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INTRODUCCION

Consideraciones qenerales

El surgimiento y la evolucion de los organismos
multicelulares se baso en 1a habilidad de las células

eucariüticas para xpresar su información genetica de

diversos modos y para funcionar en forma cooperativa, como

un solo organismo. Una de las adquisiciones mas antiguas

fue probablemente 1a de los epitelios, en los que las

celulas se unieron para formar capas, separando el espacio

interno del exterior. Ademasde las celulas epiteliales

pueden haber aparecido, entre las células diferenciadas

primitivamente, las nerviosas, las musculares y las
conectivas.

En el desarrollo de los animales superiores, las

mismasestrategias evolutivas se utilizaron para producir

un mayor número de tipos celulares especializados y metodos

de coordinacion mas sofisticados. Claros ejemplos de esto

son el sistema inmune de los vertebrados, el sistema

nervioso y los sistemas hormonales.



La coordinacion entre las distintas celulas de un

organismo multicelular requiere la comunicación entre

ellas. Esta comunicacionse precisa para el desarrollo y

la organizacion de los tejidos, para el control del

crecimiento y la division y para la coordinacion de sus

diversas actividades. La importancia y 1a complejidad de

1a comunicación intercelular en los animales superiores

sugieren que una gran proporcion de los genes de estos

organismos estan involucrados en dichos procesos.

Se puede considerar que las células se comunican

esencialmente a través de tres mecanismos: a) forman

uniones en hendidura que comunican directamente los

citoplasmas; b) tienen moléculas unidas a la membrana que

influyen sobre las células adyacentes; y c)secretan

sustancias químicas que actúan sobre células alejadas.

Este último mecanismoindirecto presenta a su vez tres

modalidades; 1) 1a mayoría de las celulas de un organismo

secreta señales químicas que funcionan comomediadores

locales, rapidamente captados y destruidos; 2) las celulas

endocrinas secretan hormonas que viajan por la sangre para

actuar sobre celulas ampliamentedistribuidas en el cuerpo;



y 3) las celulas nerviosas forman sinapsis con las celulas

blanco y secretan mediadores químicos de muycorto alcance,

denominados neurotrasmisores, que solo actúan sobre la

celula adyacente.

Las celulas nerviosas y las endócrinas estan altamente

especializadas y trabajan en forma coordinada para regular
las distintas actividades de millones de celulas de un

animal. Las células nerviosas transmiten 1a información

muchomas rapidamente que las endocrinas porque no dependen

de factores como la difusión o el flujo sanguíneo para
llevar la información. La señal nerviosa es conducida

velozmente por impulsos electricos. Solamente con 1a

liberacion de un neurotransmisor, en una terminal nerviosa,

los impulsos electricos se transforman en una seFal

química; entonces, el neurotransmisor solo debe difundir a

traves de distancias microscdpicas para alcanzar 1a celula

blanco. En cambio las hormonas se diluyen muchísimo en el

torrente sanguíneo y por lo tanto deben ser capaces de

actuar en muy bajas concentraciones (menores que 10’R M).

Los neurotransmisores se diluyen muy poco y alcanzan

concentraciones relativamente altas (10’4 M) en las

inmediaciones de la celula blanco.



Para el control de la funcion gonadal, los sistemas

endocrino y nervioso estan Física y Funcionalmente unidos

por una region específica del cerebro denominada

hipotalamo. Este organo se ubica por encima de la

hipo+isis, a la que esta unida por el tallo pituitario. La

funcion de intermediario que ejerCe el hipotalamo entre

ambos sistemas la desarrollan células que tienen

propiedades mixtas. En ellas se dan procesos nerviosos,

transmitiendo impulsos electricos pero también liberan

señales químicas a la sangre. Cada una de estas celulas

neurosecretoras puede ser estimulada por otras regiones del

cerebro para liberar una hormonapeptïdica específica a los

vasos sanguíneos del tallo pituitario. La hormonaentonces

modula especi+icamente la secreción de una segunda hormona

por la glándula pituitaria. Muchas de estas hormonas

hipofisarias, también proteicas, regulan a su vez el

{uncionamiento de otras glándulas endocrinas. Un ejemplo

típico lo constituye 1a hormona luteinizante (LH)que es

una glicoproteïna cuya secreción por la hipofisis anterior

esta regulada por la hormonaliberadora de gonadotrofinas

de origen hipotalamico, y en el macho, estimula la

producción de androgenos (esteroides sexuales masculinos)



por el testículo.

