Sin
embargo,la existencia de variaciones ritmicas en la actividad
de HMG-CoA reductasa en otras especies, particularmente en hu

manos o en otros tejidos,no se conaocen.

Regulacifn de la HMG-CoA reductasa en tejido hep&tico

En términos generales, se han elucidado varios mecanis
mos de regulacién enzimatica en los caminos metabbdlicos, que
incluyen : modulacidn por efectores isostéricos y alostéricos,
regulacibn de la sintesis y degradacién Je enzimas, control
por retroalimentacin vy modif;caciﬁn covalente. Este (ltimo
mecanismo es el mas importante en la regulacién por fosfori-
lacidbn - defosforilacibn de varias enzimas del metabalismo ge
neral de la glucosa y se han caracterizado en varios siste-
mas diversas proteinas quinasas y fosfoproteinas fosfatasas
que actlan en la interconversién de los estados fosforilados
y defosforilados de las enzimas.

La forma fosforilada puede ser la especie activa o la
inactiva segin séa el caso.Como se explicd anteriormente, la
actividad de la HMG-CoA reductasa estd sujeta a regulacibn a

largo plazo por el colesterol y esos cambios se atribuyen a



- LY -

aumento o disminucibn en la sintesis de la enzima, mecanismo
que estd favorecido por la vida media corta de la reductasa
(aproximadamente 2 - 4 horas) (62, 295).

Sin embargo,la disminucifn répida inicial de la reduc
' tasa, observada en ratas alimentadas con colesterol, en susen
cia de una disminucifn concomitante de reductasa inmunopreci
pitable (181) no se podia explicar por disminucibn de si{nte-
sis enzimatica, lo cual sugirif la posibilidad que la enzima
estuviera modulada en forma aguda por algiin otro mecanismo.

Beg y col. (35), trabajando con microsomas de higado
de rata, demostraron que la actividad de HMG-CoA reductasa
disminuia severamente cuando las incubaciones se realizaban
en presencia de ATP y Mg2+ y que la enzima inactivada se re-
activaba por incubacibn con EDTA y fraccibn citosblica. Este
efecto reversible del Mg-ATP sugirid que la reductasa poqia
ser modulada covalentemente por fosforilacibn y defosforila-
cidn. Estas observaciones luego se confirmaron y se extendie
ron en otros labgratorios (39, 153, 315).

Nordstrom y col. (275) purificaron, de citosol de higg
do, un sistema activador y otro sisbema inhibidor dependiente

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

trd que el sistema activador era una fosfoproteina fosfatasa

(197) y ademas se purifict a homogeneidad la reductasa gquina

sa dependiente de Mg-ATP (38?, observandose gque era una pro-
» teina quinasa independiente de AMP_ (196).

Asimismo, varias lineas de evidenciass indicasron que la
reductasa quinasa era convertida reversiblemente de una for
ma activa a otra inactiva (59, 197) y la inactivacifn de es-
ta quinasa se catalizaba por mediode una fosforilasa fosfata-
sa. La interpretacifn méas simple de esos datos fue gue la re
ductasa quinasa era una enzima interconvertible cuya forma
activa estaba fosforilada.

Para completar el circuito de modulacifn de la HMG-
CoA reductasa, se intentd encontrar alguna proteina quinasa
dependiente de ATP-Mg gue fosforilara la reductasa quinasg.
La blisqueda condujo al hallazgo de una actividad enzimatica
en extractos microsomales y en fracciones citosblicas (196).

Se descubrib que las altas fuerzas ibBnicas normalmen-

te usadas para medir la actividad de reductasa, impedian la

activacifn de reductasa quinasa, y la evidencia sugirid que

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

Debido a que la actividad de ambas quinasas se deter-
minan midiendo la actividad de reductass, la inhibicibn de
reductasa quinasa quinasa, pero no de reductass quinasa,a al
. tas fuerzas ibnicas,provee una forma eficaz para distinguir
las dos enzimas.

Todas estas observaciones, permitieron a Ingebritsen
y col. (196, 197) sugerir que la HMG-CoA reductasa, estd mo-
dulada por un sistema biciclico. En este sistema, las activi
dades de HMG-CoA reductasa y reductasa quinasa estan regula-
das por fosforilacibdn reversible. La reductasa es activa en
el estado defosforilado, mientras que la reductasa quinasa
es inactiva bajo esas condiciones. La defosforilacitn de am=-
bas enzimas es catalizada por una fosforilasa fosfatasa hepé
tica de 35.000 dalton. La fosforilacibdn de reductasa quinasa
requiere Mg-ATP y una enzima denominada reductasa quinasa
quinasa, que se encuentra en el citosol y en los microsomas.

La confirmacidn directa de la fosforilacion de la re-
ductasa quinasa se obtuvo trabajando con ambas enzimas, pre-
viamente defosforiladas con fosfatasa e incub&ndolas luego

en presencia de ¥->%p-ATP. La identificacién de las proteinas
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marcadas con 32P se realizf por medio de una electroforesis

en geles (37, 38).

Regulacidn del sistema biciclico

A pesar gue fue comprobado gue la reductass quinasa y
la reductasa quinasa quinasa eran proteinas gquinasas indepen
dientes de nuclebtidos ciclicos (196), diversos autores ha-
bian observado en tejido hepitico de rata (35, 56, 293) gue
el AMPC disminuia la actividad de HMG-CcA reductasa,por lo
cual no se descartd que existiese alguna ruta alternativa pa
ra la regulacion del sistema biciclico por AMP _.

Diversos trabajos describen la existencia de una en-
zima denominada fosfoproteina fosfatasa 1 gque es inhibida
por una proteina termoestable, Esta proteina es activa s6lo
en el estado fosforiledo y la fosforilacibn es catalizada
por una proteina quinasa dependiente de AMPC. Ese inhibiaor
fue identificado en misculo esquelético de rata (189) y de
conejo (89, 273) y en higado de perro (301) y de conejo (196).

51 el mismo factor estuviese presente en higado de rata
se podria imaginar un mecanismo de cascada dependiente de

AMPC, gue a su vez modulase la HMG-CoA reductasa. En este es-
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gquema, el nuclebtido ciclico actuaria estimulando la fosfori
lacién y activacibn del inhibidor de fosfatasa-1 por una pro
teina quinasa dependiente de AMP_. Como esa protefna inhibe
la defosforilacibén de HMG-CoA reductass y reductasa gquinasa
 npor la fosforilasa fosfatasa, la activacibn del inhibidor au
mentarf{a la actividad de reductasa quinasa inhibiendo final-
mente a la reductasa. La Figura g muestra un esquema general
de modulacidn de la HMG-CoA reductasa.

En el higado de rata, también se habia observado la
inhibicién de la HMG-CoA reductasa por glucagbn (124, 125) vy
su activacidn por insulina (215, 216). Por lo tanto, con las
numerosas evidencias disponibles y en comparacibn con otros
sistemas enzimaticos descriptos, es 1légico suponer que la ag
tividad de la HMG-CoA reductasa esté sujeta a regulacidn hor
monal, donde el AMPC sea el segundo mensajero que desencadgne
la cascada de fosforilaciones-defosforilaciones que regulen

finalmente la biosintesis de novo del colesterol.

Modulacifn de la HMG-CoA reductasa en Organos esteroidogénicos

Los Unicos estudios publicados hasta el momento acerca

del mecanismo de regulacifn de la enzima limitante en la bio-
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sintesis del colesterol en tejidos productores de esteroides,
fueron realizados en adrenal de hamster (224).

Se informbé de la presencia de dos factores : uno acti-
vador y el otro inhibidor de la actividad de la HMG-CoA reduc
tasa. Los autores aislaron el activador de adrenales de hams-
ter y de ternera y encontraron que ambos tenian propiedades
similares al obtenido de citesol de higado de rata ya que las
tres preparaciones estimulaban en la misma proporcibén a la re -
ductasa de adrensl de hamster. Mas alin, ellos sugirieron que
la enzima se modula por fosfo-defosforilacidn al aislar un
inhibidor citosblico fosforilante.

En otro trabajo (223) se presentaron evidencias de una
estimulacibn aguda por ACTH en la reductasa de adrenal de
hamster, lo cual sugeriria que ls corticotrofina podria regu-
lar de alguna forma la fosfo-defosforilacidén de la reductasa,
probablemente a través de una proteina quinasa dependienté de
AMPC.

De confirmarse estas suposiciones, el mecanismo de re-
gulacidn de la HMG-CoA reductasa en la glandula adrenal del
hamster seria similar, y dependiente de hormonas, al descrip-

to en tejido hep&tico de ratas.
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REGULACION HOMOLOGA Y HETEROLOGA DE LA FUNCION TESTICULAR

Desensibilizacidn y resensibilizacidn testicular por LH/hCG

Se ha demostrado que muchas hormonas regulan la concen
tracién de sus receptores especificos en la superficie de sus
células " blanco " (144, 226). Esta regulacidn, comunmente
lleva a la pérdida de sitios receptores, sin cambiar las pro-
piedades de unifn de los restantes receptores. La consecuen=-
cia de esta pérdida de receptores, inducida por hormonas, S0
bre la funcién de la célula " blanco " nu ha sido examinada
en detalle, aungue varics trapajos han establecido que la
" desensibilizacidn " de la adenilato ciclasa al estimulo hor
monal estd relacionada con la reduccién en el nimero de recep
tores especificos (182, 211).

S5e ha observado que el efecto desensibilizante de la
gonadotrofina sobre la adenilato ciclasa ovérica, resulta.de
la pérdida de receptores para LH (92) y que, la regulacibn
negativa de los receptores testiculares para LH por la gona-
dotrofina estd acompafiada de una respuesta disminufda, medi-
da por la estimulacidén " in vitro " de la produccibn de AMP

ciclico y testosterona por testiculos descapsulados (92).
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La naturaleza y extensifn de estos cambios en los re-
ceptores y la respuesta hormonal, después de la administra-
cidon exbgena de gonadotrofina, estén relacionados con las dg
sis de hCG administradas y varian con el tiempo de inyeccibn.

Por ejemplo, dosis de 200 ng de hCG no csusan cambios
en el contenido de receptores en las primeras veinticuatro
horas, pero luego de cuarenta y ocho horas se puede obsarvar
una marcada disminucibn en la unifn de hCG, que se mantiene
a bajos niveles durante varios dias. La ocupacifn de una pe-~
quefia proporcifn de los receptorgs testiculares por hCG, se
acompafia de una marcada disminucibn en la respuesta de AMP
ciclico durante las primeras doce horas posteriores a la in-
yeccidn de hormona, en ausencia de cambios detectables en la
formacibn basal de AMP ciclico. Sin embargo, la produccibn
de testosterona " in vitro " muestra un cambio inverso, con
una elevacidn en la produccién basal y sin cambio en la res-
puesta maxima a hCG.

Estas observaciones indican que la ocupacifn de un pe
guefio nimero de receptores, causa inicialmente una marcada
desensibilizacidn en la respuesta de AMP ciclico 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 abolicién de sitios receptores y respuesta de AMP cicll
co, la respuesta mixima de testosterona " in vitro " permane-
ce inalterada, indicando la presencia de receptores en exceso
. en relacifn con la esteroidogénesis (80).

Luego de la inyeccidn de dosis de 2 ug de hCG se obser
va una pérdida del 80 - 90 % de los receptores depués da 24
horas y una disminucifn mayor en la respuesta de AMPC que con
200 ng de hCG y ademas una disminucifn en la produccifn de
testosterona.

La estimulacibn con colerageno, de las células de Ley-
dig obtenidas de animales tratados con 2 ug de hCG, desarrolla
respuestas de F\MPC que son comparables con las de los grupaos
controles, pero, a pesar de tales aumentos en AMPC, la produc
cién de testosterona permanece marcadamente reducida. Tampo-
co se sobrepasa la lesifn por estimulacién con dibutiril AMF’Cl
utilizando concentraciones que estimulan la esteroidogénesis
en células de Leydig normales.

Dado que los estudios de unifn de AMP ciclico no de-
muestran pérdida de unifn a la proteina quinasa en las célu-

las de los animales desensibilizados, 'supone que ni el AMP ci
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clico ni la quinasa sean causantes de la respuesta esteroidg
génica dafiada. Ademas,el hallazgo de que la estimulacibn hor
monal " in vitro " produce un aumento significativo en la
sintesis de pregnenolona, indica unas adecuada actividad de

. la enzima encargada de la ruptura de la cadena lateral del
colesterol.

Estos resultades han demostrado que la segunda lesidn
en el camino esteroidogénico, inducida por la gonadotrofina,
se encuentra después de la enzima que escinde la cadena la-
teral del precursor esteroidogénico en aquellas células con
un moderado grado de deplecibn de receptores. Contrariamente,
en el grupo de animales inyectados con 10 ug de hCG donde la
concentracifn de receptores de membrana es aproximadamente el
5 %, ademas de la disminucibn en la produccién de AMP ciclico
observada con otras dosis menores, la respuesta de pregnenolg
na " in vitro " fue completamente abolida. Esto indica qué,
una pérdida mas extensa de receptores, resulta en la pérdida
de los procesos necesarios para mantener las enzimas esteroi-
dogénicas, incluyendo el complejo enzimético que escinde la

cadena lateral del colesterol (118).
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Estudios posteriores evidenciaron que este defecto es
taba caracterizado por una acumulacidn de intermediarios 17-
Cx hidroxilados, hallazgo concordante con una lesién a nivel
de la 17,20-desmolasa, enzima responssble de la conversifn
., de precursores 17-hidroxilades a androstenodiona y dehidro-
epiandrosterona (85). La causa de la marcada disminucibfn en
la activicad de la 17,20-desmolasa, en células de Leydig de-
sensibilizadas por gonadotrofina, no ha sido elucidada aln,
pero existen, al menos, dos mecanismos que podrian ser respon
sables de la lesidn enzimética observada.

Primero, estudios previos indican que la administra-
cibén de estrbgenos posee un efecto inhibitorio directo sobre
la esteroidogénesis testicular (339) y se sabe que la estimu-
laci6n gonadotrofica aumenta la produccién de estrbgenos en
el testiculo (112). Asi, es posible que la estimulacidn local
de la produccitn de estrdgenos en el testiculo, por la doéis
desensibilizante de hCG, cause el bloqueo de la esteroidogéng
sis como un fenémeno paralelo a la pérdida de receptores para
LH. E1 efecto de los estrdgencs sobre la biosintesis androgé-
nica incluye la supresifn de la actividad de 17- & hidroxila-

sa y 17,20-desmolasa (303).
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Segundo, el efecto general de remoci6n o reduccién sii
bita del aporte de hormona tr&6fica para las células de Leydig
diferenciadas, podria ser un factor adicional en la aparicifn
de defectos biosintéticos en las células desensibilizadas.

. Aunque solamente se necesita gque una pequefia proporcién de
los receptores estén ocupados para producir la respuesta este
roidogénica méxima, un descenso marcado en los receptores po-
dria causar una disminucibn correspondiente en la capacidad
de los bajos niveles de gonadotrofina plasmatica, para mante-
ner los caminos esteroidogénicos caracteristicos de las célu-~
las de Leydig.

Este proceso podris exacerbase si, a la administra-
cidn de una dosis desensibilizante de gonadotrofina exbégena,
le siguiera una caida secundaria en la secrecifn de la gona-
dotrofina endbgena. Esta caida podria resultar, indirectamen-
te, de la retroalimentacibén negativas a nivel hiputalémicu.por
el aumento transitorio en los niveles androgénicos plasméati-
cos producidos por la dosis desensihilizante de hormona " in
vivoa " y, posiblemente por una accién negativa ultra corta
de la gonadotrofina exdgena para disminuir la secrecidn pitul

taris 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 como desensibilizacibn. E1 primer
, cambio, es la pérdida de respuesta de adenil ciclasa a la
hormona, con la consecuente disminucidn en los niveles de
AMPC intracelulares. La desensibilizacifn inicial de la ade-
nil ciclasa, es una consecuencia inmediata de la ocupacifn
de los receptores y ocurre mucho antes cue la verdadera pér-
dida de receptores. Este proceso ha sido descripto previa-
mente en células luteales del ovario (48) y en células de
Leydig testiculares (188).

Las Gltimas consecuencias de la ocupacidn de las recep
tores incluyen la pérdida de los mismos, aparentemente por en
docitosis y degradacidn lisosomal (19) del complejo hormona -
receptor (y receptores libres adyacentes), y el darfo relaﬁio-
nado con la produccifn de AMP ciclico y las respuesta dista-
les de la célula.efectora que incluyen lesiones en distlintas
enzimas del camino biosintético de esteroides.

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

78) enfocaron el estudio de la accidn de la hormona luteini-
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zante sobre la célula de Leydig, investigando el efecto que
tendrian varias dosis de gonadotrofina sobre el proceso de
desensibilizacidn. Motiv8 ese estudio el hecho de gue una de
las pruebas de funcionslidad testicular, realizada en pacien
, tes con sindrome de testiculo criptorquidico o no descendido,
consiste en la inyeccidn de miltiples dosis de gonadotrofina
corib6nica humana, a diferentes intervalos, midiendo posterior
mente la concentracidn plasmatica de testosterona. Si este
proceso de desensibilizacidn ocurre en el ser humano, se pre-
sentd la pregunta acerca de qué sucederia 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-
cién de hCG disminuye el nimeroc de sitios receptores y que
una segunda dosis administrada en el momento de restauracibn
de la poblacibn de receptores vuelve a ocasionar una disminu
cién en la capacidad de unidn de gonadotrofina. Vale decir
que el tratamiento con dosis elevadas de hCG siempre produci-

ria una disminucibn en el nimero de sitios receptores, qulzas
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como parte del mecanismo de accib6n de esta hormona.

Sin embargo, una segunda dosis de hCG, a pesar de ir
acompafiada por pérdida de receptores y desensibilizacibn de
la adenilato ciclasa, no impide alcanzar la respuesta méxi-

. ma en la produccién de testosterona sino gque, por el contra-
rio, produce un fenbmeno de lo que podria llamarse como su-
persensibilidad ya gque la produccibn de testostercna por los
testiculos estimulados, " in vitro ", con hCG en cantidad sa
turante, sobrepasa en mucho la produccibn control.

Este estimulo, aparentemente, sequiria participando
de las caracteristicas comunes a una estimulacifn normal ya
gue continlia dependiendo de la sintesis continua de proteinas
y también es posible desencadenarlo por incubacién con dibu-
tiril-AMP ciclico. Es de notar que al incubar el testiculo
de la rata tratada con dos dosis de hCG, la produccidn de tes
tosterona no va acompafiada con un aumento notable en la p?o-
duccién de AMP ciclico. Esto supondria el desarrollo de un me
canismo esteroidggénico alternativo, independientemente del
nucle6tido ciclico o bien gue el mecanismo comln se sensibili
zaria de tal forma que pequefias cantidades de AMP ciclico, no

detectables por el método de medicibn usado, serian capaces de
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estimular la biosintesis esteroidea a niveles supranormales.

El estudioc de la ubicacibn de la lgsién en el camino
metabblico, mediante la determinacién de la produccibén de pro
gesterona y su derivado 17-hidroxilado, indicd que la segunda
, inyeccibén de hCG, aparentemente, revertiria ese bloqueo enzi-
matico, llevando la relacifin intermediarioc : testosterona a
valores normales.

Todos estos datos, tomados en conjunto, permiten supo-
ner que la primera dosis de hCG actuariz como dosis desensibi
lizante, mientras que la segunda administracifn de gonadotro-
fina desencadenaria una respupsta supramaxima en lo gque a pro
duccibn de testosterona se refiere, revirtiendo el bloqueo
enzimatico provocado por la primera inyeccidn. E1 mecanismo
por el cual esta sequnda dosis de hormona seria capaz de re-
vertir el procesc de desensibilizacién esteroidogénica, mante
niendo la inhibicién a nivel de la adenilato ciclasa, esté

aln por ser dilucidado.

Accién de la prolactina sobre la funcidn gonadal

En los mamiferos, la prolactina (PRL) se halla estre-

chamente relacionada a la funcién reproductiva. Este hecho ha
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sido plenamente establecido en la hembra, en la que las accig
nes de la prolactina tiemen lugar a tres niveles distintos :
1) Sinergismo con 1la LH en la estimulacifn de la produccién
de progesterona en las células luteales. 2) Sinergismo con

. los estercides gonadales en el desarrolle y manutencidn de la
gléndula mamaria. 3) A nivel hipofisiario, regulando la secre
cidn de LH.

En el macho, el papel de la PRL ha sido considerable-
mente menos estudiado; sin embargo, en los (ltimos afios se ha
acumulado una cantidad considerable de evidencias indicando
profundos efectos de dicha hormona sobre la funcibén sexual.
Estos efectos parecerian verificarse en los tres niveles men-
cicnados en el caso de la hembra, es decir, sinergismo con la
LH y con los esteroides gonadales y sobre la secrecién hipofi
siaria de LH.

Bartke y col. demostraron gue en ratas hipofisectoﬁizg
das, la PRL actuaba sinérgicamente con la LH en la incorpora-
cibn de 1hC-acet§to a testosterona y en la restauracitn de
los niveles plasmaticos de andrbgenos (163, 164). Estos re-
sultados fueron parcialmente corroborados por Johnsaon (204),

gquien ademas demostr8 la existencia de ritmos diarios de sen-~
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sibilidad del testficulo al estimuloc conjunto de ambas hormo-
nas.

Por otra parte, la demostracidn por Charreau y col.
(101) de receptores especificos para PRL en el tejido inters
. ticial confirmaria la suposicibn de que dicho tejido es un
efector normal de la PRL.

No obstante, el efecto mas evidente de la PRL en el
macho es el gue ejerce sobre el desarrollo y manutencidn .de
los dérganos sexuales accesorios (29). En ratas inmaduras,
el peso de estos 8Brganas, aument significativamente cuando
se elevaron sus niveles de PRL mediante un implante de hipdfi
sis en la cépsula suprarrenal (247).

Estas observaciones sobre el efecto aparentemente esti
mulatoric de la PRL sobre la funcién sexual se contraponen,
sin embarga, con las efectuadas en animales en los gue se in-
ducen niveles extremadamente elevados de esta hormona.

Ademas, en el hombre, la hiperprolactinemia se halla
frecuentemente asociada a hipogonadismo, con pérdida de la 11
bido, impotencia y bajos niveles séricos de testosterona (141,

342).
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Sin embargo, la elevacidn moderada de los niveles de
PRL, por tratamiento con antagonistas dopaminérgicos, produ-
jo un incremento en la respuesta de testosteraona a la hCG (4,
237). Esta Ultima observacidén concordaria con el hallazgo de
. una correlacifn entre el ritmo de secrecifn de testosterona y
el de PRL en sujetos normales (298, 299).

En cuanto a la posible accidn sobre el metabolismo de
andrbgenos, diferentes autores han demostrado efectos inhibi-
torios (251), estimulatorios (364) o nulos (217), segln el mo
delo experimental, la dosis y el origen de la hormona utiliza
da.

Este Gltimo hecho resalta la importancia fundamental
de la fuente de hormona, ya que la actividad biolégica, caomo
asi también el tipo de efectos laterales, varia considerable-
mente de una especie a otra. Esto ha sugerido la necesidad de
reconsiderar los efectos de la PRL mediante variaciones de
los niveles de la hormona endbgena.

La secrecidn de PRL por las células acidbéfilas de la
hip6fisis se halla principalmente bajo el control inhibitorio
del sistema dopaminérgico hipotalBmico. Debido a ello, se han

usado antagonistas dopaminérgicos, tales como la sulpirida vy
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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 secrecién de PRL respectivamente. AlUn cuando no pue
dan descartarse acciones laterales para estas drogas, su ad-
, ministracitn constituye modelos sumamente (tiles 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 como en henbras de distintas es
pecies estudiadas. Diversos resultados experimentales demostra
ron claramente una disminucién de la capacidad esteroidogéni
ca de las células de Leydig en ratas diabéticas, evidenciado
por los bajos niveles plasmaticos y testiculares de testoste-
rona (340). E1 tratamiento sustitutivo con insulina produjo
una recuperacidn parcial de los niveles plasmaticos de teétog
terona.

Esta disminucidn en los niveles séricos del andrdgeno
podria deberse aluna disminucifn en la sintesis de testosterg
na por las células de Leydig o a un elevado ritmo de metaboli

zacifn de la hormona. Se ha demostrado gque la produccidn de
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testosterona, en respuesta a la accib6n de gonadotrofina exbge
na, fue diferente en testiculos de animales normales y diabéti
cos. Asi, en los animales diabfticos, la produccién androgéni-
ca fue inferior 8 la de los animales controles. Concomitante-

- mente con esta reduccifn en la capacidad biosintética testicu
lar, se produjo en las ratas diabéticas, una disminucidn en el
nimero de receptores para LH.

Ademas de estas fallas, Calvo y col. (76) observaron
que las actividades de las enzimas generadoras de NADPH, co-
factor indispensable para varios pasos esteroidogénicos, es-
teban disminuidas en el estedo diabftico,y la produccibnde an
drbogenos se recuperabasblo parcialmente con el agregado de
NADPH exbgeno. Mas alin, se describib una lesiéin a nivel de la
17-hidroxilasa testicular que no era revertida por insulina

(75).

Influencia de las hormonas tiroideas sabre el testiculao

La funcibén endbcrina de las células de Leycdig del tes-
ticulo esta regulada por las acciones aguda y a largo plazo
de la LH y esti modulada por los efectos sinérgicos de FSH,

PRL y hormona de crecimiento (GH), entre otras.
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Por otra parte, la gléandula tiroides, por acci6n de la
hormona tirotréfica hipofisiaria (TSH), secreta principalmen-
te las hormonas tiroideas triiodotironina (T3) y tetraiodoti-

ronina (Th) gue regulan el metabolismo de casi todas las célg

+ las del organismo.

Desde principios de siglo, cambios macroscpicos en la
tiroides fueron asociados con procesos reproductivos anorma-
les. Tales casos incluyen el cretinismo, la tirotoxicosis vy
el mixedema. Sin embargo, los intentos por relacionar desvia-
ciones menores de la condicifn normal o eutiroidea a fertili-
dad, y los intentos por corregir la fertilidad subnormal con
la terapia con hormonas tirocideas, condujeron a resultados con
tradictorios que alin hoy generan controversias entre distin-
tos grupos de trabajo.

En los parrafos siguientes se presentan, brevemente,
algunas observaciones realizadas en el caso de una funcibn ti

roidea alterada sobre los procesos reproductivos del macha.

Hipotiroidismo

La deficiencia de hormonas tiroideas va acompafiada por

alteraciones morfoldgicas y funcionales en el eje hipofisario
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gonadal (348). Sin embargo, desde los primeros trabajos de
Hammet (170) en 1923, hasta la fecha, se describieraon nume-
rosos resultados contradictorios respecto a los efectos del

hipotiroidismo sobre laos niveles de haormonas hipofisarias

. séricas, secrecién de andrfigenos y en los pesos de los Grga-

nos del sistema reproductive (93, 94, 329, 362). Entre atros,
Baksi y col. (32) y Bruni y col. (67) informaron bajas con-
centraciones séricas de LH y testosterona, mientras que
Kalland y col. (206) no observaron diferencias en estos paré
metros entre animales eutiroideos e hipotiroideos.

Mucha de la controversia en la literatura puede ser
atribuida a la variabilidad de los métodos usados para alte-
rar el estadc tiroideo normal. Hay tres formas de lograr el
hipotiroidismo experimental : la tirocidectomia gquirlrgica, la
radioiodotiroidectomia y el tratamiento con goitrdgenos (tio-
urea, tiouracilao, metiltiourea, propiltiouracilo y metilmer-
captoimidazol). Aunque los resultados obtenidos por los dis-
tintos métodos son considerados equivalentes y representati-
vos de animales hipotiroideos (347), se observaron diferen-
cias significativas con los tratamientos y niveles de goitrb-

genos diferentes. También hay que tener en cuenta, entre
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otros parametros, la edad de los animales, el tiempo de tra-
tamiento y la certeza de la remocibn o destruccifin completa

del tejido tiroideo.

Hipertiroidismao

De la misma manera que en el hipotiroidismo, hay va-
rios trabajos del efecto del hipertiroidismo experimental
sobre la funcifn testicular, con los cuales no se puede lle-
gar a conclusiones firmes ya gue son corntradictorias, pues se
ha observado estimulacién (15, 98), inhibicidn (108, 356) o
ningln cambio (192) en laos testiculos de varias especies.

Entre los estudios més recientes, un grupo de trabajo
demostrd que el tratamiento con T3 no indujo cambios en los
niveles séricos de LH o FSH (185) mientras que otro grupo ob-
servd disminucifn en la LH pero no en la FSH (186).

Por su parte Schneider y col. (310), tratando a ratas
machos adultas con Th’ mostraron una disminucidén de aproxima-
damente 40 % en la FSH pero une caida no significativa de la
LH sérica. La declinacién en los niveles de FSH seria consis-
tente con una espermatogénesis y actividad del epitelio germi

nal disminufidas (328).
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Estos mismos autores (310) describieron un aumento de
sintesis de testosterona a partir de pregnenolona " in vitro "
sugiriendo un efecto directo de la Th sobre el testiculg, tal
vez estimulando la 17-B -hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Las contrastantes diferencias en los resultados obteni
dos por los distintos grupos de trabajo podria deberse a las
distintas hormonas tiroideas usadas, dosis empleadas o forma
de administracién de las mismas, o bien a las distintas cepas

de animales utilizadas en los estudios.

Sitios de accibn sobre la funcitn testicular

Las observaciones resumidas en las secciones preceden-
tes demuestran que la funcifin testicular, posiblemente esté
regulada por un amplio rango de concentracién de hormonas ti-
roideas. Sin embargo, la naturaleza de la relacibn tiroides -
testiculo y los mecanismos por los cuales las hormonas tiroi-
deas influencian la gbnada masculina no estin claros hasta el

presente.
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0BJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGAGION

El objetivo del presente trabajo de Tesis fue el estu
dioc de algunos mecanismos moleculares involucrados en la re-
gulacién de la sintesis de testosterona por las células de
' Leydig.

Se enfocd la investigacibn sobre las posibles fuentes
de provisifin del colesterol,precursor obligatorio en la este
roidogénesis,ya sea el que es transportado por las lipoprote
inas plasmaticas, como asi también el que proviene de la bio-
sintesis de novo intracelular.

Se dioc especial atencidn a la HMG-CoA reductasa,enzi-
ma regulatoria del camino biosintético,y se estudid su modu-
lacién por diversos factores y en distintas condiciones expe

rimentales.
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ANIMALES UTILIZADOS

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (Rattus
norvegicus albinus, variedad Wistar), adultas (aproximadamen
te de 60 df{as de edad), salvo especificacibn en contra.

Condiciones del bioterio : temperatura constante
(250C), con periodos de luz de 12 horas y 12 horas de oscuri
dad. Los animales recibieron dieta balanceada y agua ad libi-

tum.

TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

Obtencifn de animales desensibilizados y resensibilizados

por hCG .

A los animales se les inyect6 con una dosis subcuténea
de hCG (200 UI/rata, equivalente a 10 ug) (Endocorion, Elea),
0 con una dosis de hCG (2 & 10 ug) (Pregnyl, Organon) segin
correspondiera, que fueron utilizadas como dosis desensibili-
zantes, o con una segunda dosis de la misma hormona (200 UI/
rata) a los dos dias posteriores a la primera inyeccidn, de-
finida coma dosis resensibilizante.

Luego de este tratamiento, los animales fueron sacri-

ficados por decapitacién a las 72 horas de la primera o segun
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da inyeccibn respectivamente, a menos que se especifique otra
cosa. La sangre se utilizd para la determinacién hormonal co-
rrespondiente.

El grupo de animales considerado como control recibid
una o dos inyecciones subcuténeas de vehiculo (solucidtn fos-

fato-salino, buffer Dulbecco, pH = 7,4).

Tratamiento con 4L-APP

La droga L-aminopirazolopirimidina (4-APP) (Sigma) fue
administrada intraperitonealmente como ura suspensifn en fos-
fato de sodio 10 mM (pH = 3,5) (27) en una dosis de 50 mg/Kg
de peso corporal por dia durante 3 dias. El1 4-APP inhibe la
liberacién de lipoproteinas transportadoras de colesterol des
de el higado hacia la sangre provocando una considerable dis-
minucidn en los niveles plasm&ticos de colesterol.

Durante el tratamiento, los animales tuvieron libre ac
ceso al agua, suplementada con cloruro de sodic 1 % (P/V) vy
glucosa 2 % (P/V), vy fueron alimentados con una dieta balan-
ceada. Las ratas-controles fueron mantenidas de la misma for-
ma e inyectadas con vehiculo (fosfato de sodioc 10 mM, pH =

3,5).



- 74 -

Todos los animales fueron sacrificados por decapita-
cién 24 horas después de la (Oltima inyeccifn.
Se recolecté la sangre, se le permitib coagular y el

suero obtenido se utilizé para diversos ensayos.

Tratamiento con prolactina, bromocriptina y sulpirida

En todos los casos se utilizaron ratas machos de 30
dias de edad y los tratamientos se prolongaron durante 9 dias
en forma de inyecciones subcutaneas.

Los animales se sacrificareon por decapitacidn aproxima
damente 16 horas después de la Gltima inyeccifén. Se recogib
la sangre y el suero obtenido se utiliz6 para los ensayos hor

monales correspondientes.

Prolactina: Se us6 prolactina ovina (NIH PS-12) (oPRL),
disuelta en soluci6n salina (NaCl 0,9 % P/V) ajustada a pH =
8 con NaOH 0,1 M.

Las distintas dosis utilizadas para los experimentos
(50, 250 y 500 ué/rata/dia) se dividieron en dos inyecciones

de 0,1 ml administradas a las 10.00 y 18.00 hs. Los animales
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controles recibieron solucifn salina.

Bromocriptina: Con el fin de suprimir la liberacibn de

prolactina, los animales fueron tratados con mesilato de 2-

bromo- & -ergocriptina, (CB - 154, Sandoz) (bromocriptina),

, agonista dopaminérgico que inhibe la secrecifn hipofisaria

de dicha hormona (140). La bromocriptina, previo agregado de
igual cantidad de &cido tartérico, fue disuelta en etanol 70
% - solucibén fisioldgica (30:70 v/v) y se administrbé a razbn
de 3 mg/Kkg de peso/dia, en dos dosis. Lcs controles fueron
inyectados con vehicula.

Sulpirida: El sulfato de sulpirida fue obtenido comer
cialmente (Vipral, Roemmers) y se inyectd en una dosis de 43
mg/Kg de peso/dia. La droga es un antagonista dopaminérgico

que aumenta la liberacibn de prolactina.

Obtencidn de animales diabéticos

La diabetes se prpdujo mediante la inyeccién de estrep
tozotocina (lot.60140, Upjohn Co), (droga que destruye selec-
tivamente las células beta del pancreas), por via endovenosa,
en una dosis de 65 mg/Kg de peso corporal. La droga se prepa-

rd en solucitn salina, acidificada con unas gotas de acido ci
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trico 0,025 M hasta ajustar el pH a &4,5.

Tres dias despufs de la inyeccibén de estreptozotocina,
se midi6 la glucosa en sangre utilizando tiras reactivas Des-~
trotix. El1 éxito del tratamiento se evalud siguiendo la apari
cién de hiperglucemia.

Los animales se utilizaron 30 dias después de la inyec

cidn de la droga.

Obtencibn de animales hipotiroidescs e hipertiroideos

En todos estos lotes se utilizaron ratas machos de 20-
25 dias de edad.
El hipotiroidismo experimental fue logrado inyectando

intraperitonealmente una dosis de 131

INa (CNEA) de 200 uCi di
suelto en 0,5 ml de solucibn fisiolbgica. Después de 30 dias,
los animales fueron sacrificados por dislocacibn cervical vy
se recolectd la sangre por puncién cardiaca para diversas de-
terminaciones hormonales.

Los experimentos de hipertiroidismo se realizaron caon
ratas inyectadas durante 30 dias con una dosis diaria subcu-

tanea de 30 ug de T, disuelta en KOH 0,3 My llevada a volumen

con solucidn fisiolbgica. Los animales fueron sacrificados
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por decapitacién 24 horas después de la Gltima inyeccibn y se
recolectd la sangre. Los controles fueron inyectados con solu

cién fisiolbgica.

AISLAMIENTO vV PURIFICACION DE CELULAS DE LEYDIG

Se utilizb la técnica descripta por Mendelson y col.
(255), utilizando colagenasa (Worthington) para la dispersifn
del tejido tubular.

Los testiculos descapsulados, colecados en tubos de
plastico (Falcon) (seis testiculos por tubo), fueron suspen-
didos en Medio 199 (Difco Co.), en la relacifn : 1 testiculo
por ml de medio, conteniendo 1 mg de colagenasa/ml. La incuba
cién se realizd a 379C, durante 25 minutos, en un incubador
metabdlico tipo Dubnoff, bajo atmbsfera de carbbgeno (02 = 95
%, CU2 = 5 %), con agitacifn constante.

Finalizada la incubacibn, la reaccibn se detuvo por'di
lucidn con Medio 199 (8 ml por cada ml de incubacidn).

Con el objeto de dispersar mejor el tejido, se agitd
en forma rotatorié el tubo incubado, durante 3 minutos, dejég
dolo reposar otros 3 minutos. Cuando los ti{ibulos hubieron de-

cantado, el sobrenadante fue aspirado con una jeringa de pléas
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tico y filtrado a través de una malla de nylon, recogiéndose
el 1iquido filtrado en otro tubo de plastico. La resuspensifn
se repitid una vez mAs y el ligquido filtrado se juntd con el
anterior.

Este filtrado, conteniendo las cflulas intersticiales,
se centrifugd a 700 x g, durante 10 minutos. El precipitado
asi obtenido se resuspendi6 en Medio 199, en la relacién tes
ticulo/medio adecuada al experimento a realizar.

Cuando fue necesario, las célulac fueron purificadas
a traves de un gradiente de metrizamida (Nyegaard and Co.)
segln la técnica descripta por Conn y col. (91).

A partir de una solucidn de metrizamida en Medio 199,
80 % (p/v), se prepararon soluciones de las siguientes concen
traciones : 36, 32, 28, 24, 22, 20, 18 y 16 % colocadas res-
pectivamente, en tubos de pléstico de 50 ml de capacidad. Las
células, resuspendidas en 5 ml de Medio 199, fueron colocédas
en la parte superior del gradiente y los tubos fueron centri-
fugados a 7.000 rpm durante 10 minutos, a 40C, en una centri-
fuga Sorvall.

Finalizada la centrifugacién, se individualizaron 4

bandas de células, denominadas 0, IA + IB, II y post-gldbulos
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rojos de acuerdo con lo encontrado por Payne y col. (278).
Cuando el objetivo del experimento no fue la investi-
gaci6n de sub-poblaciones de células de Leydig, las células

intersticiales fueron purificadas a través de un colchbn de

. metrizamida 11 %.

CUANTIFICACION CELULAR

Se utilizaron 2 técnicas distintas para la determina=-
cion del nlmero de células.

a) Se midieron 50 ul del preparado crudo de células
intersticiales resuspendidas en Medio 199, y se tifieron con
150 ul de una solucibn acuosa de azul de metileno al 0,2 %.
Luego de 10 minutos, se agregaron 300 ul de Medio 199 y las

células se contaron en una chmara de Neubauer.

b) Las cflulas de Leydig purificadas por metrizam?da
se cuantificaron segln la técnica histoquimica para 3 B -hi-
droxiesteroide deshidrogenasa (281) como se detalla a conti-
nuacibn:

100 ul de dehidroepiandrosterona ( 5 mg/ml en propilén

glicol).

100 ul de hCG (Endocorion) (1000 UI/ml en buffer Dulbe
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cco).

400 ul de p-NO,-azul de tetrazolio (Sigma) (4 mg/ml en

2
buffer Dulbecco).
200 ul de B -NAD (Sigma) (16 mg/ml en buffer Dulbecco).

400 ul de suspensibn celular (agregados al final).

Esta mezcla se incubb® a 34OC durante 1 hora y una ali-
cuota se contd al microscopio. Las células tefiidas de azul co

rresponden a células de Leydig.

INCUBACIONES CON CELULAS DE LEYDIG AISLAVAS

Las células obtenidas segin la técnica ya mencionada,
fueron incubadas en un volumen final de 2 ml de Medio 199
(aproximadamente 10 x 106 células), con MIX 0,1 mM y suplemen
tado con los factores a estudiar.

La incubacidn se realizb durante 3 - 4 horas, a 34OC,
en un incubador Dubnoff, bajo atmbsfera de carbbégeno y con
agitacibn constante.

Finalizada la incubacibn, el medio de incubacibn fue
centrifugado a 1.000 rpm, durante 10 minutos. El1 liquido so-
brenadante se destinb a la determinacién de hormonas esteroi-

des y AMP ciclico.
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CELULAS DE LEYDIG EN PRESENCIA DE INHIBIDORES DE LA SINTESIS

DE TESTOSTERONA

Para determinar la pregnenolona acumulada en condicio-
nes basales y durante la estimulacibn con gonadotrofinas, las
células de Leydig se incubaron con dos inhibidores del meta-

bolismo de pregnenolona : cianocetona (Upjohn Co.) 10_6 My

spironolactona (G-D. Searle and Co.) 10-5 M. Ambos inhibido-
res se agregaron 20 minutos antes que la gonadotrofina. Las
muestras se incubaron durante 3 horas a 34QC, bajo atmbsfera
de carbbgeno. Finalizada la incubacién, las células se centri

fugaron 10 minutos a 1.000 rpm y los sobrenadantes se usaron

para la determinacién hormonal.

DETERMINACION DE TESTOSTERONA

El dosaje de testosterona se realizb mediante la utili
zacibn de un suero anti-testosterona, previamente obtenida
por immunizacibn activa de conejos, a intervalos de dos sema-
nas, con un conjggado de testosterona-alblmina sérica bovina
(BSA), preparado por acoplamiento de la carboxi-metil-oxima
de la testosterona a BSA. El suero anti-testosterona utiliza-

10 =1

do, poseia una constante de afinidad de 10 y se utilizd
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en una dilucifn 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 incubacibn durante
16 horas, a 4QC, la hormona libre fue separada por agregado
de 0,2 ml de una suspensifin de carbfn (Norit A)-dextrano (dex
trano 70) (0,5-0,05 % P/V) en buffer de ensayo (NaZHPUh.7 H,0,
0,04 M; NaHzPDQ.HZD, 0,03 M; azida sbdica, 0,015 M; NaCl; 0,15
M; EDTA, 10 mM y gelatina 0,1 %, pH = 7).

La radiactividad se determinf en un contador de cente-

lleo liquido Beckman.

Testosterona sérica

Una vez obtenida la sangre de los animales, se le per-
mitié coagular y el suero se separf para la determinacién haor
monal. Una alicuota de este suero fue extraida dos veces Eon
5 ml de éter etflicoc (Merck).

El residuo evaporado de los extractos etéreos, fue re-
suspendido en 0,5 ml de buffer de ensayo y una alicuota apro-
piada fue utilizada para la determinacién del contenido de

testosterona.
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Testosterona del medio de incubacibn

De los sobrenadantes de las incubaciones, guardados a
-200C, se tomd una alicuota adecuada que, sin extraccién pre-

via, se utilizb para la determinacién.

DETERMINACION DE PREGNENGCLONA

La pregnenolona de los medios de incubacifn correspon-
dientes, se dosb por radioinmunocensayo por el método de
Di Pietro y col. (116) utilizando un antisuero especifico.

El rango de utilidad de la curva, las condiciones de
incubacién y el método de separacibdn de la hormona libre fue-
ron idénticos a los descriptos para el dosaje de testostero-

nae.

DETERMINACION DE AMP CICLICO

Para el dosaje de este nuclebtido ciclico, se utilizf

la técnica de Brown y col. (58).

Aislamiento de la proteina guinasa de adrenal bovina

Luego de la separacidn de la médula, las cortezas de

glandulas adrenales bovinas, fueron homogeneizadas, utilizan-
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do un homogeneizador tipe Polytron (Brinkmann), a 0QC, con
1,5 volimenes de buffer Tris-HCl, 50 mM, pH = 7,4, contenien
do sacarosa, 0,25 M; KCl, 25 mM vy MgClz, 5> mM. Este homagena
to se centrifugd a 2.000 x g durante 5 minutos y el sobrena-
, dante se recentrifugbd a 5.000 x g durante 15 minutos. El so-
brenadante de esta Oltima centrifugacidn se guardb, en alficuo
tas de 0,5 ml, a -200C. Esta preparacién fue descongelada vy
dilufda con el buffer de ensayo (Tris-HCl, 50 mM, pH = 7,4
conteniendo teofilina, 8 MM y 2-mercaptcetanol, 6 mM). Este

buffer se utilizb en todos los pasos posteriores.

Ensayo para la determinacién de AMP ciclico

Cada tubo de ensayo contenia 50 ul de una dilucibn a-
propiada de enzima, 100 ul de una cantidad conocida de AMP
ciclico (entre 0,039 y 20 pmoles) y 50 ul de >H-AMP ciclico
(aproximadamente 3.000 cpm). La cantidad de enzima era tal
que ligaba aproximadamente el 40 % del AMP ciclico de refe-
rencia.

La incubaeiﬁn se realizb a 4OC, durante 90 minutos.
Finalizada la incubacifn, el AMP ciclico libre se separb por

el agregado de 0,2 ml de una suspensidn de carbdn-BSA (Sigma,
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Fraccibn V) (500 mg de carbbn : 100 mg de BSA, para 10 ml de
buffer de ensaya).

La radiactividad se determinf en un contador de cente-
lleo liquido Beckman, utilizando tolueno centelleante, conte-

niendo 30 % V/V de tritbn X-114.

AMP ciclico del medio de incubacidn

El sobrenadante de las incubaciones de las células de
Leydig se hirvié a 100 @C, durante 10 minutos vy, luego de cen
trifugado a 3.000 rpm, durante 10 minutos, una alicuota apro-
piada del sobrenadante se uti;izé para la determinacién del

nuclebtido.

MARCACION DE HORMONAS PROTEICAS

Se utilizaron 2 métodos distintos : con lactoperoxida-
sa, descripto por Thorell y Johansson (341) y modificada en
nuestro laboratorio, y con cloramina T (33). En todos los ca-

125

sos se usb como trazador I libre de portador (New England

Nuclear, NEZ - 033 - A).

oLH, hGG y hGH

Estas 3 hormonas se marcaron con lactoperoxidasa (Cal-
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s 2 'Y +« 2
biochem, grado B) segin se indica a continuacion.

1) Buffer fosfato, 0,5 M, pH = 7,4 (10 ul).

2) 125

INa, en NaOH 0,1 M, 500 uCi (5 ul).
3) Proteina a marcar, 10 ug (10 ul) (en fosfato 0,05
M, pH = 7,04).
4) Lactoperoxidasa, 2,7 mg/ml en buffer fosfato 0,5
M, pH = 7,4 (10 ul).

5) Hy0, (Atanor, 300 volimenes, diluida 1:10.000 en

agua bidestilada) (10 ul).

Después de agitar vigorosamente durante 2 minutos, la
mezcla de iodinacifn fue diluida con 200 ul de buffer fasfato
0,05 M y transferida a una columna de Sephadex G-75, previa-
mente equilibrada con el buffer de elucién utilizado para los
ensayos de hormonas proteicas (fosfato de sodio 0,05 M, cloru
ro de sodio 0,1 M, azida sbédica 0,05 %, BSA 0,2 %, pH = 7,4).

Separado el pico hormonal del iodo libre, las fraccio-
nes correspondientes a las hormonas se controlaron mediante
ensayos de unién a receptores de tejidos efectores, o por su
12

actividad inmunolbfgica seglin se necesitase. Las 5I-hormonas

se fraccionaron en alicuotas gue se guardaron congeladas has-
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ta su uso a -70QC. Las actividades especificas obtenidas fue-

ron usualmente 40 - 50 uCi/ug.

rTSH

Para iodinar esta hormona proteica se utilizd el méto-

do de cloramina T segiin se detalla.

1) Hormona (disuelta en bicarbonato de sodic 0,01 M
a concentracidn final de 200 ug/ml), 5 ug (25 ul).
2) Buffer fosfato, 0,5 M, pH = 7,4 (25 ul).

3) 125

INa 500 uCi (5 ul).
L) Cloramina T (10 mg/ml en buffer fosfato 0,05 M,

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

Despufs de una agitacién suave durante 60 segundas se
detuvo la reaccidn por el agregade de 25 ul de metabisulfito
de sodio (25 mg en 10 ml de buffer fosfato 0,05 M). Se agregb
luego 100 ul de solucibn de transferencia (100 mg de KI y 0,8
g de sacarosa, en 10 ml de agua destilada) y el contenido del
tubo de marcacibm fue pasado a la columna de separacidn (Bio-
gel P60, 100 - 200 mesh, en fosfato 0,05 M, equilibrada con
buffer fosfosalino - EDTA 0,05 M - BSA 2 %). E1 buffer de co-

rrida fue fosfato 0,05 M. Con estas columnas se obtuvo una
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125

buena separacibn entre la hormona marcada y el I libre.

A la 12°I-TSH asi elufda, se le dosb su actividad ra-
dioinmunolégica, se la fracciond y congel6 a -70QC haste su

uso.

La actividad especi{fica fue 50 - 100 uCi/ug.

RADIOINMUNOENSAYO DE HORMONAS PROTEICAS

En todos los casos se utilizf el radioinmunoanélisis
por doble anticuerpo (229). Las muestras fueron evaluadas par
duplicado en alicuotas que oscilaban ent:e 20 y 150 ul de sue
ro de rata.

Las muestras se cuanti%icaron usando los reactivos prg
vistos por NIAMDD (NIH - USA).

Los protocolos de trabajo fueron los mismos para las
dos hormonas estudiadas : LH y TSH, y se desarrollaron de la
siguiente manera : el primer dia se agregb el primer anticuer
po a los sueros preparados; luego de una incubacibn de 24 ho-
ras a 4OC, se agregb la hormona trazadora : el tercer dia, el
segundo anticuerﬁo, vy luego de 48 a 72 horas (siempre a 4QC)
se separd la hormona libre de la unida por centrifugacibn. Se

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

po, en un contador gamma automatico Beckman.

Hormona luteinizante

En este caso, la LH no sblo se dosd en sueros sino tam
bién en hipbéfisis de ratas de acuerdo a métodos descriptos
(330). Para ello las hipbfisis fueron homogeneizadas en agua
destilada y centrifugadas a 12.000 rpm, durante 30 minutos.
Del sobrenadante se tomaron alicuotas adecuadas para las de-
terminaciones. Se ust el método heterfloco desarrollado por
Niswerder y col. (274). La hormona trazadora fue oLH. Como
primer antisuero se utilizd el obtenido a partir de inmuniza-
cibdn de conejos con oLH emulsionada en adyuvante de Freund
campleto. Las diluciones de trabajo fueron 1:20.000 a
1:25.000. Como preparacifn de referencia se utilizé la LH pu
rificada de hip&fisis de rata (NIAMDD rat LH RP1). La curva

patrén se extendib de 7,8 a 100 ng por tubo.

Tirotrofina

La hormona trazadora fue TSH de rata (NIAMDD rat TSH

1 - 4). E1 primer antisuero fue obtenido en conejos contra
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TSH (anti rat-TSH-5-5) siendo la dilucién de trabajo de 1:
7.000 a 1:9.000. E1 standard de referencia fue TSH purificada
de rata (rat TSH RP1) y la curva patrén se extendié de 3,9 a

1.000 ng por tubo.

RADIODINMUNOENSAYO DE HORMONAS TIROIDEAS

Las concentraciones de T3 y Th séricas se determinaron
por radioinmunoanalisis utilizando reactivos provistos per
Diagnostic Products Corporation (DPC). Los valores de T3 se
expresaron en ng/100 ml, con una sensibi.idad del ensayo de
10 - 20 ng; en tanto los valu?es de Th se expresaran en ug/

100 ml con una sensibilidad del orden de 0O - 1 ug.

UNION DE HORMONAS PROTEICAS 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 cpm/tubo) y hormona
fria constante (para calcular la unibn inespecifica) o buffer.

La incubacién se efectud a 2LAC, durante toda la noche
(aproximadamente 20 horas) y se detuvo por dilucibn con 2 ml

de PBS frio. Luego de la centrifugacibén de los tubos, se de-



4«

-91 -

termind la radiactividad del precipitado, utilizando un con-

tador gamma autombtico, Beckman.

AISLAMIENTO Y MARCACION DE LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Las lipoproteinas humanas se prepararon a partir de
plasma, recogido en EDTA 1 %, de hombres sanos, en ayunas du-
rante 15 horas. Se aislaron lipoproteinas de baja densidad

(LDL) (d

1,019 - 1,063) vy lipqproteinas de alta densidad
(HDL) (d = 1,090 - 1,215) por flotacifn secuencial en una ul-
tracentrifuga Beckman con un rotor de titanio 50.1, a 214.000
xgyahlb- 100C por 16 - 24 horés, de acuerdo a técnicas
standard (173) usando KBr para ajuste de la densidad (290).
Las fracciones aisladas se dializaron 36 horas a 4QC contra
tres cambios de'por los menos 50 vollmenes de buffer conte-
niendo NaCl 0,15 M y EDTA 0,3 mM (pH = 7,4). Con las fraccio
nes se realizé un electroforesis segin la técnica descripta
(247), como criterio de pureza.

Se prepararon geles cilindricos de poliacrilamida can

la siguiente composicibn :

Poro fino : 3 % de acrilamida (gel separador)

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

Sudan Black B (en dietilenglicol).

Finalmente las fracciones lipoproteicas se esteriliza-

ron por pasaje a través de filtros Millipore (0.45 um) y se

' almacenaron a 4LOC hasta su uso.

Para iodar las lipoproteinas (LDL o HDL), se usbd el

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

por Bilheimer (44). E1 ClI se prepar a partir de soluciones

de Nal en HC1l de NaID3 en agua destilada.

Se siguid el siguiente protocolo de marcacibn :

1
2)
3)
L)

Lipoproteina : 0,5-1 ml (1 - 1,2 mg de proteina).
1251Na en NaOH 0,1 M (NEN) : 60 uCi (15 ul).
Buffer glicina 1 M, pH = 10 : 50 ul.

ClI : 50 ul.

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

cibn se transfiri6 a una columna de ACA 44 (acrilamida-agaro-

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

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

las muestras.

Tanto para calcular la eficiencia de marcacién como pa
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ra verificar que las lipoproteinas iodadas separadas por la
columna no estuvieran impurificadas con iodo libre, se reali-
z6 una cromatografia en papel (Whatman - 3MM), utilizando TCA
0,5 M como solvente de corrida, de acuerdo al método de Ceska
y col. (84).

Las lipoproteinas iodadas fueron mantenidas a 49C has-

ta su uso.

UNION DE LAS LIPOPROTEINAS A CELULAS DE LEYDIG

Las lipoproteinas marcadas fueron diluidas con LDL o
HOL frias (no marcadas) para gdquirir la actividad especifica
deseada (aproximadamente 100 cpm/ng de proteina).

Para evitar problemas entre unibn al receptor e inter-
nalizacibn, las células de Leydig obtenidas por colageneiza-
cidn se homogeneizaron en 4 vplimenes de NaHCD3 1 mM, pH = 8
con un homogeneizador tipo Polytron. La suspensidn se centri-
fugb a 600 x g, 5 minutos y el sobrenadante a 12.000 x g du-
rante 30 minutos. Las membranas precipitadas se resuspendie-
ron en &4 volﬁmenés de buffer Dulbecco (pH = 7,4) y se separa-
ron alicuctas para la determinacibén de proteinas.

La incubacibn de lipoproteinas con la preparacidén de
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membranas se realiz6 en tubos de pléastico. E1 volumen final
fue 0,3 ml en buffer Dulbecco (pH = 7,4) gue contenia B8SA 2 %,

100 - 500 ug de proteina de membrana y cantidades variables

125 5 1251

de I-LDL - HOL. Usualmente el tiempo de incubacibn

, fue de 1,5 - 2 horas, a 379C, a menos que se especifiquen o-

tras condiciones. La unifn no especifica se determiné por el
agregado de 100 ug de lipoproteina fria a tubos por duplica-
do. También se realiz6 un ensayo a tiempo cero con y sin lipo -
proteina fria, vy 1la radiactividad se sustrajo a la unién
especifica.

La incubacibn se detuvp por el agregado de 2 ml de bu-
ffer Dulbecco con BSA 1 % y la separacidn de la lipoproteina
unida al receptor de la libre se realizd de dos formas distin

tas segln conviniese.

a) Se filtrd a través de filtros Millipore (0,45 um)
previamente embebidos en BSA 5 %. Los tubos y los filtros se
lavaron dos veces con 2 ml de buffer-BSA 1 % y se contd la
radiactividad retenida en los filtros.

b) Se centrifugd a 4.000 rpm, 20 minutos a 4QC ep una
centrifuga Sorvall RC - 58 (rotor HS - 4). Se aspiraron los

sobrenadantes, y los precipitados se lavaron en el misma medio
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y luego se contaron en un contador gamma automatico.
Cabe aclarar que no hubo diferencias entre los resul-
tados obtenidos por cualquiera de los dos métodos de separa-

- 7
clane.

DETERMINACION DE LA MAXIMA CAPACIDAD DE UNION DE LAS LIPOPRD-

TEINAS MARCADAS

Para determinar la maxima capacidad de unidn (MCU) de
las lipoproteinas iodadas se utilizd gléandula adrenal de rata
(como tejido control) y células de Leydiy, que fueraon homoge-
neizadas en NaHCO;, 1 mM, pH = 8, como se describié.

Distintas alicuotas de las preparaciones de membranas
(50 - 800 ug de proteinas) se incubaron a 379C, durante dos
horas en presencia de 300.000 cpm de lipoproteina marcada.

También se determin& la unibn inespecifica como fue es
pecificado.

Se construyd un grafico de 1 / (radiactividad especifi
ca unida) versus 1 / (cantidad de proteins agregada). De 1la
ordenada al urigén fue posible calcular la fraccibén de lipo-
proteina que se hubiera unido a concentracién infinita de re-

ceptor (maxima capacidad de unidn) (77).
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CALCULO POR AUTODESPLAZAMIENTO DE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS

DE LAS LIPOPROTEINAS MARCADAS

Se utilizéd la técnica descripta por Calvo y col. (77).
Se realizaron dos series de experimentos de unién.

En una serie, se equilibraron 100 ug de proteinas de
membranas de 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
nandose también la unibn inespecifica.

En la segunda serie, se incubaron 100 ug de proteinas

de membranas con 300,000 cpm de 125

I - lipoproteinas y dife-
rentes concentraciones de lipoproteinas frias (0 - 50 ug/tu-
bo) en las mismas condiciones experimentales descriptas,

Teniendo en cuenta los valores de maxima capacidad de
unibn obtenidos, y asumiendo que las lipoprotefnas fria y ra-
diactiva se comportan de igual modo frente al receptor, se
graficaron para ambos experimentos (saturacién 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-

125

pondiente a la actividad especifica de la I - lipoproteina
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expresado en cpm/ng.

251 _ LpL y de 1271 -

La actividad especifica de la 1
HDL calculado por este método fue de aproximadamente 40O uCi/

mg proteina.

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR Y SUBMITOCONDRIAL DE CELULAS DE

LEYDIG

Para el fraccionamiento subcelular, las células de Ley -
dig purificadas fueron homogeneizadas inmediatamente en saca-
rosa 0,25 M, a 4QC, usando un homogeneizador tipo Ultraturrax
(IKA-WERK) vy después con 10 gplpes en un homogeneizador de vi
drio. La ruptura celular fue verificada al microscopio éptico.

El homogenato fue centrifugado a 800 x g, durante 10
minutos, a 49C. El precipitado se resuspendié en sacarosa
0,25 M y fue purificado por centrifugacidn en sacarosa 2,0 M,
a 73.000 x g durante 60 minutos, a 4LOC. El1 precipitado coﬁteqi
a nbcleos purificados. La fraccifin mitocondrial obtenida por
centrifugacidn a 17.000 x g del sobrenadante de 800 x g, fue
lavada, resuspen&ida en 3 ml y colocada sobre un gradiente de
sacarosa, discontinuo, formado por capas de 20, 30, 40, 50 vy

60 % (P/V) de sacarosa en agua (2ml/capa). La centrifugacibén




- 98 -

se llevA a cabo en un rotor SW-40 en una ultracentrifuga Beck
man (Modelo LS-50) durante 60 minutos a 63.000 x g, a 4QC.
Las interfases, previamente diluidas y lavadas en sacarasa
0,25 M, fueron utilizadas para los ensayos enzimiticaos.

El sobrenadante de 17.000 x g (30 minutos) fue centri-
fugado a 105.000 x g durante 60 minutos, a 4QC, para obtener
los microsomas (precipitado) y el citosol (sobrenadante). Las
fracciones subcelulares de higado de rata (utilizadas para
comparacifn) fueron obtenidas tal como ce describié para cé-
lulas de Leydig.

Las fracciones submitocondriales se obtuvieron segiin
el método de Schnaitman & Greenawalt (309) con ligeras modifi
caciaones.

Las mitocondrias purificadas de la interfase 40 - 50
%, fueron suspendidas en un volumen minimo de medio de aisla-
miento (MA) conteniendo : sacarosa 70 mM, manitol 220 mM,.bu—
ffer Hepes 2 mM, pH = 7,4 y albimina de suero bovine 0,5 mg/
ml. El volumen fue ajustado para dar 100 mg de proteina mito-~
condrial/ml.Un volumen de la suspensibn mitocondrial se agre-
gb a un vial preenfriado y se la agité suavemente con un agi-

tador magnético, a 00C. Se adiciond igual volumen de una solu
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cién de digitonina (0,6 % en MA) y la agitaci6n se continud
durante 15 minutos.

La purificacibn de las membranas externas mitocondria
les de las células de Leydig se consiguibé con una concentra-
. cién de 0,06 mg de digitonina/mg de proteina. La suspensifn
mitocondrial tratada con digitonina fue diluida (1 : &4) por
el agregaco de 3 volimenes de MA. Esta suspensibn fue centri
fugada a 10.000 x g durante 10 minutos, a 4QC. El sobrenadan
te fue extraldo cuidadosamente con una pipeta y la fraccién
sedimentada fue suspendida en MA en la mitad del volumen de
la preparacibdn mitocondrial tratada con digitonina. Esta {l-
tima preparacifn fue sedimentada nuevamente a 10.000 x g du~
rante 10 minutos, a 49C y el sobrenadante se combind con el
previamente obtenido. Estos sobrenadantes combinados cuntéqi
an las membranas externas y las proteinas solubles que, en
la mitocondria intacta, estén localizadas entre las dos mém-
branas. La fraccién enriquecida en membranas externas se obtu
Vo por centrifugacién de los sobrenadantes combinados a
144,000 x g durante 1 hora.

El fluido sobrenadante resultante de esta centrifuga-

cibn, conteniendo la fraccibn intermembrana, fue removido con
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una pipeta Pasteur y el sedimento de vesiculas 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 MA que diese una concentracibén de pro-
tefnas de 30 - 35 mg/ml. Se agregd un volumen de una solucibn
de Lubrol WX (19 mg/ml) aobteniéndose una concentracidn final
de 0,16 my de Lubrol WX por mg de proteina. Esta mezcla se
mantuvo a 0QC durante 15 minutos y, luego, se la diluyd (1:2)
con MA. La suspensidn fue centrifugada  144.000 x g durante
1 hora. El1 sobrenadante, conteniendo las proteinas de la ma-
triz, fue removido y el precipitado, que presentaba la frac-
ciébn de membranas internas, fue lavado dos veces con peque-
fias cantides de MA. Este sedimento fue suspendido en MA dando

una concentracibén de aproximadamente 10 mg de proteinas/ml.

DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DE LAS MITOCONDRIAS AISLADAS

DE CELULAS DE LEYDIG

Los parametros de medicibn més importantes de la acti-
vidad respiratoria mitocondrial son : el consumo de oxigeno,
el control respiratorio y la relacifn fésforo : oxigeno

(P : 0).
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Para comprobar la viabilidad e integridad de las mito-
condrias aisladas de células de Leydig y purificadas en gra-
diente de sacarosa, se determinaron los tres parametros men-
cionados utilizando el método descripteo por Boveris vy Stoppa
» ni (53).

Se midid la respiracibn mitocondrial con un electrodo
de oxigenu (electrodo de Clark) a 300C en dos condiciones dis
tintas.

a) Estado de reposo o estadoc metabdlico 4 (respira-

cién controlada) (99) en un medio de incubacién
(volumen final = 2.ml) que contenia :

1) Sacarosa 0,25 M.

2) Buffer fosfato (pH = 7,4) 5 mM.

3) Cloruroc de magnesio 2,5 mM..

4) Sustrato : succinato 10 mM o una mezcla dg ma

lato 25 mM y glutamato 25 mM.

Se comenzb la medicién por el agregado de la suspensifn

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

b) Estado activo o estado metabblico 3 (respiracibn

activa) (99).
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Se utilizd el mismo medio de incubacibn con el agrega
do de ADP 125 uM antes que la suspensidn mitocondrial.

En ambos casos se obtuvieron los perfiles de consuma
de oxf{geno por medio de un graficador automatico acoplado.

. Las velocidades de respiracifn mitocondrial se midieron en
nano atomos gr. de oxigeno por mg de proteina por minuto. Le
cancentracién de ox{geno en el medio de reaccibn se tomb como
0,22 mM (53).

El control respiratorio (CR) se calculé por la rela-
cidn de pendientes de leos graficos (CR = velocidad en presen
cia de ADP / velocidad en ausencia de ADP).

También se determind la relacidn ADP agregado : oxige-

no consumido en el estado activo (relacién P : 0) (99, 128).

ENSAYOS ENZIMATICOS

HMG-CoA reductasa (E.C 1.1.1.34)

La actividad de la enzima se midif de acuerdo al méto-
do de daoble isétgpu de Shapire y col. (315).

Las cflulas de Leydig obtenidas por colageneizacién, o
bién se extrajeron con 1 ml de buffer fosfato de potasia 50

mM (pH = 7,4) conteniendo DTT 5 mM, EDTA 5 mM, KC1l 0,2 M y
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Brij 96 (Sigma) 0,25 % P/V, o se les realizd un fraccionamien
to como se describif anteriormente. En el caso de la extrac-
cibn, después de incubar por 20 minutos a temperatura ambien-
te, la suspensibn se centrifugbd 2 minutos a 10.000 x g en una
. microcentrifuga Beckman. Este tratamiento solubilizd cuantita
tivamente toda la actividad enzimatica. Se incubaron alicuo-
tas del subrenadante o de cada fraccifn subcelular (50 - 150
ug de proteinas) en 0,2 ml de una solucibn que contenia fosfa
to de potasio 0,1 M, glucosa-6-fosfato (Sigma) 20 mM, 1 uni-
dad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Sigma) y DTT 5 mM
(pH = 7,4). Los tubos se preincubaron 10 minutos a 370C y se
comenzd la reaccifn por agregado de 3H-DL-HMG-COA 200 uM
(20.000 cpm/nmol (NEN), incubando a 379C por 30 - 60 minutos.
Se pard la reaccifn por agregado al medio de incubacidn de 20
ul de HC1 5 N y 1“C-mevalonolact0na (10.000 - 15.000 cpm)
(NEN) para evaluar la recuperacifin. Los tubos se incubaron 30
minutos mas para asegurar la lactonizacifn del mevalonato for
mado, y despufs del agregado de sulfato de sodio anhidro, las
mezclas fueron extraidas dos veces con 1,5 ml de éter etfilico.
La mevalonolactona se aislbd por cromatografia en capa delgada

en el sistema acetona-benceno (1:1) o en tolueno-acetona-aci
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do acftico (20:10:1) (147). La identificacién del producto se
realizb en los dos sistemas cromatograficos por medioc de un
patrbn de mevalonolactona marcada.

Los blancos de reaccidn se incubaron en ausencia de

. extracto o de NADP.

Se usd el método radioquimico descripto por Clinken-
beard y col. (86) para medir la sintesis de T4e HMG-CoA a par

1“C-acetil CoA.

tir de
La reaccifn standard contuvo los siguientes componen-
tes en un volumen final de 0,2 ml : Tris-clorureo 0,1 M pH=8,

acetoacetil - CoA 10 uM, EDTA 0,1 mM, MgCl, 20 mM, 5 - 60 ug

2
de proteinas y 'C-acetil CoA 0,6 mM (12.000 cpm/mmol) (NEN).
La mezcla de reaccifn se preincubd dos minutos a 30QC y se
inicib la reaccibn por adicibn de 1hC-acetil CoA. Se sacaron
alicuotas a distintos intervalos de tiempo y se colocaron en
viales de conteo que contenian 0,3 ml de HCl 6 M. Los viales
se calentaron a §5QC durante dos horas y se contd la radiacti

1

vidad no volatil para determinar la cantidad de C-HMG-CoA

formada. Los valores para radiactividad 1hE no volatil corres
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pondientes a tiempo cero, se restaron de los valores de los
otros tiempos de incubacién.

Para confirmar la identidad del productc formado se
realizb una cromatografia en papel usandoc como solvente n-bu-

tanol : &cido acétice glacial : agua (5:2:3).

HMG-CDA liasa (E.C 4.10304)

Se siguib la técnica descripta previamente (86). Se

1hC_

midié la conversibn catalizada por la HMG-CoA liasa de
HMG-CoA (no volétil cuando se lleva a sequedad a 95QC en HCl
6 M) a su producto volatil : th-acetoacetato. La reaccibn se
inicid por el agregado de 50 - 100 ug de proteinas a una mez-
cla de reaccifin que contenia : 20 umoles de Tris-clorura, pH
8,2 y 4O nmoles de 1“C-HMG CoA (60 mCi/mmol) (NEN) en un volu
men final de 0,2 ml..La incubacibén se realizb a 300C y se sa-
caron alicuotas a distintos tiempos que fueron transferidés

a viales de vidrio contenientdo 0,2 ml de HCl 6 M. La radiac-
tividad 1“8 no volatil se determind como ya se menciond para

el ensayo de la HMG-CoA sintetasa.

Succinato deshidrogenasa (SDH) (E.C 1.3.99.1)

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

Las fracciones subcelulares y submitocondriales de cé
lulas de Leydig e higado de rata se resuspendieron en buffer
fosfato 50 mM (pH = 7,4) y se incubaron a 379C durante 15 mi
' nutos en presencia de INT (Sigma) 0,1 %, sacarosa 25 mM y suc
cinato 50 mM. Se pard la reaccidn por el agregado de TCA 10 %
y se extrajo el formazén (complejo coloreads) con & ml de ace
tato de etilo.

Se midid la absorbancia a 490 nm (coeficiente de extin

cibén molar del formazan en acetato de etile = 20,1 x 103).

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-P DH) (E.C 1.1.1.49)

Todas las fracciaones en estudio se resuspendieron en
buffer Tris-HCl 50 mM, pH = 7.5 conteniendo KCl1 25 mM, saca-

rosa 0,25 M y MgCl, 17 mM.

2

La G-6-P DH se ensay6 de acuerdo al método de Calvo y
col. (76) midiendo el cambio en la absorbancia a 340 nm. La
mezcla de reaccibn contenia NADP 3,3 x 'IEl-L+ M y D-glucoaa-6-

fosfato 6,6 x 1074 M y una dilucibn adecuada de cada fraccibn

subcelular.
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Monoamino oxidasa (MAO) (E.C 1.4.3.4)

Esta enzima se ensayb como lo describid Vacas (349).
Las distintas fracciones submitocondriales se homogeneizaron
en buffer fosfato 10 mM (pH = 8,2) y alicuoctas de 50 ul se
" incubaron durante 30 minutos a 379C en presencia de 0,15 mM
de bioxalato de 1“C-serotonina (0,1 uCi/alicuota - NEN). Lue
go de detener la reaccién con 50 ul de HCl 2 N, se extraje-
ron los productos obtenidos con 500 ul de acetato de etilo y
se lavaron con 100 ul de HCl 0,3 N. La radiactividad presen-
te en alicuotas de 250 ul de la fase organica se midié por
espectrometria decentelleo ligpido, luego del agregado de sg

lucitn de tolueno centelleante.

Malato deshidrogenasa (MDH) (E.C 1.1.1.37)

La actividad de malatoc deshidrogenasa se midid siguien
do el cambio de densidad &ptica a 340 nm (127). La mezcla de
reaccidn contenia : buffer glicina-NaOH 0,12 M, pH = 10; mala
to 0,85 M (pH = 7,5) y NAD 37,5 mM (pH = 6,5). Se comenzd la
reaccibn por el agregado de las fracciones en estudio resus-
pendidas en buffer fosfato 0,5 M (pH = 7,4) (coeficiente de

extincién molar del NADH = 6,22 x 10°).
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INCORPORACION DE ACETIL-CoA y MEVALONATO A LOS ESTEROLES

PRECIPITABLES POR DIGITONINA

Homogenatos de células de Leydig, fracciones mitocon-
driales purificadas o citosol se resuspendieron en buffer
fosfato 50 mM, pH = 7,4 que contenia NaCl 50 mM, KCl 24 mM y
glucosa 4 mM, con 0,1 mM de metil-isobutil xantina (MIX), ami
noglutetimida 1 mM y 1 uCi de 1L'II:-at:etil-Eic:F\ (50 mCi/mmal,
NEN) & 1 uCi de '“C-mevalonato (47 mCi/mmol,NEN) en un volu-
men final de 1,2 ml. Se incubd durante Z horas a 34QC y se
pard la incubacién con el agregado de 0,5 uCi (44 Ci/mmol,
NEN) de JH-colesterol y 2 ml de acetona : etanol (1:1).

Después de la homogeneizacifn en el solvente orgénico,
los tubos se centrifugaron a 25.000 rpm durante 15 minutos.
Se tomaron alicuotas del extracto y se saponificaron con KOH
9 M por 2 horas a 40QC, seguido por la adicion de 0,5 ml de
acetona : etanol (1:1). Luego se acidificd la mezcla con &ci
do acético 10 % y se agregaron 100 ug de colesterol y 1 ml de
solucidn de digitonina (al 0,5 % en etanol 55 %). Se incubd
toda la noche a temperatura ambiente, se centrifugd y se lav6

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

2 ml de éter. Se resuspendid el precipitado en 0,1 ml de agua
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y se disolvit en 0,5 ml de " Solubilizer " (Amersham) y tolue
no centelleante. Finalmente se midid la radiactividad en un
contador de centelleo liquido. Se realizaron incubaciones en
paralelo en el mismo buffer y en ausencia de extractos para

. medir los blancos de reaccibn.

PRODUCCION DE PREGNENOLONA EN PRESENCIA DE ACETATO Y MEVALO-

NATO EXGGENOS

Se preincubaron aproximadamente 2.106 células de Ley-
dig resuspendidas en Medio 199 durante 3U minutos a 37QC, en
presencia de cianocetona y spironolactona para inhibir el me
tabolismo de pregnenclona como ya se mencionf. Luego se agre
garon 100 ug de acetato de sodio o mevalonolactona (&sta (O1ti-
ma preincubada en NaHCEl3 100 mM a 24QC, 15 minutos) y se con-
tinud la incubacibn dos horas a 370C en presencia de una do-
sis estimulatoria supramaxima de hCG. La produccién de prégng

nolona, se midi8 por radioinmunoensayo.

AISLAMIENTO DE FACTORES MODULATORIOS INTRACELULARES DE LA

HMG-CoA REDUCTASA

Se realizd una purificacibn parcial de un activader y
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un inhibidor de la actividad de la HMG-CoA reductasa, a par-
tir de higado y células de Leydig de rata de acuerdo a métg
dos descriptos (275).

A las fracciones citosblicas (sobrenadantes de 105.000
x g)se les agregb acetona fria hasta una concentracién final
de 54 ml/100 ml de citosol y se las centrifugd recuperéndose
el precipitado y el sobrenadante.

Fraccibn precipitada: se homogeneizd con buffer TEDKS
y se agregd sulfato de amonio hasta 40 % de saturacion, se
centrifugd y posteriormente se resuspendif el precipitado en
buffer TEDKS. Esta fraccibn se utilizd como " inactivador ci-
tosblico " (reductasa quinasa) (RK).

Fraccibn sobrenadante : se agregd acetona fria hasta
una concentracifn final de 97 ml/100 ml de citosol original,
se centrifugb, se homogeneizd el precipitado en buffer PEPS,
se volvi8 a centrifugar, se agregd al sobrenadante sulfato de
amonio hasta 40 % de saturacidn, se centrifugbd y finalmente
se resuspendid el precipitado en buffer PEDK. Esta fraccibn
se utilizd como " activador citosflico " (fosfatasa) (F).

Todas las fracciones se dializaron 4 horas contra bu-

ffer PEDK y las centrifugaciones se realizaron a 12.000 x g
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durante 10 minutos.

Soluciones buffer usadas

PED : fosfato 50 mM (pH = 7,4), EDTA 1 mM y DTT 5 mM.

PEDK : PED mas clorurc de potasio 0,3 M.

PEDS : PED m&s sacaraosa 0,25 M.

TEDKS: Tris-cloruro 40 mM (pH = 7,5), EDTA, DTT, clo-
ruro de potasio y sacarosa en las concentracig

nes me2ncionadas.

INCUBACION DE FRACCIONES SUBCELULARES DE CELULAS DE LEYDIG E

HIGADO EN PRESENCIA DE FACTORES MODULATORIOS INTRACELULARES

La fraccifn mitocondrial purificada de células de Ley-
dig y los microsomas de higado se resuspendieron en buffer
PEDK y se preincubaron en presencia de ATP 2 mM vy MgCl2 L mM,
a 379C, 30 minutos.

Las mezclas se centrifugaron 60 minutos a lés veloci-
dades correspondientes, a 4QC y los precipitados se resuspen-
dieron en buffer;PEDH. Estas resuspensiones se incubaron a
370C, 30 minutos, con alicuotas de fracciones activadoras ob-

tenidas a partir de células de Leydig e higado como se descri
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bi6é anteriormente.
Las fracciones se centrifugaron nuevamente 60 minutos,
a LAC y se resuspendieron en buffer PEDK. Posteriormente es-
tas fracciones subcelulares se incubaron a 37QC, 30 minutos
' en presencia de ATP 2 mM, MgCl, & mM y de alicuotas de las
fracciones inactivadoras de cflulas de Leydig y de higado.
Finalmente se midid la actividad de la HMG-CoA reducta

sa, luego de todas las incubaciones descriptas.

DETERMINACION DE COLESTEROL

La cuantificacién del polesterol total plasmatica y
del unido a cada una de las lipoproteinas aisladas (LDL vy

HOL) se realizd por dos métodos colorimétricos distintos,

a) Método descripto por Searcy y Bergguist (314)

Se hizo una extraccidén de 0,1 ml de muestra con
0,9 ml de acetona-etancl (1:1). Se agitd vigorosamen-
te vy se centrifugb. Se midieron 0,4 ml del sobrenadan
te organico y se agregaron 6 ml de solucifn saturada
de FeS0, en dcido acético glacial y 2 ml de H,50, con
centrado. Se mezcld inmediatamente y luego de 10 minu

tos se midid la absorbancia a 490 nm.
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La solucién standard se prepard a partir de colesterol

(Sigma) disuelto en acetona-etanol.

b) MEtodo enzimatico de la colesterol oxidasa (2)

Para las determinaciones se utilizd el equipa de
reactivos de laboratorios Supelco. La mezcla de reac-

cibn estaba constituida por :

NazHPDh

NaHzPDh : 50 mM.

Colesterol éster hidrolasa : 33 U/1l.

: 50 mM.

Colesterol éster oxidasa : 117 U/l.
Peroxidasa : 67.006 u/1.

Fenol : 14 mM,

Carbowax-6000 : 0,17 mM.

Colato de sodic : 3 mM.

b-aminoantipirina : 0,82 mM.

Para el ensayo se incubaron 30 ul de muestra con 3 ml
del reactivo a 370QC durante 10 minutos. Se midi6 la absorban-
cia a 500 nm. La solucién standard se preparf usando coleste-

rol disuelto en isopropanol.
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DETERMINACION DE PROTEINAS

La cantidad de proteinas de todas las muestras sa de-
termind por el método de Lowry y col. (234) y el contenido
proteico de las lipoproteinas se midi6 por el mismo método mo
dificado por Markwell y col. (245), extrayendo los lipidos
con cloroformo luego del desarrolloc del color. Comoc muestra

standard se utiliz8 BSA (Fraccién V - Sigma).

ENSAYOS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico de los resultados se apli

ch el test de " t " de Student.
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RESULTADOS 'Y DISCUSION
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SECCION I.

RECEPTORES ©DE LIPOPROTEINAS EN CELULAS

DE LEYDIG
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RESULTADOS

Las células esterocidogénicas tienen la capacidad de sin
tetizar de novo al colesterol,que es el precursor obligatorio
de todos los esteroides.Sin embargo,diverses investigadaores
mostraron que los tejidos esteroidogénicos utilizan colesterol
circulante transportado por las lipoproteinas como sustrato pa
ra la esteroidogénesis (ver review,ref. 162). Esto es particu-
larmente verdad en el casoc de la glandula adrenal y el oﬁariog
en cambio,en el testiculo no estd definido y hay pocos estudios
acerca de la interaccifn de las lipoproteinas con las células
de Leydig.

Recientemente,Chen y col. (103) demostraron la existen-
cia de sitios de unibn de alta afinidad para las lipoprateinas
de alta densidad (HDL) en la rata, localizados en células inters
ticiales obtenidas sin purificacifn previa.

Los experimentos siguientes se llevaron a cabo para ca-
racterizar mejor la unidn de lipoproteinas a células de Leydig

purificadas en un gradiente de metrizamida.

CARACTERIZACION DE LA UNION DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD

(LDL) Y DE ALTA DENSIDAD (HDL) A CELULAS DE LEYDIG.
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Con las fracciones de lipoproteinas aisladas de plas-
ma humano se realizd una electroforesis en geles de polia-
crilamida como criterioc de pureza.En la Figura 1.1 se obser-
va una Unica banda tanto para LDOL como para HDL en compara-
, cidn con plasma humano normal,lo cual demuestra ausencia de
contaminacifn cruzada,al menos con el método utilizado.

En la mayoria de los casos,luego de marcadas las lipo
proteinas con 125INa,se usa la dialisis para separar el 1251
libre.Debido a que es un proceso complicado,se desarrolld u-
na técnica para la purificacibn que se basa en la utiliza-
cibn de una cromatografia en columna en gel de poliacrila-
mida-agarosa (ACA 4b4).La Figura I.2 muestra los perfiles de

125

elucién con una nitida separacifin entre las I-lipoprotei-

1251 no incorporado,lo cual demuestra que es un mé-

nas y el
todo eficaz y més rapido que la didlisis.

Para tratar de establecer las condiciones odptimas 69
la unidn de las lipoproteinas a las células intersticiales,
se realizaron Curvas de tiempo a diferentes temperaturas
(0,24 y 379C).La unibn especifica se calculd como se indich
en Materiales y Métodos.

125

La Figura I.3 muestra las curvas de tiempo para I-
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PLASMA HDL LDL

Figura I.1.Electroforesis de lipoproteinas en geles
de poliacrilamida.lLos geles se prepararon
como se describib en Materiales y Métodos.
Se sembraron alicuotas,previamente tefiidas
en Sudan Black B,de plasma humano normal y
de las fracciones lipoprotelcas obtenidas
(LDL y HOL).
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Figura I.2.Fraccionamiento a través de una columna de
acrilamida-agarosa de las preparaciones de lipo-
protefinas marcadas.El gel ( ACA 44,Ultrogel,LKB )
se empaguetb en pipetas de plastico de 10 ml y
se equilibrd con buffer Dulbecco,que contenia
BSA al 1% .Las muestras se eluyeron con el mis-
mo buffer y las fracciones se recolectaron cada
5 minutos.
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figura I.3.Relacibn entre tiempo y unibn de 125-I-LDL hu-
mana a membranas de células intersticiales a di
ferentes temperaturas.La h-LDL marcada ( 80 cpm/
ng de proteina de LDL)se agregbh a 250 ul de la
mezcla de reaccifn,que contenia 300 ug de prote

fna de membrana de células intersticiales.Para

calcular la unidén inespecifica se agregS h-LDL

fria hasta una concentracién final de 40O ug de
proteina de-LDL/ml.
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LDL (actividad especifica= 80 cpm/ng de proteina de LDL).La
unién fue mucho mayor a 379C y la reaccibn llegb al equili-
brio a los 60 minutos,permaneciendo constante hasta por lo

125, _

menos las 2 horas.E1l mismo experimento se realizb para
" HOL (actividad especifica= 100 cpm/ng de proteina de HDL).
Los resultados se exponen en la figura I.4 y son coinciden-
tes con las condiciones 6ptimas de reaccifn de LDL.

La fFigura I.5 muestra la unibn de lipoproteinas & di-
ferentes fracciones celulares obtenidas de células intersti-:
ciales centrifugadas a través de un gradiente de metrizamida.
Se observa que ambas lipoproteinas presentan una amplia dis-
tribucién de unién entre todas las fracciones del gradiente
correspondientes a células de Leydig, segiin se juzga por la
unién de hCG.La fraccitn D,con una considerable unidén 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.Por lo tanto, los
siguientes experimentos fueron realizados usando células de
Leydig purificadas descartando la fraccibn D.

125

En la Figura I.6 se ve la unibén de I-LDL a las mem

branas de células de Leydig a 370C como una funcibn de la con



- 123 -

125I-HDL unida (cpm)
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Figura I.4.Relacibn entre tiempo y unibn de 125-I-HDL huma-
na a membrana de células intersticiales a dife-
rentes temperaturas.La h-HDL marcada ( 100 cpm/ng
de proteina de HDL ) se agregd a 250 ul de la mez
cla de reaccibn,que contenia 300 ug de proteina
de membrana de células intersticiales.Para calcy
lar la unibn inespeci{fica se agregd h-HDL friam
hasta una concentracidn final de 400 ug de prote
ina de HDL/ml.
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Figura I.5.Unibn de lipoproteinas y hCG a células inters-~
ticiales purificadas a través de un gragiente
de metrizamida.Se resuspendieron 8 x 10° célu-
las en Medio 199,que contenia B8SA 0,1% ,y se
sembraron en un gradiente de metrizamida 16~
36 %. Después de la centrifugacién se separaron

L bandas gue se resuspendieron en Medio 199
las células se lavaron.Luego,las células se
trataron con bicarbonato de sodioc 1 mM para
unifén de lipoproteinas como se describid en
seccifdn de Métodos.Para la unibén de hCG,las

y

1la
la
cé

lulas lavadas se resuspendieron en Medio 199 ~

con BSA 0,1%y se usaraon.
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Figura I.6.Curva de saturacibn de la unifn de 125I-h-LDL
a membranas de células de Leydig purificadas.
Se incubaron alicuotas de membranas celulares
(1,2-2 mg/ml) con concentraciones variables
de h-LDL marcada (80 cpm/ng de proteina de LDL).
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125I-LDL en el medio de incubacibn.La unibn es-

centracidn de
pecifica mostrd una cinética de saturacifn,con una unifn ma-
xima adquirida a aproximadamente 10 ug de proteina de LDL/ml.
Cuando esos datos se transformaron segin el anélisis de Scat-
. chard (307) se observd una sola clase de sitios de unidn con
una constante de disociacién (Kd) igual a 2,6 ug de proteina
de LDL/ml y una capacidad (BU) de 920 ng de proteina de LDL/
mg de proteina de membrana (Figura I1.7). ‘

La Figura I.8 muestra un experimento similar realiza-
do con 125I-HDL.La unibn especifica dio un esquema de satura-
cién con la unibn maxima a 20 ug de protefna de HDL/ml.Los da
tos analizados segin el modelo de Scatchard revelaron un (ni-
co tipo de sitios de unifn con una Kd de 4,2 ug de proteina
de HDL/ml y una capacidad de unién (BU) de 500 ng de protei-
na de HDL/mg de proteina de membrana (Figura I.9).

Cuando todos estos resultados se procesaron tenien&o
en cuenta la méxima capacidad de unibn (M.C.U.) de las pre-
paraciones de liguproteinas marcadas (4% ),las constantes de
disociacifn disminuyeron a 104 ng de proteina de LDL/ml y

168 ng de proteina de HDL/ml respectivamente,sin cambioe en

las capacidades de unidn.
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Figura I.7.An&lisis de Scatchard de la unidn de 125I-hLDL
a membranas de células de Leydig.Se incubaron
alicuotas de membranas celulares (1,2-2 mg/ml)
con varias concentraciones de hLDL marcada
(80 cpm/ng de proteina de LDL).
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Figura I1.8.Curva de saturacibn de la unibn de 125I-h-HDL
a membranas de células de Leydig purificadas.
Se incubaron alicuotas de membranas celulares
(1,2-2 mg/ml)con concentraciones variables de
h-HDL marceda(100 cpm/mg de proteina de HDL).
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Figura I1.9.Analisis de Scatchard de la unidn de I-hHDL
a membranas de células de Leydig.Se incubaron
alicuotas de membranas celulares (1,2-2 mg/ml)
con varias concentraciones de hHDL marcada
(100 cpm/ng de proteina de HDL).
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Considerando un peso molecular de 480.000 para el com-

ponente proteico de la LDL y de 100.000 para el de HDL (319)

9 1

esos datos dan constantes de afinidad de 5 x 10° M~ ' para LDL

y 0,625 x 10° M~

para HDL,valores que son consistentes con
sitios de unibn de alta afinidad.
La Figura I.10 muestra la curva de disociacitn para la

1251 _HoL a células de Leydig.De estos re-

unibn especifica de
sultades puede observarse que existen dos componentes en este -
perfil de disaciacién,unc dando una k_, = (0,0154 ¥ p,0022)

min-1 yun t /2= 45 minutos,y el otro componente practicamen-

1
te no disociable (al menos durante el tiempo que durd el ex-
perimento).

De los datos de la figura I.4 puede obtenerse una k

1
(3,37 X 0,71) x 10'6 ml/ng min.La relacitn k_q/ k1=:Hd da un

valor de 4,6 ug de proteina de HDL/ml que concuerda con el
valor de 4,2 ug de proteina de HDL/ml obtenido de los datos

analizados por el modelo de Scatchard.
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Tiempo (minutos)

1251 _hoWpL

a células de Leydig purificadas..Se equilibraron
50 ug de h-HDL maroade:(82 cpm/ng) por ml de mez
cla de incubacibn,con 400 ug de proteina de mem-
branas. celulares durante 2 horas a 379C.Luego se
agregaron 2,4 mg de HDL fria al medio de incuba-
cibn y se midié la radiactividad unida a varinos

tiempos como se describid en Métodos.
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DISCUSION

Las evidencias dispanibles de trabajos realizados en
varias especies indican que los tejidos esteroidogénicos tie
nen toda la maquinaria celular para unir y metabolizar lipo-
pruteinas de baja densidad (LOL),por un mecanismo similar al
observado en los fibroblastos humanos (26,64) y,en varias ins
tancias,el "camino metabblico de la LDL" fue demostrado tanto
"in vivo" como "in vitro" y es muy similar en todos los ‘casos.

Ademas,numerasas aobservaciones han establecido la exls
tencia de un segundo sistema para la captacidn de colesterol
de las lipoprotefnas,especifico para HDL,en las células pro-
ductoras de esteroides.El mecanismo de captacion de esta lipo
proteina,aunque comprendida en forma incompleta,es diferente
que para la LDL,siendo la unibn de HDL a las células mediada
por un receptor distinta.

Se ha sugerido que la HDL,mas bien que la LDL,podria
proveer el colesterol para los tejidos esteroidogénicos de la
rata (161,178,321).También se propuso que la HDL era mis efec
tiva en suprimir la sintesis del colesterol en roedores,mi-

diendo la velocidad de formacién a partir de octanoato (8,49)



- 133 -

Chen y col. (103) demostraron la existencia de sifios
de unifn de alta afinidad para HDL y no para LDL,pero esos
trabajos se realizaron en células intersticiales gque no ha-
bfan sido purificadas.

En este trabajo se confirmb la existencia de sitlps de
unibn saturables de alta afinidad para HDL y LDL en testiculo.
La unifn fue mis alta a 379C que a otras temperaturas estudia
das (0 y 24LOC) y llegd al equilibrio a los 60 minutos de .incy -
bacibn.Las constantes de velocidad derivadas de estudios de
asociacifin y disociacibn para HDL revelaron una constante de
disociacion (Kd) de 4,6 ug de proteina de HDL/ml que fue simi
lar al valor calculado de los anélisis de saturacién segfin el
modelo de Scatchard (4,2 ug de'prnteina de HDL/ﬁi).

Este resultado nao concuerda completamente con las ob-.
servaciones previas (103) pues se informd una Kd de 32 ug de
proteina de HDL/ml.Este valor mas alto para la constants 39
disociacibn (con una disminucién paralela en la constante de
afinidad) hallado por esos autores puede deberse a que elloa
usaron para sus estudios células de Leydig impurificadas,y
como fue sefialado por Gwynne y Strauss (162),aunque esos tra

bajos sugieren un mecanismo especifico mediado por receptor
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para el metabolismo de HDL por células de Leydig,debe notarse
gue los cultivas empleados por Chen y col. consisten de sbla
un 10% de células de Leydig .De esta forma,puede haber ogurri
do unidn y degradacifn de lipoproteinas por otros tipos celu-
lares.

Como se demostrb en esta serie de experimentos,ambas
lipoproteinas se unen a varios tipos celulares segln se juz-
ga por el gradiente de metrizamida.Por lo tanto,seria impor-
tante realizar este tipo u otro de purificacibfn para tener
una adecuada informaclén y poder correlaciaonar la accidn de
las lipoproteinas con la unibn e internalizacibn a las célu-
las de Leydig.

La curva de disociacién de HDL presentd dos componentes
mostrando un perfil similar al descripto para la interaccién
de LH/hCG con sus receptores en el testiculo (30,263) e indi-
ca una cantidad significativa de complejos irreversibles aue
son mantenidos en la superficie celular por tiempos mas lar-
gos gque las espeqados.Sin embargo,los efectos de esos comple-
jos ligando receptor persistentes son aln desconocidos.

Respecto a los valores de constantes de disociacifn

(KdY y de capacidad de unibn (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 marcadoc con
12SI.Hasta el momento,la mayoria de los investigadores ohtie-

ne ese dato a partir de pasos de purificacibn luego de la mar

. cacibn,dato que representa una fuente de error,pues coma ha si

do demostrado por Cresto y col. (97) para insulina,el prpcedi
miento de iodinacifn puede dar como productos hormona mono-io
dada como también moléculas di-iodadas o no marcadas,y,g me-
nos que se puedan purificar las diferentes especies,la activi
dad especifica obtenida de esa forma representa un promedio
de las diferentes moléculas,np todas con la misma actividad
biolbgica.Por lo tanto,para tener un valor confiable de ac-
tividad especifica se hace necesario utilizar el método de
autodesplazamiento descripto por Calvo y col. (77).

Otro factor a tener en cuenta es gque la introduccibn
del radioisbtopo al ligando,produce modificaciones estrucéu:g
les gque resultan en una actividad biolégica y de unidn dismi-
nuidas.Debido a gllo se debe conocer cual es la maxima capa-

125

cidad de unifn del I-ligando en el modelo experimental u-

tilizado o en alguno similar.

125

En este trabajo,a las I-lipoproteinas se les deter-
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mind la actividad especifica por autodesplazamiento y la mé-
xima capacidad de unibn (M.C.U.) a membranas de células de
Leydig y de adrenal.Los resultados obtenidos para la unifn de
LOL vy HDL,teniends en cuenta los paréametros anteriores,mostra
ron el mismo nlmero de sitios de unibn pero una Kd menor (104
ng de proteina de LDL/ml y 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 4,2 ug de proteina de HDL/ml,respectivamente)

Por ello,es importante que para cualguier estudig de in
teraccibn ligando-receptor,se calcule no s8lo la actividad es-
pecifica adecuadamente,sino también la mixima capacidad de u-
nién del ligando en estudio a su receptor especifico,ya gue de
no hacerlo,se obtendrin datos erréneos con interpretaciopes in

correctas.
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SECCION II.

BIDSINTESIS DE NOVO OE COLESTEROL EN CE

LULAS DE LEYDIG
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RESUL TADOS

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA HMG-CoA REDUCTASA EN CELULAS DE

LEYDIG.

Numerosos trabajos indican que la HMG-CoA reductesa,
enzima regulatoria en la biosintesis del colesterol,esté a-
sociada al reticulo endoplasméitico en higado, ovaric y glén-
dula adrenal,entre otros tejidos de mamiferos.A pesar gue es
tas observaciones fueron extrapoladas al testiculo,no sé ha=*
bia realizado ningln estudio en este 6rgano que verificase
tal presuncibn.

Por lo tanto,se decid&é realizar su caracterizacién
en células de Leydig.Para ello,previo fraccionamiento subce-
lular,se midib la actividad enzimitica en las diferentes frac
ciones segln se describid en Materiales y Métodos.Como enzi-
mas marcadoras se utilizaron succinato deshidrogenasa (SDH)
(mitocondrial) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH)
(citosblica).

La Tabla;II.1 muestra los resultados de la distribu-
cién de la actividad de HMG-CoA reductasa en las fraccianes

subcelulares de células de Leydig.
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La mayor actividad se encontrd asociada a la fraccion
mitocondrial (62%de la actividad total).La actividad del ci-
tosol fue un 35% del total.Solamente un 6% de la actividad de
SDH estaba presente en esta fraccién.La deteccidn de esta ac-
tividad en el sobrenadante de 105.000 x g puede deberse & rup
tura mitocondrial con una pérdida preferencial de la HMG-CoA
reductasa.La actividad de esta enzima en microsomas fue des-
preciable.No se detectb ectividad de HMG-CoA reductasa,%DH 0
G-6-PDH en la fraccibn nuclear previamente purificada a tra-
vés de una capa de sacarosa 2 M.

La actividad de HMG-CoA reductasa determinada en las
fracciones hepaticas (Tabla II.1) mostr6 la tipica localiza-
cibn microsomal descripta por otros autores (89% de la acti-
vidad total),(68,146,259).

Para confirmar el hallazgo observado,la fraccibn mita-
candrial cruda fue purificada a través de un gradiente de.sa-
carosa discontinuo.La actividad de la HMG-CoA reductasa si-
guib el mismo peFfil de centrifugacidn que el de la SDH (fi-
gura II.1).La actividad especifica de la HMG-CoA reductasa
en la fraccién més enriquecida en mitocondrias (interfase 40O~

50 del gradiente de sacarosa) fue 3,6 veces mayor que la co-
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un gradiente discontinuo de sacarosa y las
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rrespondiente al precipitado de 17.000 x g. Estos resultados
confirmaron que la HMG-CoA reductasa,en las células de Ley-
dig de la rata,estd localizada en las mitocondrias.

Cuando esta experiencia se realizd con mitocondries
de higado,la mayor parte de la actividad de la HMG-CoA re-
ductasa se encontrd asociada a la fraccibn menos densa del
gradiente de sacarosa (interfases 0-30 y 30-40) mostrando
una distribucién similar a la glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa)
(enzima marcatdora microsomal)(Figura II.1 y Tabla II.2),in-
dicando que las fracciones de higado m&s livianas del gra-

diente estén enriguecidas en microsaomas.

DETERMINACION DE LA VELOCIDAD RESPIRATORIA,DEL CONTROL RES-

PIRATORIO Y DE LA RELACION FOSFORO-OXIGENDO (P : 0) DE LAS MI-

TOCONDRIAS AISLADAS DE CELULAS DE LEYDIG.

Debido a que para purificar las mitocondrias aisladas
de células de Leydig,se utilizaron altas concentraciones de
sacarosa,que de alguna manera podrian haber dafiado la inte-
gridad de 1as migmas,se decidib determinar los parémetros
més importantes de la actividad respiratoris.Se utilizf 1la
fraccibn proveniente de la interfase 40-50 puesto gue era la

més enriquecida en actividad de SDH.Los resultados fueron los
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siguientes.

Consumo de oxigeno del estado de reposo (estado meta-
bblico 4 o de respiracibn controlada) : 31,3 natgr. de 02/
min. mg de protefna.

Consumo de oxigeno del estado activo (estado metabb-
lico 3 o de respiracién activa) : 44,6 natgr. de Dzz’min.
mg de proteina.

velocidad en presencia de AQP

Control respiratorio (C.R.)=
velocidad er- ausencia de ADP

44,6 nat.gr. de 0,/ min. mg de proteina
C.R. =

= = 1,43
31,3 nat.gr. de Dz/lnin. mg de proteina

ADP agregadao

Relacibn fésforo-oxigeno (P: 0) =

0, cansumido en estada 3

2
250 nmoles

P:0 = = 2,8
89,2 nmoles

Los datos observados fueron similares utilizando co-
mo sustrato succinato 10 mM o una mezcla de malato 25 mM-
glutamato 25 mM,y permiten asegurar la existencia de mitp-
condrias.

El control respiratoric (C.R.) indica si hay acopla-

miento entre el transporte de electrones y la fosfaorilacibn
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oxidativa,y es un criterio muy sensible y en general el de e-
leccibn para juzgar la integridad mitocondrial.lLos resultados
obtenidos no son Bptimos,por lo gue no se puede descartar que

haya habido ruptura de le membrana interna mitocondrial,

CONDICIONES DE ENSAYO PARA LA ACTIVIDAD DE LA HMG-CoA REDUCTA-

SA MITOCONDRIAL.

Las condiciones de sustratos para los ensayos se deter
minaron en mitocondrias purificadas (interfase 40-50 de£ gra-
diente de sacarosa) de células de Leydig (Figura II.Z2).

El valor de K_ pera la_DL-HMG-CoA (calculada segin el
modelo de Lineweaver-Burk) fue 0,200 mM (r2==D,99h),que re-
presenta una constante de 0,100 mM para el D-isbmero activo.
La concentracién de NADPH con la cual se alcanzbé la mitad de
la actividad enzimatica maxima fue aproximadamente 0,050 mM.

La sintesis de mevalonato fue lineal hasta los 90 minutua.

con 150 ug de proteinas.

ACTIVIDAD DE LA KMG-CoA REDUCTASA EN LAS DIFERENTES FRACCIO-

NES SUBMITOCONDRIALES DE CELULAS DE LEYDIG.

Asumiendo que la HMG-CoA reductasa en la célula de Ley

dig de la rata es una enzima mitocondrial,se trat6 de estudiar
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Figura II1.2.Ensayo y propiedades de la actividad de la
HMG-CoA reductasa en mitocondrias de células
de Leydig purificadas por metrizamida.lLas mi-
tocondrias se prepararon y purificaron como
se describif em Métodos.Las incubaciones se
realizaron a 37QC bajo las siguientes caondi-
ciones : (a8) se incubaron 50 ug de proteinas
durante 60 minutos con 6 mM de NADPH y con-
centraciones variables de HMG-CoA; (b) se in .
cubaron 50 ug de protefnas durante 60 minutns
con 0,2 mM de HMG-CoA y concentraciones varia
bles de NADPH. -
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su localizacibn submitocondrial.

Si la HMG-CoA reductasa estuviese ubicada en la membra
na externa de la mitocondria,seria relativamente accesihle a
la HMG-CoA citoplasmatica proveniente de acetil-CoA.Por ptra
parte,si la enzima estuviese localizada en la matriz o en la
membrana interna mitocondrial,existiria una barrera de membra
nas separandolas de las reservas de HMG-CoA citoplasmaticas.

La Tabla II.3 resume los resultados de los inten?qs de -
localizar a la enzima en las fracciones submitocondriales.Se
consiguid una separacifn relativamente buena de las dos mem-
branas como se muestra por las actividades de la monoamino-
oxidasa (MAO) (enzima marcadora de la membrana externa) y de
la succinato deshidrogenasa (SDH) (enzima marcadora de la mem
brana interna) en las fracciones aisladas.La membrana externa
contenia un 25%de la SDH total y un 20%de la actividad to-
tal de la HMG-CoA reductasa pero casi la totalidad de la ;c-
tividad de MAD (94 %).

La distribucién de la HMG-CoA reductasa fue similar a
la distribucibn de la actividad de SDH en la membrana externa,
espacio intermembrana y membrana interna, mostrando que la ac

tividad de HMG-CoA reductasa obtenida en 1la membrana externa
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y en el espacio intermembrana se deben a la contaminacién de
estas fracciones con membrana interna.La actividad de HMG-CoA
reductasa determinada en la matriz (30%).no coincidid con la
de SDH (8 %),pudiendo deberse este hecho a que la HMG-CoA re-
- ductasa se encuentre unida en forma mas débil a la membrana
interna que la S5DH y puede solubilizarse mas facilmente por

el tratamiento con detergente (Lubrol WX).

HMG-CoA SINTETASA Y HMG-CoA LIASA EN FRACCIONES SUBCELUﬂARES

DE CELULAS DE LEYDIG.

Habiendo detectado actividad de HMG-CoA reductasa en
la mitocondria,resultaba importante determinar la localiza-
cibn de HMG-CoA sintetasa y HMG-CoA liasa,enzimas responsa-
bles de la sintesis y ruptura de la HMG-CoA respectivamente.

Los resultados se muestran en la Figura II.3 y sa re=-
lacionan al 100% de recuperacifn de las correspondientes en-
zimas marcadoras,asumiendo estabilidades similares en el ho-
mogenato y en las fracciones subcelulares

La mayor ﬁarte de la actividad total de la HMG-CoA

sintetasa estuvo asociada a la fraccifn mitocondrial,aunque

alguna actividad se encontrd presente en el citosol.La acti-
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Figura I1.3.Distribucifn subcelular de la actividad de HMG-
CoA sintetasa en células de Leydig purificadas.
H : homogenato ; M : precipitado de 17.000 x g ;

M 40-50: interfase 40-50% (P/V) del gradiente
de sacarosa; C: citosol.

Los resultados son el promedio I p.S. de deter
minaciones por duplicado en 3 preparaciones ce
lulares distintas.
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vidad especifica obtenida en las mitocondrias,previamente pu-
rificadas a través de un gradiente de sacarosa (interfase 4O-
50) fue aproximadamente 3 veces mayor que la encontrada en el
precipitado de 17.000 x g.

También se determind la actividad de HMG-CoA liasa en
las diferentes fracciones subcelulares.No se detectd activi-

dad en ninguna de ellas.

INCORPORACION DE 1“C—ACETIL-C0A A LOS ESTEROLES PRECIPITABLES

POR DIGITONINA.

Existiendo cantidades apreciables de HMG-CoA sintetasa
y de HMG-CoA reductasa en mitocondrias,fue natural especular
acerca de la funcifn de estas organelas en la sintesis de co-
lesterol en las células de Leydig

1&0_

Para este propbsito se estudif la incorporacibn de
acetil-CoA a los esteroles precipitables por digitonina utili-
zando homogenato,mitocondrias purificadas (interfase 40-50) vy
fraccitin citosblica de células de Leydig (Figura II.k).Se o-
mitieron las Fraéciones nuclear y microsomal dado que no se

detectd actividad de HMG-CoA reductasa en las mismas (Tahla

II.1). La incorporacibn de “'C—acetil-CoA (relacionada al 100%
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Figura Il.4.Incorporacibn de 1“C-acetil-CoA a los esteroles

precipitables por digitonina en fracciones sub+
celulsres de células de Leydig purificadas.H :
homogenato ; M 40-50 : interfase 40-50% (P/V)del
gradiente de sacarosa; C: citosol.

Los resultados son el promedio X D.S. de incuba
ciones por duplicado de 3 preparaciones celula-
res distintas.
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de recuperacibén de las correspondientes enzimas marcadorss)
fue similar al perfil de distribucibn de la actividad de

HMG~CoA sintetasa encontrada en las fracciones.
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DISCUSION

EstA generalmente aceptado que en el testiculo,la trans
formacién de HMG-CoA a mevalonato,es el paso limitante en la

biosintesis de novo del colesterol y que la HMG-CoA reductasa,

que cataliza dicha reaccibn,esté unida al reticulo endoplas-

matico.Més aln,las restantes enzimas del camino metabblico es
tan localizadas o en el citoplasma o en el reticuleo endoplas=
matico e involucran a los intermediarios usuales en la forma-
cibn del colesterol (351).

Contrariamente a esas suposiciones,los resultados obte
nidos en este trabajo demuestran que la HMG-CoA reductasa de
las células de Leydig estéd unida a la membrana interna mito-
condrial.Aunque no se puede excluir la presencia de esta en-
zima en la fraccibn citosblica,ya que el 36%de la actividad
total estad localizada en este compartimiento después del frac
cionamiento celular,es posible suponer una pérdida preferen-
cial de la HMG-CoA reductasa de las mitocondrias comparada a
la succinato deshidrogenasa (SDH), la cual se une fuertemen-
te a 1a membrana interna mitocondrial.

La localizacién de la HMG-CoA reductasa de c&lulas de

Leydig en mitocondrias es interesante en comparacibn con la
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enzima hepitica (68),adrenal (25) y ovarica (212) en la rata,
la cual esté localizada en el reticulo endoplasmatico.Similar

distribucifn mitocondrial se encontrd en Saccharomyces cerevi-

siae (322,323).

También se observd que en las mitocondrias purificadas
de células de Leydig hay una considerable cantidad de activi-
dad de HMG-CoA sintetasa,aunque sblo se detectd una muy peque
fia porcidn de esta enzima en la fraccién citosblica.Mas aln,
se demostréd 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 incopporaciﬁn de 1hC-acetil-CuA a
los esteroles precipitables por digitonina.

Debido a que la colesterogénesis desde HMG-CoA en la
célula de Leydig parece ser un proceso predominantemente mi-
tocondrial,surgif la pregunta si la HMG-CoA generada en el
citoplasma podia ser utilizada como sustrato para la sinté-
sis mitocondrial de colesterol,ya que habia sido descripto
que la membrana interna de las mitocondrias era impermeable
a8 los derivados de la coenzima A (143).En este sentido se ob
servh que la HMG-CoA reductasa tenia la misma actividad tanto

en la fraccibén mitocondrial proveniente de la interfase L0-50



del gradiente de sacarosa como en las mitocondrias sonicadas;
pero los experimentoé 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-CoA citoplasmatica,atraviesa o no la
membrana interna de las mitocondrias.

Por otra parte,a pesar de haberse descripto (366) que
en poblaciones celulares del testicule (incluyendo espegmato-
gonias, células de Leydig y de Sertoli) ocurria la cetogénesis,
no se encontrd actividad de HMG-CoA liasa en las fracciones
subcelulares obtenidas,por lo que la HMG-CoA no puede ser de-
gradada a acetoacetato y 3-hidroxibutirato,excluyendo la exis
tencia de un camino cetogénico en la célula de Leydig y des-
cartando la interferencia de deplecibén de sustrato para la
HMG-CoA reductasa.

Los descubrimientos en este estudio sugieren que tsdas
las enzimas requeridas para la conversifn de acetato a coles-
terol en célulaside Leydig,estan especificamente localizadas
en mitocondrias,y,probablemente,en cercana asociacidn con el
complejo enzimatico que escinde la cadena lateral del coles-

terol, encontrado en la membrana interna de la mitocondria (267,
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296,354) .Esto apoya la observacifn que le produccifn de preg-
nenolona endbgena por mitocondrias testiculares aisladas, es
del mismo orden de magnitud que la produccifn total de estee.
roides por el testiculo entero (20ﬁ,352).

En lo referente al aporte de colesterol para la sinte-
sis de andrbgenos en las células de Leydig,observaciones an-
teriores (101) y este mismo trabajo de Tesis (ver Seccidn III),
sugieren que el testiculo utiliza preferencialmente el qnlea-'
terol sintetizado endogenamente.Este colesterol podria sinte-
tizarse dentro de la mitocondria desde acetil-CoA,y este pre-
cursor de 2 carbonos puede provenir de piruvato, aminoicidos
o de &cidos grasos pox'p-oxidacién.Los fosfolipidos,por ac-
cidén de fosfolipasas especificas,podrian liberar los &cidos
grasos que atravesarian las membranas mitocondriales pare su
eventual degradacién a acetil-CoA.La Figura II.5 muestra un
esquema de la hipbtesis propuesta.

De esta manera,el 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 depbsitos citoplasmaticos o por las lipoproteinas plasmé-
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ticas después de la interaccibn de éstas con sus receptores
de la membrana celular.
Desde otro punto de vista,muchas observaciones indican

gue las actividades enzimaticas en fracciones subcelulares ais

» ladas,no siempre reflejan las actividades fisioclégicas "in vi-

vo".S5in embargo,a pesar de ello,se puede concluir que las ml-
tocondrias de las células de Leydig tienen una funcién prepon
derante en la biosintesis del colesterol,y que la regulacidn
de este camino debido a su ubicacibn intracelular,puede estar
sujeto a factores modulatorios distintos a los descriptos pa-
ra higado y gléandula adrenal.La elucidacién de esos factores
contribuird, indudablemente,a una mejor comprensién de los pro
cesos involucrados en la esteroidogénesis de las células de
Leydig.

Es por ello gue los resultados mostrados,conduciriqn a
una revisidn de las extrapolaciones hechas en el testiculo so
bre la biosintesis del colesterol,basadas en estudios realiza

dos en otros tejidos y que son aceptados actualmente.
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SECCION III.

REGULACION ©DE LA HMG-CoA REDUCTASA Y DEL
APORTE DE CDLESTERUL PARA LA ESTEROIDOGE

NESIS EN CELULAS DE LEYDIG
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RESULTADOS

Los hallazgos descriptos sobre la biosintesis mitocon-
drial de colesterol y la existencia de receptores para LDL vy
HDL en células de Leydig,indujeron al estudio de la regulacibn
por un lado,de la HMG-CoA reductasa,y por ende,de la sintesis
de novo del precursor androgénico,y por otro,del aporte prove
niente del plasma a través de la interaccibn de las lipoprote .
inas con las células intersticiales.Se utilizaron diver;as con
diciones experimentales y los resultados se detallan en los pa
rrafos siguientes.

Los experimentos sobre regulacién se llevaron a cabo
con la HMG-CoA solubilizada por medio de un buffer con deter
gente,salvo especificacién en contra.Ello se hizo porque los
antecedentes sobre la enzima hepatica indicaban que era difi-
cultoso estudiar a la misma cuando estaba unida a la membra-

na microsaomal.

RITMO CIRCADIANO .DE LA HMG-CoA REDUCTASA

La existencia del ritmo diario de la HMG-CoA reducta-
sa fue observado por primers vez en higado de ratén (207) vy

luego en distintos tejidos de la rata.La actividad maxima de



- 162 -

la enzima es semejante en todos los casos y ocurre alrededor
de la medianoche.En cambio,en la adrenal de hamster el plco
maximo se detectd a las 15 horas (133).

Debido a que la secrecién de testosterona por el tes-
» t{culo de la rata presenta un ritmo circadiano (31,261,363),
se decidid determinar si existia alguna variacitn diaria en
la actividad de la HMG-CoA reductasa de células de Leydig.
La Figura III.1 muestra los resultados.Hubo una actividad
maxima cerca de las 12 hs. y actividades similares en las
restantes horas del dia.Por ello,para los experimentos sub
siguientes de regulacidn de le enzima,se decidid sacrificar

a los animales en horarios cercanos al mediodia.

CONDICIONES DE ENSAYO PARA LA HMG-CoA REDUCTASA EN EXTRAC-

T0S DE CELULAS DE LEYDIG.

La Figura III.2 muestra las condiciones Gptimas pa;
ra el ensayo de la HMG-CoA reductasa solubilizada.La for-
macidn de mevalonato,aumentando la cantidad de proteina
hasta 50 ug,permanecié lineal hasta los 60 minutos;y las
concentraciones de DL-HMG-CoA y NADPH con las que se lle-

g6 a la mitad de la actividad enzimé&tica méxima, fueron a-
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Figura I1I.1.Variaciones diurnas en la actividad de HMG-CoA
reductasa.La actividad enzimatica se midid en

extractos de células de Ley
en Materiales y Métodos.lLos
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dig como se detallb
animales fueron man
en un ritmo constan
indica en la figura
horas especificadas.
D.S. de incubacio-

nes de 3 preparaciones celulares distintas.
# : p<0,001 respecta a los valores de las res-

tantes horas del dia.
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Figura IIl.2.Ensayo y propiedades de la actividad de la HMG-
CoA reductasa en células de Leydig de la rata.
Los extractos de células de Leydig se prepara-
ron como se describif en Materiales y Métodos.
Las incubaciones se realizaron a 37QC bajo las
siguientes condiciones : (a) para tiempos cre-
cientes,se incubaron 50 ug de proteinas con
NADPH S mM y HMG-CoA 0,2 mM; (b) se incubaron
concentraciones crecientes de proteinas celu-
lares durante 30 minutos con las mismas concég
traciones de NADPH y HMG-CoA que en (a) ; (c)
se incubaron 50 ug de protef{nas durante 30 mi-
nutos con NADPH 5 mM variando la concentracibn
de HMG-CoA ; (d) se incubaron 50 ug de protefinas
durante 30 minutos con 0,2 mM de HMG-CoA y con-
centraciones variables de NADPH.
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proximadamente 0,050 mM.Ya que sblo el D-isbmeroc de la DL-
HMG-CoA usada es activo,el verdadero valor de SD 5 esta al-
]

rededor de 0,025 mM

ACTIVIDAD DE LA HMG-CoA REDUCTASA DURANTE LA DESENSIBILIZA-

CION TESTICULAR INDUCIDA POR GONADOTROFINAS.

En el fenbdmeno de desensibilizacién testicular se han

descripto dos tipos de lesiones en el camino enzimatico este-

)

roidogénico.Una lesibn "tardia" o "lejana" que se caracteriza
por un blogqueo dependiente de estrbgenos,a nivel de la 17,20-
desmolasa y de la 17-hidroxilgsa,y un defecto biosintético an
terior a la produccibn de pregnenolona que ocurre en células
de Leydig tratadas con dosis altas de hCG (10 ug).Esta lesifin
"temprana" o "cercana" no es causada por estrbgenos,ya que no
se revierte con el antiestrbgeno Tamoxifén (344) ni se repro-
duce por tratamiento con estradiol (276).

Para determinar si la HMG-CoA reductasa testicular po-
dia ser modulada por gonadotrofinas "in vivo" y ademés si te-
nia alguna influéncia en la naturaleza del bloqueo esteroido-
génico "temprano" causado por la hormona trbéfica,se examind

el efecto del tratamiento de hCG sobre la actividad de la en-
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zima en células de Leydig.Cuatro horas después de la inyec-
cifn de 10 ug de hCG,ls actividad de la HMG-CoA reductasa
aumentd aproximasdamente ur 100 % sobre los valores contrales
(Figura III.3).A tiempos posteriores (24 y 72 horas),se ob-
servb una marcada disminucién en la actividad enziméitica,
coincidente con la deplecifn de receptores previamente des-
cripta y con la aparicibn "temprana" en la biosintesis de
esteroides (118,276).Contrariamente,los animales tratadgs
con la dosis mas baja de hCG (2 ug),que sblo produce el blo
gueo esteroidogénico "tardfio",no mostraron cambiocs signifi-
cativos en la actividad de la. reductasa a los tiempus medi-
dos (24 y 72 horas).

Para evaluar el funcionamiento del camino esteroido-
génico entre la produccibtn de mevalonato y colesterol,se in
cubaron células de Leydig de animales controles y desensipi
lizados (con 1-dosis de 10 ug de hCG) con 1hC-mevalonatu en
presencia de aminoglutetimida 1 mM (que inhibe el metabolis
mo del colesterol),y se midid la incorporacibn del precur-.
sor radiactivo a los esteroles precipitables por digitonina.
Como se ve en la Figura III.4,las cklulas desensibilizadas

luego de 72 horas de tratamiento,no mostraron ninguna dis-
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Figura III.3.Actividad de la HMG-CoA reductasa en extractos
de cflulas de Leydig después de la inyeccion
subcuténea de 10 ug (200 U.I.) de hCG.

Cada punto es el valor promedio Z D.5. de in-
cubaciones por duplicado de 3 preparaciones
celulares distintas.

# : p<0,001 respecto al tiempo cero (control).
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Figura III.4.Incorporacifn de 1“C-mevalonato a los estero-
les precipitables por digigonina.Se incubaron
células de Leydig (20 x 10" células/vial de
incubacibén) de ratas controles y desensibili-
zadas por hCG (10 ug-72 horas) en la ausencia
o presencia de hCG (100 ng) con MIX 0,1 mM y
aminoglutetimida 1 mM durante 2+horas a 3.40c.
Los resultados son el promedio - D.S5. de in-
cubaciones por duplicado de 3 preparaciones
celulares distintas.
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minucién en la incorporacibn de 1hC-mevalonato comparadas con
las cflulas de Leydig de animales controles.También es eviden
te que no se pfodujo estimulacibn por el agregadoc de hCG en
ninguno de los dos lotes,probablemente debido a que los pasos
entre mevalonato y colesterol no estén sujetos a modulacidn
por gonadotrofinas.

En otro experimento,ls incubacién de células desensi-
bilizadas con mevalonato no marcado restaur8 parcialmenge la
velocidad de produccién de pregnenolona.Como se observa en la
Tabla III.1,el agregado de 100 ug de mevalonato a células de-
sensibilizadas (derecha),restaurbf la produccién de pregnenolo
na al mismo nivel basal que en las células controles (izquier
da),pero no aumentd la respuesta a la hCG "in vitro";tampoco
tuvo efectos adicionales sobre la esteroidogénesis en células
normales,cuando se compara con la produccién de pregnenolona
en ausencia de precursores aéregados al medio de incubacibn.

En cambio, el agregado de acetato,no influencif ni la
actividad esteroidogénica de células de Leydig controles,ni
las de las desensibilizadas,spoyando la observacibn que de
las enzimas involucradas en los pasos desde acetato a meva-

lonato,al menos la HMG-CoA reductasa,esté considerablemente
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inhibida por una dosis desensibilizante de hCG.

INFLUENCIA DE LAS LIPOPROTEINAS TRANSPORTADORAS DE COLESTEROL

EN LA DESENSIBILIZACION TESTICULAR.

La determinacifn de la presencia de receptores para LDL
y HDL en células de Leydig,permitil 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 10
ug de hCG,las cuales tenian la lesifn es:eroidogénica "tempra
na".En estos animales se habf{a observado que los receptores pa
ra LH/hCG estaban significativamente disminuidos a las 24 ho-
ras,y que a las 72 horas la reduccifin llegaba a menos del 10%
del total y luego habia un retorno gradual a los valores con-
troles (118).La respuesta de pregnenolona a la hCG "in vitro"
estuvo reducida a las 18 y 24 horas y,como se observa en la
Figura II1.5 fue completamente abolida a las 72 horas.A este
mismo tiempo,los niveles basales de pregnenolona también es-
tuvieron marcada&ente disminuidos,lo cual coincide con la re
duccidn méaxima de receptores para LH.Como se vio en el pérra

fo anterior,en tales cflulas la actividad de HMG-CoA reducta
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Figura III.5.Produccidn in vitro de pregnenolona por célu-
las.de Leydig de animales controles y trata-
dos con hCG,determinada 3 dias después del
tratamiento con 10 ug de la gonadotrofina.
Se midid la sintesis de pregnenoclona a par-
tir de precursores endbgenaos,en ausencia o
presencia de 40O ug de LDL o HDL,durante la
incubacibén con 100 ng de hCG en presencia de
cianocetona 1 uM y spironolactona 10 uM du-
rante 2 horas a 34AC.

La figura contiene datos representativos de
uno de 3 experimentos con resultados simila-
res.Los valores son el promedio ¥ D.S. de de
terminaciones por duplicado en 2 preparacio-
nes celulares distintas.
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sa era menor a 24 y 72 horas despufés de la administracidn de
hCG.

Estos resultados sugieren gue ls disminucibn en la pro
duccidn de pregnenolona podrfa ser consecuencia de la activi-

. dad de la HMG-CoA reductasa disminuida.Ls Figura III.5 tembién
muestra que hubo una reversibn parcial de la lesibn cuando las
células de Leydig se incubaron en presencia de LDL o HDL,sien-
do ambas lipoproteinas igualmente efectivas si se las cgnside-
ra en cantidad de proteina agregada.En el mismo lote experimen
tal,tanto la LDL como la HDL restituyeron la produccién de preg
nenolona basal a los mismos niveles que las ratas normales,pero
no restauraron la respuesta a la estimulacibn gonadotr6fica.Es-
te Gltimo efecto podria estar relacionado a la disminucién en
el nlmeroc de receptores de LH observado después de 72 haras de
desensibilizacibn.

Estas observaciones indican que una pérdida importante
de receptores para LH,y presumiblemente de respuestas acopla-
das,es acompafiada por dafios en enzimas esteroidogénicas gue
incluyen a la HMG-CoA reductasa,y,posiblemente,a otros pasos
asociados con el metabolismo del colesterol en las células de

Leydig.
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RECEPTORES DE LIPOPROTEINAS Y ACTIVIDAD DE HMG-CoA REDUCTASA

EN RATAS DESENSIBILIZADAS Y RESENSIBILIZADAS.

La administracifn de 1 dosis de 10 ug de hCG a ratas
adultas,es seguida por una pérdida de receptores para LH en
células de Leydig y de respuesta de AMPC y testosterona s le
estimulacidén "in vitro" con gonadotrofina.En cambioc,una se-
gunda dosis de hCG a los dos dias posteriores a la primera,
aunque mantiene disminuidos los receptores para LH vy respues
ta de AMPC,permite restituir la produccibén de testosterana
(75,78).

Para poder ochservar los efectos de 1 y 2 dosis de hCG
sobre el aporte de colesterol para la esteroidogénesis,se de
terminaron la actividad de la HMG-CoA reductasa y la unibn de
las lipoproteinas a sus receptores en la célula de Leydig.

Para verificar que el tratamiento habla sido efectiva
se midieron,en las células,los receptores para LH/hCG y la
produccifn de testosterona en respuesta a la estimulacién
con hCG.En la Tabla III.2 se indican los valores obtenidos
gue concuerdan con los datos previamente descriptos (75,78).

La Figura III.6 muestra la actividad especifica de 1a

HMG-CoA reductasa.Hubo una disminucidn tanto en animales de-
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Figura III1.6.Actividad de HMG-CoA reductasa en extractos
de células de Leydig de animales controles -

y tratados con 1 (1d) & 2 dosis (2d) de 10

ug de hCG,determinada 3 dias después de la

inyeccifin de la gonadotrofina.

Los resultados son el promedio Z p.5. de

incubaciones de 3 preparaciones celulares

»: p<0,05 respecto al control
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sensibilizados como en los resensibilizados respecto a los con
troles.Cabe aclarar que estos resultados no s6lo fueron obteni
dos con células de Leydig purificadas con un colchén de metri-
zamida al 11% ,sino también con una subpoblacifn de células
(banda II) obtenidas por pasaje a través de un gradienta dis-
continuo de la droga,las cuales son consideradas células de
Leydig maduras (28).Los resultados con animales desensibiliza
dos son similares a los descriptos anteriormente en estg ‘tra-
bajo.

Con respecto a los animales resensibilizados,Calvo y
col. (78) sugirieron una reversifin parcial de los blogueos en
ziméticos "tardios" generados en ratas desensibilizadas.A pe-
sar de ello y segln se vio ahora,seguiria existiendo un blogque
o0 a nivel de la HMG-CoA reductasa luego de 2 inyecciones de
hCG.

En lo referente a la unifn de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) a membranas de células de Leydig,los datas pro
cesados segln el ,anlisis de Scatchard mediante un programa de
sarrollado en una computadora HP 86 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 nimero de sitios sin
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cambios en la constante de disociacifn (Kd) tanto en los animg

les desensibilizados como resensibilizados.

EFECTOS DEL TRATAMIENTD CON 4-APP SOBRE LA ESTEROIDOGENESIS

EN CELULAS DE LEYDIG.

La droga L4-aminopirazolopirimidina (4-APP) bloquea la
liberaci6n de lipoproteinas desde el higado hacia el torrente
sanguineo y de esta forma reduce los niveles circulantes del
colesterol.Por esta razbn,el 4L-APP se utilizf para estuéiar
la colesterogénesis en tejidos extrahep&:icos y para evaluar
la contribuci6n del colesterol plasmatico en la esteroidogé-
nesis de las génadas y de la glandula adrenal (6,22,55,106).

Los experimentos presentados en esta parte del traba-
jo se realizaron para determinar los efectos del L-APP sobre
la funcién endbcrina de las células de Leydig.

Luego de la administracion de la droga a los animaiea,
los niveles plasméticos del colesterol disminuyeron mas gue
el 90% .Esta disminucién de 64 mg/100 ml a 3,9 mg/100 ml fue
acompeafiada por u&a marcada reduccifn en la concentracibn sé-

rica de testosterona (aproximadamente 92% ) tal como se indi

ca en la Tabla III.4.Este brusca declinacién,llevd a determi
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Tabla III.L4. Niveles séricos de colesterol,testosterona y
LH y contenido hipofisario de LH en ratas nor
males y tratadas con 4L-APP.

Tratamiento
Control L-APP
By 66 £ 7,1 (10) 3,9 0,6k (18)%
Tei’g‘;jgg‘jna 3L56 78 (10) 28 *u,u (18)D
L?ﬂg?;i‘)’a 38t 3,2 (18) 12 *2,8 (19)B
%ﬂg%ggi;f:i;? 569 £ 25 (19) 648 f 2u  (24)®

Los valores son el promedio ¥ D.S. del nlmerc de animales
indicado entre paréntesis.

a:p<0,05
b:p< 0,001
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nar la produccién de testosterona "in vitro" por las células
de Leydig estimuladas con hCG en ratas normales y tratadas
con 4-APP.La Figura III.7 indica respuestas casi idénticas.
El hecho que las células del grupo tratado con 4L-APP tuvie-
ran el 50% de los receptores para LH/hCG (Figura II1.8) no
impidid que ambos lotes respondieran 15 veces sobre el ba-
sal a la estimulacibn mé&xima con hCG,con un valor de 95 ng
de testosterona/‘lﬂ6 células y un ED50 de 50 pg de hCG (Fi-
gura III.7).

Ademas de la reduccién del nlmero de receptores pa-
ra LH en cflulas de Leydig,se.pensd que era posible que el
tratamiento con 4-APP produjera otros efectos deletéreos
sobre el sistema endbcrino.En efecto,contrariamente a lo
esperado,la LH plasmatica disminuyd significativamente,y
ademés hubo un aumento en el contenide hipofisario de la
hormona (Tabla III.4),sugiriendo que la droga inhibe la
liberacifn de la gonadotrofina a la circulacifn general.
Otra alteracibén observada fue la disminucibn de los recep
tores para prolactina en células de Leydig (Figura III.8).

Desde el punto de vista del aporte de colesterol pa

ra la sintesis de esteroides,un hallazgo interesante e
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Figura I11I.7.Produccién de testosterona por células de Ley-

dig de ratas controles y tratadas con L-APP
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Cada punto es el promedic de valores de incuba

ciones por triplicado.
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Figura I11.8.Receptores de LH/hCG y lactogénicos en célu-
las de Leydig de ratas controles y tratadas
con 4-APP(50 mg/Kkg pesc corporal/dia,3 dias).
Panel superior:graficos de Scatchard de los
datos de unibon obtenidos por incubacibn de
membranas de células de células de Leydig
con distintas concentracicnes de hormona de
crecimiento humana(hGH).

Panel inferior:sitios de unifin de LH/hCG en
cklulas de Leydig.

Los resultados son el promedio ¥ p.5. de in-
cubaciones porduplicado de 2 preparaciones.
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inesperado fue que la actividad de la HMG-CoA reductasa tes-
ticular no varid después del tratamiento con 4-APP (Figura
I11I1.9);en cambio,la enzima adreﬁal mostrd un considerable au-
mento en su actividad cuando se bloqueb la secrecidn de lipo-
proteinas,tal como se habia descripto previamente (25).Estos
resultados indican que la HMG-CoA reductasa testicular,con-
trariamente a la de otros tejidos,no estd regulada por los
niveles de colesterol circulante. .

La otra fuente de colesterol esteroidogénico provie-
ne de las lipoproteinas,por lo que fue intereseante estudiar
la regulacién de la unifin de HDL a células de Leydig de ani-
males inyectados con 4-APP.La Figura III.10 muestra un gra-
fico de Scatchard de la unibn de 125I-HDL.Hubo un aumento de
sitios receptores de 85 ng de proteina de HDL/mg de proteina
de membrana en el grupo control a 159 ng de proteina de HDL/
mg de proteina de membrana en el grupo tratado,sin cambios
en la constante de afinidad.

Anteriormente,se describib el efecto del agregado de
lipoprotefnas sl medioc de incubacidn de células de Leydig de-
sensibilizadas (Figura III.5).Para poder examinar este modelo

experimental en una situacidn en la cual las células testicu-
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Figura III1.9. Actividad de HMG-CoA reductasa en extrac-
tos de células de Leydig y glandulas adre
nales de ratas controles y tratadas con
4L-APP (50 mg/kg de peso corporal/dia,du-
rante 3 dias).

Los resultados son el promedio I Dp.S. de
incubaciones por duplicado de 3 prepara-
ciunes celulares distintas.

# : p<0,01 respecto a su control.
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(100 cpm/ng de protefna de HDL).
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lares tambifn estuviesen depletadas de lipoproteinas,se inyec-
taron 10 ug de hCG el mismo dia que la primera dosis de 4L-APP.
Los resultados de la Figura III.11 demuestran la desensipili-
zacibn de los animales seglin se juzga por la produccibn de

pregnenolona "in vitreo" bajo estimulacién con hCG.Tanto el a-
gregado de LDL como de HDL a los medios de incubacifn restau-
ré6 la produccibn de pregnenolona a los valores basales,pero a

diferencia del caso anterior,no restaurd la respuesta hormonal.
.

REGULACION DE LA HMG-CoA REDUCTASA POR FACTORES MODULATORIGS

INTRACELULARES.

Los trabajos realizadoé acerca de la regulacibn aguda
de la HMG-CoA reductasa hepatica,indican que la enzima se mo-
dula por fosforilaciones y defosforilaciones.Por ello,se sis-
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 higado y mitocondrias de células de
Leydig como fuentes enzimaticas,como se detalld en Materiales
y Métodos.

La Figura II1.12 muestra que la enzima hepatica fue mo
dulada tanto por los factores homblogos como por los heterflo

gos tal como se esperaba.En cambio,la HMG-CoA reductasa tes-
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Figura III.11.Produccitn in vitro de pregnenolona por célu-
las de Leydig de animales tratados con L-APP
(50 mg/Kg de peso corporal/dia,durante 3 dias)
y con L-APP + hCG,determinada 3 dias después
de la inyeccibn con 10 ug de la gonadotrofina.
Se midi6 la sintesis de pregnenolona a partir
de precursores endbgenos,en ausencia o presen
cia de 4LOO ug de LOL o HDL,durante la incuba-
cibn con 100 ng de hCG en presencia de ciand-
cetona 1 uM y spironolactona 10 uM,durante 2
horas a 34LQC.

La figura contiene datos representativos de 1
te 3 experimentos con resultados similares.
Los valores son el promedio X p.S. de determi
naciones por duplicado en 2 preparaciones ce-
lulares distintas.
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Figura III.12.Actividad de HMG-CoA reductasa en mitocon-
drias purificadas de células de Leydig vy
en microsomas de higado de rata en presen-
cia de factores modulatorios intracelula-
res.Alicuotas de las fracciones subcelula-
res obtenldas se incubaron con los activa-
dores (F ) y con los inhibidores (RHL
v RK EteanDS de células de Leydig e
higaHo respectivamente,tal como se especi-
Flco en Materiales y Métndos Luego se deter
min8 la actividad de la HMG-CoA reductasa.
Los resultados son el promedio ¥ p.5. de in
cubaciones de 2 preparaciones celulares.
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ticular no varid su actividad en ninguno de los casos.

OTROS FACTORES REGULATORIOS DE LA ACTIVIDAD DE LA HMG-CoA RE-

DUCTASA Y DE LA FUNCION TESTICULAR.

Entre otros factores hormonales,la prolactina vy la in-
sulina intervienen en la regulacidn endbcrina de las células
de Leydig y por ello se decidié estudiar si modulaban la ac-
tividad de la HMG-CoA reductasa de las célulsas interstic;ales,

La influencia de la prolactina sobre la enzima sé de-
termind en animales hipoprolactinémicos ¢ hiperprolactinémi-
cos tratados como se indicb en Materiales y Métodos.La efec-
tivided de los tratamientos se puso de manifiesto por los va-
lores plasmaticos de prolactina (Figura III.13).

El tratamiento con bromocriptina,que disminuyd conside
rablemente la prolactina sérica,y gue segin se describid (336)
también provoca una disminucibén en la testosterona sérica'y u
na inhibicién de la respuesta esteroidogénica,ocasiond una re
duccidn en la actividad de la HMG-CoA reductasa (Tabla III.5)
En cambiog,la hipérprolactinemia experimental,ya sea por admi-
nistracifn de prolactina (oPRL) o por tratamiento caon sulpiri

da,no modificd la actividad enzimatica.Tampoco varié la acti-
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Figura III.13.Niveles séricos de prolactina (PRL) en ani-

males controles(C),y tratados durante 9 di-
as con bromocriptina(Br)(3 mg/Kg de peso cor
poral/dia) o sulpirida(S)(43 mg/Kg de peso
corporal/dia).

Cada barra representa el promedio I p.s. de
las determinaciones correspondientes a 10 a-
nimales,realizadas por duplicado.

*:p<0,05



- 192 -

Tabla III.5. Actividad especifica de HMG-CoA reductasa en
extractos de células de Leydig de ratas con-
troles,hiperprolactinémicas e hipoprolactiné

micas.
Tratamiento Actividad especifica
(pmoles/mg min)
Control 56 % 6,5
Prolactina 50 ug L8 I 2,5
(ug/rata/dia)
250 ug 47 ¥ 4,2
500 ug 49 X 1,7
Sulpirida s4 I 0,7
(43 mg/Kg peso/dia)
< s + ™
Bromocriptina Lz = 4,1

(3 mg/kg peso/dia)

Los resultados son el promedio ¥ D.S. de incubaciones de
3 preparaciones celulares distintas.

# : p<0,05
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vidad cuando las célulaes de Leydig fueron incubadas en presen
cia de 20 ug de oPRL (Figura III.14)

Por otra parte,la diabetes experimental por estreptozo
tocina induce cambiocs en la funcibén del testiculo determinan-
do una menor produccién de testosterona.Debido a ello,se deci
did ver si el estado diabético provocado por falta de insuli-
na modificaba la sintesis de novo del colesterol en células
de Leydig,midiendo la actividad de la enzima regulatorig del
camino.En la Figura III.15 se observa una disminucibn en la
actividad enzimética de las ratas diabéticas,a diferencla de
la actividad de la HMG-LoA reductasa adrenal que mostrd un
aumento considerable.

Ademas de la prolactina y la insulina,hay observacio-
nes que sugieren que las hormonas tiroideas pueden afectar
la funcidn endbcrina del testiculo.Por lo tanto,se intenté
determinar si el hipotiroidismo y el hipertiroidismoc expe-
rimental tenfan alguna influencia sobre la HMG-CoA reducta-
sa de cflulas de Leydig.

La mayoria de los trabajos scbre el eje tiroideo~tes
ticular se realizaron con animales adultos,pero no hay dudas

que la interrelacifén entre estas dos glandulas de secrecifn
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Figura III.14.Actividad de HMG-CoA reductasa en extrac-

tos de células de Leydig preincubadas en
ausencia (C) o presencia de 20 ug de pro-
lactina (Prl) a 34QC durante 3 horas.
Cada barra representa el promedio Iop.s.
de determinaciones en 3 preparaciones ce
lulares distintas.
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Figura III.15.Actividad de HMG-CoA reductasa en extrac-

tos de células de Leydig y de glandulas a
drenales de ratas controles y diabéticas
tratadas con estreptozotocina (1 dosis de

65 mg/Kkg de peso corporal).Los animales
fueron sacrificados 30 dias después de la
inyeccibn.

Cada barra representa el promedio Iop.s.

de incubaciones de 3 preparaciones distintas.

»: p<0,05 respecto al control
#e: p< 0,005 respecto al control
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interna es afectada por la edad y que ocurren profundas alte-
raciones fisiolbgicas en el pasaje del estado prepuberal hacia
el adulto (277).Entbnces,el modelo experimental elegido fue el
de ratas prepliberes sometidas a un tratamiento crfnico hasta
, el estadio de madurez sexual como se especifict anteriormente.

El tratamiento fue seguido por la inspeccifn de 1la gléﬂ
dula tiroides y por la determinacién de los niveles séricos de
TL’,T3 y TSH.La Tabla III.6 muestra gue el grupo hipotirqideo
(Tx) tuvo significativamente disminuidos los valores de Tu Y
T3 respecto al control,con un aumento en la TSH.El grupo hi=-
pertiroidec (Hr) presentdé un aumento de Tb y T3 y una dismi-
nucibén significativa en el nivel de TSH.Aungque no se realizf
un control de captacibon de alimentos por parte de los anima-
les en estudio,la duracifn de los tratamientos fue lo sufi-
cientemente prolongada como para asegurar estados patolégl-
cos bien establecidos (311,312). |

La actividad de le HMG-CoA reductasa disminuyd sig-
nificativamente Fanto en los animales hipo como hipertirpi-
deos (Figura III.16).En cambio,la preincubacifn de las cé-

-5

lulas de Leydig con T, 107" M no modificd la actividad en-

zimbtica respecto al control (Figura III.17).
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Figura III.16.Actividad de HMG-CoA reductasa en extrac-
tos de células de Leydig obtenidas de a-
nimales controles (C),hipotiroideos (Tx)
e hipertiroideos (Hr) tratados como se
describifén en Materiales y Métodos
Cada barra representa el promedio - D.S.

de incubaciones de 3 preparaciones.
#:p<0,05
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Figura I11.17.Actividad de HMG-CoA reductasa en extrac-
tos de células de Leydig preincubadas en
auggncia (C) o presencia de tiroxina (Th)
10 "M,a 34LOC durante 3 horas.

Cada barra representa el promedio Io.s.
de incubaciones de 3 preparaciones celu-
lares distintas.
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Para correlacionar los resultados obtenidos con la sin
tesis de testosterona,se incubaron células de Leydig en pre-
sencia de 0-5 ng de hLH y se midi6 la produccibén del andrbge-
no y del AMP_ liberado al medio de incubacibn.

En la Figura III.18 se observa que los animales hiper-
tiroideos presentaron un basal de testosterona aproximadamente
3 veces mayor que los controles,con una respuesta maxima simi-
lar,en concordancia con el AMPC liberado (Figura III.19).Res-
pecto al grupo hipotiroideo,mostré el mismo valor basal que
los controles con una respuesta maxima de testosterona neta-
mente disminuida (Figura III1.18),pero no hubo variaciones en
la liberacién del nuclebtido ciclico,comparado con los contro
les (Figura III1.19).

También se cuantificaron los niveles séricos de testos
terona en los mismos animales,observandose que,tanto los hipg
tiroideos como los hipertiroideos, tenian las concentraciones
circulantes significativamente disminuidas respecto a las ra-

tas controles (Figura III.20).
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Figura I111.18.Produccibén de testosterona por células de Le
dig de ratas controles (C),hipotiroideas (Tx%
e hipertiroideas (Hr) tratadas como se descri
bid en Materiales y Métodos.Las células de Ley
dig (2 x 10" células/incubacibn)se incubaron
en -presencia de distintas concentraciones de
hLH.
Cada punto es el promedio de valores de incuba
ciones por triplicado.
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Figura I1I.19.Produccibn de AMP por células de Leydig de

ratas controles (E),hipotiroideas (Tx) e hi
pertiroideas (Hr) tratadas como se describid
en Materialgs y Métodos.Las celulas de Ley-
dig (2 x 10" células/incubacitn),se incuba-
ron en ausencia (0) o en presencia de 1y 5
ng de hLH.

Cada barra representa el promedio I p.s. de
valores de incubaciones por triplicado.
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Figura I1I.20.Niveles séricos de testosterona de ratas

controles (C),hipotiroideas (Tx) e hiper
tiroideas (Hr) tratadas como se indicé
en Materiales y Métodos.

Cada barra representa el promedio I D.s.
de determinaciones en 6 animales.
#:p<yd,05
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DISCUSION

La sintesis de testosterona en las células de Leydig,
requiere al colestercl como un precursor no sélo necesario,
sino obligatorio, y la deficiencia del mismo conduciré inevi
tablemente a una funcibn endbcrina del testiculo alterada.
Por lo tanto, se decidif estudiar la regulacidn del aporte
del colesterol para la sintesis androgénica en la rata, bajo
distintas condiciones experimentales. .

El estudio de la biosintesis de rnovo llevd necesaria-
mente a considerar a la enzima regulatoria del camino, la
HMG-CoA reductasa, y por otra parte, la descripcién en este
mismo trabajo, de receptores para lipoprotefinas en célules de
Leydig, condujo a intentar dilucidar su modulacifin y su proba
ble importancia en la esteroidogénesis de las gfnadas del ma-
cho adulto.

En primera instancia, la HMG-CoA reductasa mostrd un
ritmo circadiano de actividad, que difiere a los descriptos
para otros tejidos de distintas especies de mamiferos. En la
glandula adrenal de la rata existe un ciclo diario con un pi-
co de actividad cerca de medianoche, que ocurre 3 - 5 horas

después de la mayor concentracibén plasmatica de corticoeste-
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roides (25).

Este aumento en la actividad enzimética que sigue a
las concentraciones sanguineas méaximas de esteroides adrena-
les, puede representar un mecanismo por el cual la glandula
reemplaza el colesterol celular que se consumif para la sin-
tesis de hormonas. En el caso de la adremal de hamster, se ob
servaron variaciones sincrénicas en la actividad de la HMG-
CoA reductasa y las concentraciones de corticoesteroides plas
maticos, con los méaximos coincidentes aproximadamente a las
19 horas, sugiriendo gque la secrecibn de esteroides por la a-
drenal de hamster, utilizarf{a principalmente el colesterol
sintetizado de novo (225).

En el testiculo de rata, también existe una variacibn
diaria en la secrecifin de testosterona, pero, a pesar de que
hay divergencias respecto a la hora que ocurre la mayor secre
cibn, varios autores encontraron un pico maximo entre las 10
y las 13 horas (31, 210, 261, 361, 363). En este trabajo, se
vib que la actividad méxima de la HMG-CoA reductasa testicu-
lar ocurre alrededor del mediod{a, lo cual representaria un

caso similar al descripto para la adrenal de hamster.
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La hormona luteinizante es el factor tré6fico principal
para las células de Leydig. Por ello, se decidif estudiar su
efecto sobre la HMG-CoA reductasa y las lipoproteinas trans-
portadoras de colesterol, utilizando como modelo experimental
la desensibilizacifn y la resensibilizacifn testicular. Con
la dosis menor de hCG (2 ug) que produce la lesibn esteroido-
génica " tardia " (a nivel de la 17-hidroxilasa y 17,20-desmg
lasa), la actividad de la reductasa no tuvo modificacioges,
pero la dosis mayor (10 ug), que genera lesiones antes de
pregnenolona, varid la actividad respecto al control pero no
indujo cambios en las enzimas entre mevalonato y colesterol.

La existencia de una lesibn en la HMG-CoA reductasa,
se corrobord cuando el agregado de mevalonato, pero no de ace
tato, restaurd la produccibn basal de pregrenolona en células
desensibilizadas. En cambio, ninguno de los dos sustratos au-
ment6 la respuesta a la hCG " in vitro ", ni influencib la ac
tividad esteroidogénica de las células controles. La ausencia
de algln efecto de acetato o mevalonato sobre la produccidn
de pregnenolone en estas células controles, puede deberse a la
dificultad de modificar los depbsitos metabblicos normales in

tracelulares de esos precursores por agregado de compuestos
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exbgenos.
El hecho de que el mevalonato permite a las células de
animales desensibilizados restituir su nivel basal de pregne-

nolana pero no la respuesta a la hCG " in vitro ", y ademés,

. gque el agregado de LDL o HDL sdlo restaure parcialmente la

produccién del esteroide al estimulo gonadotrdfico, suglere
la presencia de un defecto adicional en el metabolismo del
colesterol. .
La acumulacibn de este metabolitc en mitocondrias de
células desensibilizadas apoya esta hipotesis (14). Efectiva
mente, Hattori y col. (172) describieron recientemente la
existencia de un factor proteico inhibitorio 14bil al calor,
gue esth 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
matico gue escinde la cadena lateral del colestercl, especi
ficamente afectando el transporte electrénico entre uno o méas
componentes de la cadena, contribuyendo a la lesién esteroido
génica " temprana " y sirviendo como un regulador endbgeno de

la biosintesis de hormonas esteroides.

En resumen, una dosis desensibilizante de 10 ug de hCG
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produce, en las células de Leydig de la rata, lesiones en poT
lo menos cuatro enzimas del camina biosintético desde acetato
hasta testosterona, a saber : HMG-CoA reductasa, sistema de
clivaje de la cadena lateral del colesterol, 17,20-desmalasa
+ y 17-hidroxilasa. En cambio, el tratamiento de los animales
con una segunda dosis de 10 ug de hCG restaura la respuesta
esteroidogénica aln con bajos niveles de receptores y de prog
duccian de AMP ciclico. .
Calvo y col. (78) demostraron que hay una reversifn
parcial de las lesiones de 17,20-desmolasa y 17-hidroxilasa.
Sin embargo, los resultados presentados aqu{ demuestran que
sigue existiendo un bloquea en la HMG-CoA reductasa de las ra
tas resensibilizadas. Este dato, junto con el aumento del nf-
mero de sitios receptores para HDL en las células de Leydig
de animales tratados con 1 6 2 dosis de hCG, sugieren que_las
células, al tenmer disminufda su sintesis endbgena de coleste-
rol, tenderian a mantener la provisién normal de este precur-
sor esteroidogénrico, aumentando el aporte del colesterol ex-
tracelular mediante un incremento de la unibn de las lipopro
teinas plasmaticas a la membrana celular, y una posterior en

trada del mismo al citoplasma. De esta forma, en las células
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desensibilizadas, el colesterol se acumularia en parte como
tal y en parte como pregnenolona debido a los bloqueos enzi-
maticos postericres. En cambio, en las cflulas resensibiliza
das, al revertirse parcialmente las lesiones de la 17,20-des
molasa y 17-hidroxilasa, el precursor originaria una mayor
produccidn de testosterona sin necesidad de un aumento pre-
vio de AMP ciclico.

La disminucién de la HMG-CoA reductasa inducida por
hormonas puede ser debida a inactivaciér de esta enzima por
una fosforilacidn dependiente de AMP ciclico que sigue a la
fase inicial de estimulacibén con grandes dosis de hCG, a bien
a cambios en la cantidad de enzima como fue propuesta por
Azhar y col. para el ovario (20).

La deplecibn paralela de receptores para LH acentua-
ria la actividad enzimética reducida debido a la pérdida del
soporte trafico de la hormona. Esta disminucifn mediada por
receptor en la actividad de HMG-CoA reductasa, y el aumento
a las & horas después de una dosis de hCG, indican que la en
zima esta sujeta tanto a regulacidn aguda como cranica por go
nadotrofinas, resultados que agregan un paso adicional para

la modulaci6n de la sintesis de testosterona en células de
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Leydig.
Por otra parte, el 4-APP, que disminuye drasticamente
los niveles de colestercl plasmético, ha sido una herramienta

(til para estudiar la importancia relativa de la sintesis de

. novo intracelular y del aporte extracelular del colesterol

lipoproteico para la biosintesis de esteroides.

El tratamiento de los animales con la droga, provoch
un aumento de la sintesis de colesterol endbgena, a pargir de
precursores, en gléndula suprarrenal y ovario pero no en el
testiculo de 1la rata (9), lo cual esté de acuerdo can resulta
dos de este trabajo en que la. HMG-CoA reductasa testicular, a
diferencia de la adrenal, no modifichd su actividad al dismi-
nuir la concentracifn de colestercl circulante.

La brusca disminucién en la testosterona sérica en las
ratas tratadas con 4-APP seria, a primera vista, consistente
con que las lipoproteinas proveerian el colesterol a las éé-
lulas de Leydig para la sintesis de andrbgencs. La determina
cib6n de receptores para LDL y HOL spayaria esta suposicifn.
Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio indican
que las extrapolaciones de la reduccibn en el colesterol plas

matico como debidas a una esterocidogénesis testicular dismi-
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nuida, deben ser tomadas con precaucibn. No se puede excluir
que la administracibn de 4-APP a los animales provoque otras
alteraciones sobre el sistema endbcring, ya que no sblao se ob
servd una disminucifn en la LH sanguinea, sino también en el
nimeroc de receptores para la gonadotrofina y para prolactina
en las células de Leydig.

La disminucidn en la LH circulante es contraria al au
mento esperado debido a la retroalimentacifn negativa para
la testosterona disminuida. La explicacibn para esta discre-
pancia aparente la difé el descubrimiento del aumento signifi
cativo en el contenido hipofisario de LH, sugiriendo que el
L-APP inhibe la liberacifn de la hormona a la circulacibn,
de la misma forma que ocurre con las lipoproteinas en el hi-
gado.

En un trabajo reciente, Blank y col. (46) demostraron
que una dosis baja de 4-APP (5 mg/Kg de peso corporal) reduci
a marcadamente el colesterol sérico pero no alteraba loa nive
les circulantes de LH y testosterona, a diferencia de lo ob-
servado en este estudio con dosis elevadas (50 mg/Kg de peso
corporal) gue causaron reducciones paralelas de ambas hormo-

nas. De esta manera, parece que la secrecifn de testosterora
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bajo administracién de la droga, sbGlo es alterada cuando tam
bién disminuye la secrecifn de gonadotrofina.

La manutencibn de la respuesta de testosterona " in vi
tro " por estimulacibn con hCG en los animales tratados con
» 4b=APP, coincide con los experimentos " in vivo " de Blank vy
col. La disminuci6n del 50 % en el nlmero de receptores para
LH en ratas hipocolesterolémicas,no impidié las respuestas
normales debido a que las células de Leydig poseen un gran ng
mero de receptores en exceso (80). Por lo tanto, la reduccibn
en la produccitn de testosterona seria una consecuencia direc
ta del nivel circulante disminuido de LH y ocurriria indepen-
dientemente de la concentracifn plasmatica de colesterol.

Ademas, el hecho que una dosis baja de 4-APP (46) dis-
minuya la provisifn extracelular del esterol sin alterar la
LH, ni la testosterona ni la respuesta del testicule a la hCG,
indica que este Grgano es capaz de mantener la producciﬁn.de
andrbgenos a partir de precursores endbgenos.

Todos estos resultados, en conjunto con la observacifn
de que la HMG-CoA reductasa de células de Leydig de animales
hipocolesterolémicos no varia su actividad, apoyan las conclu

siones de los experimentos clasicos de Morris y Chaikoff (266)
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de que en el testiculc 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 gléndulas es
teroidogénicas. Esta diferencia puede atribuirse a las canti
dades absolutas de estercides producidos por los distintos
6rganus,ya que la secrecifn de estas hormonas por las adrena
les y ovarios luteinizados de la rata es aproximadamente cin
co veces mayor que la del testiculo. .

Las diversas anomalfas moleculares provocadas por el
4L-APP, hiciercn considerar en qué forma la droga podia alte-
rar la unifn de las lipoproteinas a las células de Leydig.
Se observd un aumento en el nimero de receptores para HDL sin
cambios en la afinidad, resultado que concuerda con la des-
cripcibn previa para la unifn de LDL a la glandula adrenal
(213). Este aumento de receptores puede representar una res-
puesta de la célula ante la disminucidn de los niveles circu
lantes de lipoproteinas gue afecta el aporte extracelular de
colesterol.

También se investigd la relacibn entre lipoproteinas y
esteroidogénesis cuando ratas desensibilizadas (10 ug de hCG)

se trataron simultaneamente con 4=APP. Los animales desensibi-
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lizados restauraron parcialmente la respuesta a la hCG " in
vitro " en presencia de LOL y HDOL, en cambio, con la dosis
conjunta de 4L-APP, a pesar de recuperarse el nivel basal de
pregnenolona, no hubo respuesta ante el estimulo gonadutrﬁfl
- co. Probablemente ello pudo deberse a que en esas ratas, la
desensibilizacifn en términos de deplecién de receptores, fue
més severa debido a que, ademas de la reduccifn en los sitios
de unifn para LH producida por la inyeccion de hCG, el 4-APP
por si mismo produjo una disminucifn adicional del 50 % en
esos sitios de unibn. De esta forma, pareceria que la respues
ta esteroidogénica de las células desensibilizadas a la esti-
mulacibn aguda por hCG, no estd limitada por la disponibili-
dad de colesterol sino que dependeria del estado hormonal de
la célula de Leydig.

Los resultados de produccibn de pregnenolona en presen
cia de lipoproteinas, mostraron que tanto la h-LDL como la h-
HOL fueron efectivas en estimular la produccifn del esteroide,
lo cual estd de acuerdo con la descripcifn de receptores para
ambas lipoproteinas en células de Leydig. Sin embargo, el sig
nificado fisiolbgico de la accibn de la LDL sobre los tejidos

esteroidogénicos de la rata es cuestionable, ya gque, en este
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mamifero, el colesterol es transportadoc a través del torren-
te sanguineo, principalmente por la fraccién de HDL.

Desde otro punto de vista varios grupos de trabajo, u
tilizando higado de rata (35, 37, 38, 56, 59, 153, 196, 197,
275), demostraron que la HMG-CoA reductasa esta modulada,
tanto " in viva " como " in vitro ", por un sistema bic{cli-
co como el esquematizado en la Figura g (ver Introduccién),
en el gque intervienen fosfatasas y quinasas que son reggladas'
reversiblemente. La HMG-CoA reductasa cuando esta fosforilada
es inactiva; cuando se defosforila, se activa.

Estudios publicados sobre la regulacién de la enzima
en tejidos esteroidogénicos, realizados principalmente en
glandula adrenal de hamster (223, 224), demostraron la presen
cia de dos factores : uno activador y el otro inhibidor de 1la
actividad enzimatica, con propiedades similares a los descrip
tos en higado de rata. |

Uno de los objetiveos de este trabajo fue la dilucida-
cibn de la existencia de factores modulatorios en células de
Leydig de rata. Para ello se purifibarun parcialmente distin-
tas fracciones a partir de higado de rata y de células de Ley

dig. Los resultados indicaron que tanto los factores aisladas
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de higado como los de células intersticiales, modularon a la
HMG-CoA reductasa hepética en la forma conocida. En camhbio,
la reductasa de células de Leydig no varib su actividad ni
con factores hepéticos ni con los propios.

Cabe recordar en este punto lo que ya se describib an
teriormente acerca de que la HMG-CoA reductasa testicular es
td unida a la membrana interna mitocondrial, a diferencia de
higado, adrenal y ovario en los cuales la actividad enzimati
ca estéd asociada a los microsomas.

La importancia de ese hallazgo sobre la ubicacibn sub
celular de la enzima, clave en el camino bicsintético del co
lesterol, radica en gque permite un nuevo enfoque para el es-
tudio de su regulaciéin, ya que al situarse dentro de las mi-
tocondrias, la doble membrana de estas organelas se transfor
maria en una barrera selectiva para los factores mudulato;ios
citoplasmaticos imposibilitando que estos actlien en células
de Leydig.

Los datos,. obtenidos apaoyarian esta hipbtesis, quedando
por resolver alin cuales son lps mecanismos regulatorios intra
celulares de la HMG-CoA reductasa en células de Leydig, que

influirgn finalmente en la sintesis del precursor obligato-
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rio de los esteroides testiculares.

Respecto a la regulacibn hormonal, ya se discutif de
qué manera la enzima era modulada por la LH, pero también fue
de interés determinar, si la reductasa testicular podia estar
bajo control regulatorio por otros factores hormonales.

Los resultados obtenidos mostraron que las ratas hipo-
prolactinémicas (por tratamiento con bromocriptina), que ha-
bian presentado testosterona sérica disminuida e inhibicibn
de la respuesta de las células de Leydig a la estimulacién
por hCG " in vitro " (336), tenian, ademas,la actividad de la
HMG-CoA reductasa gonadal disminuida. En cambio, los animales
hiperprolactinémicos (por administracién de prolactina o sul-
pirida) no variaron la actividad enzimé&tica respecto a las
controles. Tampoco hubo cambios cuando las células de Leydig
se incubaron en presencia de prolactina.

Estas observaciones indicarian, que la deficiencia en
la produccibn de testosterona en ratas hipoprolactinémicas
puede deberse, en parte, al menor aporte del precursor obli-
gatorio proveniente de la biosintesis de novo. Sin embargo,
Ramachandra y Bartke (292) demostraron en ratas que el trata

miento con bromocriptina producf{a un aumento en el contenido
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testicular de ésteres de colesterol, lo cual sugiere ung inhi
bicidn del complejo enzimatico que escinde la cadena lateral
del mismo. Por lo tanto, para gque este compuesto se acumule
en el testiculo, necesariamente deberia haber una mayor entra
. da desde el plasma a expensas de un aumento en el nimera de
sitios receptores para lipoproteinas. Tal aumento de sitios
receptores, fue observado en el ovario de ratas tratadas con
bromocriptina (284). .

Los requerimientos de prolactina para una activided
normal de HMG-CoA reductasa serian similares a los descriptos
para la 5-¢(-reductasa de prbstata y tlbulos seminiferos (29);
pero no se puede descartar algln efecto directo de la bromo-
criptina sobre la enzima, ya que se vif que la inyeccién in-
tratesticular del agonista dopeminérgico, producia una dis-
minucifin en la produccifn basal de testosterona (336). Mas
aln, 1la disminucibdn en la actividad de la HMG-CoA reduc-
tasa, podria ser consecuencia de una simultaneidad de efectaos
paor bajos niveles plasmaticos de prolactina y accifn directa
de la bromocriptina.

Por otra parte,en las ratas diabé&ticas se producen una

serie de cambios en la funcién testicular normal que conducen
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a una menor produccidén de andrbgenos por las células inters-
ticiales. El estudioc de las causas de esta disfuncidn deter-
miné el hallazgo de alteraciones en la produccién de NADPH vy
de un bloqueo enzimatico a nivel de la 17-hidroxilasa (75,
. 76). La medicién de la actividad de HMG-CoA reductasa indich
que estaba disminuida, lo cual sugiere que ademas de las le-
siones mencionadas, también hay un bloquec en la provisifin
intracelular del colesterol. )

Contrariamente, la enzima de adrenal mostrd un consi-
derable aumentoc en su actividad, que concuerda con la hiperse
crecidn de glucocorticoides por la glandula en el estado dia
bético (114). Estéd demostrado que en la adrenal, el coleste-
rol usado para la esteroidogénesis, proviene principalmente
de las lipoproteinas plasmaticas. En este caso, el aporte del
precursor, via lipoproteinas, no seria suficiente, por lo que
se necesitaria una sintesis intracelular aumentada para pro-
veer a las células de la suprarrenal de la enorme demanda, de
bido a la gran produccibn de estereides.

Estos resultados sobre la actividad de la HMG-CoA re-
ductasa en ratas diabéticas, muestran otra diferencia entre

los mecanismos de regulacién de la enzima del testiculo res-

pecto a otros frganos productores de esteroides.
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Entre los factores estudiados en este trabajo, las dis
funciones tiroideas también modularon a la HMG-CoA reducta-
sa de células de Leydig. En animales hipotiroideos, la activi
dad enzimitica resultf disminuida comparada con los normales.
Al respecto, Guder y col. (160) demostraron que en rataa tra-

1371 la actividad de HMG-CoA reductasa hepatica

tadas con
era 50 % inferior que los controles.

Para poder relacionar el aporte del colestercl de -novo
con la sintesis de testosterona, se incubaron células de Ley-
dig del grupo hipotiroideo con cantidades crecientes de LH.
Se observd una respuesta maxima inferior a la de los animales
controles, sin cambios en la produccibdn de AMP ciclico, 1lo
cual indica alteraciones posteriores a la formacidn del nu-
clebtido.

La demostracién de que en ratas hipotiroideas haya una
acumulacidn intratesticular de colesterol (280), posiblemente
relacionada con el concomitante aumento del colesterol plasma
tico (258, 358), sugiere un blogueo en la metabolizacitn del
compuesto. Trabajos realizados en mitocondrias de adrenal de
rata, mostraron que la tiroidectomia afectaba la transforme-

cidn de colesterol a pregnenolona,disminuyendo el consumo de
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oxigena, la actividad de la cadena hidroxilante (42) y la con
centracidn de citocromo P-450 (269). Mas aln, se describib
gue los testiculos de ratas hipotirocideas acumulan &cida as-
cbrbico, y los autores suponen que ellc se debe a que na pue
' de ser utilizado en las reacciones de hidroxilacifn del cami
no esteroidaogénico (90, 280).

La sintesis disminuida de testosterona concuerda tam-
bién con la menor concentracién circulante del andrdgena que
afecta la fertilidad del macha (160, 24Li).

Indudablemente, la falta de hormonas tiroideas, provo-
ca una disminucifn en la sintesis de colesterol y de testoste
rona, perc no puede descartarse alguna accién directa de la
TSH, ya que los altos niveles circulantes en los animales hi-
potiroideos favorecerian la unién 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, la medicidn de la
actividad de la HMG-CoA reductasa indicd que estaba disminui-
da en las células de Leydig de los animales tratados compara-
da con los controles, por lo que la biosintesis de nova del co

lesterol también tendria que ser inferior a lo normal.
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Sin embargo, al evaluar la respuesta celular a varias
concentraciones de LH, la produccibn de testosterona en las
ratas hipertiroideas present& un valor maximo comparable a
los controles,peroc el basal fue aproximadamente tres veces
. mayor. E1 perfil de liberacién de AMP ciclicoc al medio de in-
cubacifn se mostrb similar al del andrégeno tanto en loa valo
res basales como en la respuesta méxima.

Estos resultados concuerdan con los trabajos de .
Schneider y col. (310), quienes demostraron que los testiculos
de ratas adultas tirotbxicas producian mas testosterona que
los controles cuando se incubaban en presencia de pregnenoclo-
na. Estos autores también encontraron que no habia variacién
en los niveles de LH plasmatica, sugiriendo la posibilidad
de algin efecto directo de T&»sobre el testiculo.

La biosintesis de precursores de testosterona distales
a pregnenolona no canbid por el tratamiento con Th' par lo
cual esta hormona podria ejercer su accidn induciendo la 17~

P-hidroesteruiqe deshidrogenasa microsomal, en una manera
analoga a la estimulacibn de adenosina trifosfatasa, una enzi
ma de membrana y a la esteroide & 4 reductasa, otra enzima mi

crosomal.
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La induccibn de la enzima est& de acuerdo con la regu
lacidn de sintesis de RNA y proteinas por hormonas tiroideas.
De hecho, Oppenheimer y col. (278) detectaron un reducido n{

meroc de sitios de unibn para T3 en testiculo de rata, tejido

' que se suponia refractario a la accidn de las hormonas tirai-

deas.

Aunque los cambigs " in vitro " no siempre se correla
cionan con similares cambios " in vivo ", el hecho que haya
un valor basal de produccibn de testosterona aumentada, con
niveles plasmaticos del andrbfgeno disminuido después del tra
tamiento con Tu, implicaria que el metabolismo de la testos-
terona estéd aumentado. Kato y col. (209) encontraron que la
tirotoxicosis en ratas machos, conducia a un incrementao en la
actividad de la & -4 esteroide reductasa para metabaollzar tes
tosterona, confirmando trabajos previos de otros autores (54,
253, 291).

Por otra parte, el NADPH es un cofactor indispensable
para diversas reacciones de la esteroidogénesis, entre ellas,
el paso de colesterol a pregnenolona. El1 estudic de las enzi-
mas generadoras de NADPH : glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,

6-fosfogluconato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa,
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mostré un aumento en las actividades espec{ficas de las tres,
en el testiculo de ratas preplberes y plberes tratadas duran-
te 30 dias con 25 ug de Th diarios (16, 17), sugiriendo que
esas enzimas pueden estar influenciadas directamente por har-
monas tiraideas y no por gonadotrofinas y testosterona.

Aungque no se haya realizado ningln trabajo al respec-
to, el hipertiroidismo también podria afectar, de alguna mane
ra, al paso regulatorio en la sintesis de testosterona, o sea
el complejo enziméAtico que escinde la cadena lateral del co-
lesterol, sistema que estid sujeto a modulacifin por diversos
factores.

El hecho de haberse observado una disminuci6n en la ac
tividad de la HMG-CoA reductasa, lo cual implica menor produc
cibn de colesterol, es contradictorio con el aumento en la
sintesis basal de testosterona. Por lo tanto, es probable_un
mayor aporte del precursor androgénico, a partir de las lipo-
proteinas plasmaticas, a través de una mayor captacibén por un
aumento en el nimero de sitios receptores para las mismas; es
ta hipbtesis debe ser demostrada.

Si la disminucifn en la actividad de la HMG-CoA reduc=-

tasa en el hipertiroidismo, era debida a un efecto directo de
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de las hormonas tiroideas sobre la misma, tal como se sugirif
para las enzimas generadoras de NADPH y para la 17- ﬁ -hidro-
xiesteroide deshidrogenasa, la incubacibn de las células de
Leydig con Th debfa mostrar un esquema similar al observado

" in vivo " respecto a la actividad enzimética.

Los resultados demastraron que no fue asi, por lo tan
to, la HMG-CoA reductasa podria no estar regulada directamen
te por Th' al menos en forma aguda. No puede descartarse al-
guna influencia en la regulacibn a largo plazo, ya que como se
mencionf, la enzima limitante de la biosintesis del coleste-
rol, puede ser regulada por fosfo-defosforilacién, o por cam
bios en las velocidades de sintesis y degradacidn.

En resumen, los resultados obtenidos demuestran gue
las disfunciones tiroideas generadas en la prepubertad, afec
tan el correcto funcionamiento de las células de Leydig del
animal adulto, ya sea en la produccifin de testosterona o én
la sintesis de colesterol. Es claro, ademas, que concentracig
nes circulantes de hormonas tiroideas distintas de las fisio-
l6gicas, impiden que la HMG-CoA reductasa testicular desarro-

lle una actividad naormal.
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CONCLUSIONES GENERALES
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CONSIDERACIONES FINALES

La sintesis de testosterona en el testiculo de los ma
miferos ocurre luego de una serie de eventos intracelulares
sutilmente regulados, que comienzan cuando la hormona lutei-
" nizante (LH), secretada por la hip&fisis anterior, se .une a
sus receptores especificos en la membrana de la célula de
Leydig. Para esta biosintesis, es imprescindible que la célu
la disponga de cantidades adecuadas de colesterol, precursaor
obligatorioc de todos los esteroides.

Asimismo, estéd reconocido que, ademés de la LH, son ne
cesarias otras hormonas para el correcto funcionamiento de
los caminos metabblicos esteroidogénicos gonadales.

En este trabajo se enfoch la atencidn sobre las fuen-
tes posibles de colesterol para la biosintesis de testostero-
na en las células de Leydig, ya sea via lipoproteinas plasmé-
ticas que lo transportan por la circulacién general o a par-
tir de la biosintesis de nove intracelular. Se estudid espe-
cialmente a la enzima regulatoria de este camino, la 3-hidro-
xi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa)

y su modulacibn por miltiples factores.
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Los datos obtenidos se resumen a continuacién.

1) Se desarrollf una técnica para purificar las lipo-
proteinas marcadas con 1251 y separarlas del trazador no in=-
corporado, que se basa en la utilizacibn de una cromatografia
2n columna con un gel de poliacrilamida - agarosa.

2) Se detectd la presencia de sitios de unibn de alta
afinidad para lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL vy
HOL) en células de Leydig purificadas y se determinaron . los
parametros cinéticos de la unibn : temperatura Gptima y tiem
po para llegar al equilibrio.

3) Los estudios realizedos sobre la unifn de las lipo
proteinas a sus receptores sugirieron gue siempre es necesa-
rio tener en cuenta la maxima capacidad de unién (M.C.U) del
ligando al tejido en cuestibfn, para determinar los valores de
las constantes de afinidad (Ka). De no ser asi, dichos valo-
res resultarian inferiores a los correctos.

4) Se determind que la 3-hidroxi-3-metilglutaril coen-
zima A reductasa.(HMG-CoA reductasa), en células de Leydig,
estd unida, principalmente, a la membrana interna mitocondrial,
a diferencia del higado, adrenal y ovario de rata, donde la

actividad enzimatica estéd asociada al reticulo endoplasméatico.
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5) Se describif la existencia de un camino mitocon-
drial de sintesis de colesterol a partir de acetil-CoA, que
conduce a una revisifn de las extrapolaciones hechas para el
testiculo a partir de datos obtenidos en otros tejidos.

6) Se descartbh la formacibn de cuerpos cetbHnicos en
células de Leydig ya que no se observb actividad mediﬁle de
HMG-CoAR liasa.

7) La HMG-CoA reductasa testicular presentt un r%tmo
circadiano con un pico maximo de activicdad al mediodia que
difiere de los ciclos diarios de la enzima hepatica y de o-
tros brganos esteroidogénicos. de rata y hamster.

8) En el fendmeno de desensibilizacidn testicular, se
describid una lesifn adicional en el camino biosintético de
testosterona,a nivel de la enzima limitante de la sintesis
del colesterol. No se observaron bloqueos en los pasos entre
mevalonato y colesterol. También se vid que la HMG-CoA reauc-
tasa es regulada no sblo en forma crbnica sino también aguda
por la hormona lgteinizante (LH), bajo tratamiento con canti-
dades elevadas de gonadotrofina corifnica humana (hCG).

9) La incubaci6n de células de Leydig desensibilizadas,

con LDL o HDL,restituyf sblo parcialmente la produccién de
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pregnenolona, sugiriendo un defecto adicional entre coleste-
rol v el esteroide, recientemente comprobado por otros autn-
res.

10) E1 tratamiento de los animales con dos dosis de
* hCG mantuvo la desensibilizacién de HMG-CoA reductasa, y ade-
méas, la inyeccifn de 1 6 2 dosis de la gonadotrofina aument6
el nlmerc de sitios receptores para HDL.

11) Los resultados obtenidos sugeririan que el aporte
principal de colesterol para la esteroicogénesis en testiculo
de rata, proviene de la sintesis de novo.

12) A diferencia con la HMG-CoA reductasa de otros te-
jidos esteroidogénicos, en las células intersticiales, la enzi
ma no estuveo regulada por retroalimentacién por los niveles
de colesterol circulante.

13) Se definieron las causas por las cuales la droga
hipocolesterolémica L-aminopirazolopirimidina (4-APP), condu-
ce a una disminucifn en la sintesis de testosterona. Se demos
trd gue ademés de producir sus efectos primarios, actla a dis
tintos niveles provocando alteraciones sobre el sistema endb-
crino, entre ellas, inhibiendo la liberacién de LH hipofisa-

ria al torrente circulatorio y'aumentando los sitios recepto-
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res para HDL en células de Leydig.

14) Se observd que existen factores fosforilantes y
defosforilantes citoplasmaticos en células de Leydig, que mo
dulan a la HMG-CoA reductasa hepética de la misma forma que
sus propios factores, pero gue no actdan sobre la enzima mi-
focondrial de testiculo, probablemente debido a su diferente
compartimentalizacifn subcelular.

15) Otra hormona que moduld a la HMG-CoA reductasa fue
la prolactina, ya que ratas inyectadas con bromocriptina pre-
sentaron una actividad enzimética disminuida. Sin embargo, no
se excluye un efecto directo del agonista dopaminérgico sobre
la enzima.

16) Los animales diabéticos, ademas de las lesiones ya
descriptas, que causan una disminucibn en la sintesis de tes-
tosterona, también presentaron un blegueo en la HMG-CoA reduc
tasa testicular. Contrariamente,en la glandula adrenal, se
vi6 un aumento considerable en la actividad enzim&tica concor
dante con una hiperproduccién de glucocorticoides.

17) E1 hipotiroidismo y el hipertiroidismo experimen-
tal en ratas preplberes, afectaron la esteroidogénesis testi-

cular de estos animales sacrificados en el estadioc de maedurez
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sexual.

En el hipotiroidismo se encontrd que habia una dismi-
nucifn en la actividad de HMG-CoA reductasa. También se vib
una sintesis de testosterona menor que en los animales con-

. troles ante el estimulo gonadotr6fice, lo cual puede ser la
causa de los niveles circulantes disminuidos del andrégeno.

En el grupo hipertiroideo, también hubo una inhibi-
cién en la actividad de la HMG-CoA reductasa. Sin embargo,
la incubacibn de células de Leydig durante cuatro horas con
T,s no modificd la actividad enzimftica.

Los resultados " in vivo " son contradictorios con el
aumento en la produccibén basal de testosterona, por lo que se
propone que debe haber un aumento en la captacidn de las li-
poproteinas plasmaticas transportadoras de colesterocl para
proveer el precursor para la esteroidogénesis.

De los péarrafos anteriores se pueden inferir algunas
concluslones generales.

La HMG-CoA reductasa de las células de Leydig de la ra
ta presenta varias diferencias comparada con la enzima hEpéti
ca y con la de otros 6rganos esteroidogénicos tales como la

glandula suprarrenal y el ovario. No sblo su ubicacibn subce-
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lular es distinta sino también sus mecanismos de regulacién,
caracteristica esta (Gltima que bien puede ser consecuencia
de la primera. Tales diferencias en los mecanismos regulato-
tios incluyen experimentos con factores intracelulares, efec
+ to del L-APP, influencia de la diabetes experimental y ritmo
circadiano de actividad. Adem&s, la enzima puede ser regula-
da tanto por 1la LH, como por otras hormonas tales coma las
tiroideas, la prolactina, y también, probablemente por la in
sulina.

Pero si la HMG-CoA reductasa tiene caracteristicas dis
tintas, también las células de Leydig se diferencian de los
tejidos adrenal y ovérico respecto a la provisifn de coleste
rol para la esteroidogénesis. Estos dos utilizan principal-
mente el proveniente de las lipoproteinas. En el testiculo,
en cambio, predomina la sintesis de novo y la explicacibn tal
vez se encuentre en las mayores cantidades de esteroides que
producen la adrenal y el ovario cuando se comparan con la gb-
nada del macho.

Estos (ltimos resultados provinieron de experimentos
en los cuales se utilizd el 4-APP, que si bien resultd una he

rramienta muy Gtil, también produjo efectos secundarios no es
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peradaos. Por lo tanto, los trabajos en los cuales se realizan
tratamientos con drogas, en general, y con el 4L-APP, en parti
cular, deben hacerse con precaucibn, ya que los efectos dele-
téreos ocasionados pueden conducir a una malinterpretacifn de
los datos observados.

Finalmente, si bien no existen dudas del papel funda-
mental de la LH en la estimulacifn de la esteroidogénesis en
las células de Leydig, las evidencias indican que la preduc-
cidén de testosterona estéd modulada por ctras hormonas, entre
ellas, la FSH, la prolactina y la insulina. En este trabajo
se vib que concentraciones de-T3 y Th diferentes de la fisip
l6gica, ademfs de modular a la HMG-CoA reductasa, indujeron
cambios en la produccifn normal de testosterona por las célg
las intersticiales. Esto apoya las observaciones que también
las hormonas tiroideas forman parte de ese complejo multihor
monal que regula y mantiene el correcto funcionamientao de las
gbnadas masculinas.

Pero, si bien es cierto que de este trabajo de Tesis
se puede llegar a tener en consideracién alguna conclusibn,
también es cierto que cada resultado probablemente genere méas

de una pregunta a resolver. La veracidad o no de las hipdte-
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tesis planteadas a la luz de los datos obtenidos, sbla se com
probara con el decurso del tiempo. Tal vez nunca imagind Aris
toteles que después de sus estudios sobre castracifn en las
aves, transcurririan mas de 2000 afios en los cuales hubo im-
portantes descubrimientos, que alin no terminan de dilucidar,
los mecanismos moleculares que intervienen en la sintéais de
esteroides.

Recordando una vez més el pensamiento de Ramdn y Cajal
" No hay temas agotados....... ", se puede pensar que mien-
tras el hombre no desista, los intrincados mecanismos extra
e intracelulares de regulacidn seguiran exigiendo el discerni
miento y astucia del cientifico, pues, aparte del Creador,
hay un (nico ente que conoce a la célula, y es, precisamente,

la célula misma.
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