Las hormonas hipofisarias, así como muchos

neurotransmisores, drogas y toxinas, inician sus acciones a

traves de interacciones específicas con moleculas

complementarias. El concepto de "receptor" tiene su origen

en el estudio de toxinas celulares. A comienzos de este

siglo, los trabajos sobre los efectos del curare y la

nicotina llevaron a Langley (1) a postular la existencia de

una "sustancia receptiva“ en las celulas. Paralelamente,

las investigaciones de Ehrlich (2) sobre la toxina del

tétanos y la accion antimicrobiana de algunos colorantes lo

llevaron a formular el concepto de receptor. Los trabajos

de Clark (3,4), relacionados con la atropina y la

acetilcolina, revelaron que los receptores para estas

sustancias estaban presentes en muypequeñas cantidades y

muyprobablemente sobre 1a membranacelular.

La mayoría de las señales químicas afectan a sus

celulas blanco alterando las propiedades o la velocidad de

síntesis de proteínas preexistentes o iniciando la
produccion de nuevas. En las distintas celulas la misma

señal suele modificar distintas proteínas y por lo tanto



tener distintas respuestas. Esto no puede leicarse
siempre por diferencias en los receptores. En muchos casos

la mismamolécula se une a receptores proteicos idénticos

y, sin embargo, produce respuestas muydiferentes.

Sutherland y sus colegas (5,6) propusieron a la
membranacelular como el sitio de accion de las hormonas

peptídicas, basados en observaciones que incluían el

hallazgo de que la interacción de catecolaminas con la

membrana plasmática de los eritrocitos producía la

activacion de la adenilato ciclasa. Desde entonces, se ha

demostrado que la mayoría de las hormonas peptïdicas son

capaces de producir una importante gama de respuestas

biológicas uniendose a sus receptores de membrana. E1

desafío actual consiste en develar los complejísimos

mecanismos que traducen el reconocimiento inicial de un

ligando en una respuesta celular determinada. En esta

tesis se utilizo comomodelopara el estudio de la accion

hormonal la hormona luteinizante y sus efectos sobre las

celulas de Leydig del testículo. El resto de esta

introduccion pretende sintetizar el desarrollo de los
conocimientos actuales sobre el mecanismo de accion de 1a

LH en las celulas de Leydig y algunos aspectos



relacionados.

_g[mggaa s¿ receptor testicular

La elucidacion del modo de acción de las hormonas en

sus celulas blanco requiere un conocimiento preciso de la

localizacion celular de los sitios receptores a los cuales

se une inicialmente el ligando. Los estudios realizados

"in vivo" (7,8) e "in vitro" (9,10) con hormonas marcadas

con iodo radiactivo demostraron que entre las células

intersticiales del testículo, las celulas de Leydig, son
capaces de captar preferencialmente LH o gonadotrofina

coriúnica humana (hCG). Algunos de estos experimentos

fueron realizados en dispersiones de celulas

intersticiales, que retienen tanto la capacidad de unir la
hormonacomola de biosintetizar testosterona a partir de

precursores radiactivos (11,12).

Los receptores gonadales para LH o hCG fueron

localizados en la fraccion de membranas (13) y pudieron ser

solubilizados con detergentes (14). Estos receptores en

celulas de Leydig se identificaron comoglicoproteïnas

asimétricas de peso molecular de 190.000 daltons, con un
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componente fosfolipídico minoritario (15), han sido

purificados hasta casi homogeneidad y parecen estar

compuestos por dos subunidades de 90.000 daltons (16).

Estos datos, obtenidos por tecnicas de fraccionamiento y

cromatografía de afinidad, han sido confirmados por
estudios mas recientes mediante el entrecruzamiento

covalente de la hormona con el receptor (17) y la marcación

"in vitro” de los receptores para LHcon [jssl-metionina

(18). La capacidad de unión de LH de los testículos de

ratas adultas es aproximadamente de 1 pmol/g lo que

equivale a unos 20.000 sitios por celula de Leydig (19).

Los receptores de LH en células intersticiales del

testículo han sido visualizados por varias tecnicas como

inmunoíluorescencia (20), autorradiografía de hCG marcada

con ferritina, con técnicas indirectas de inmunoferritina

(21) y localización de 1251-hcs (21,22). Estos metodos

demostraron una ubicacion predominante de los complejos

hormonareceptor en la superficie celular, concordante con

resultados previos de estudios de fraccionamiento
subcelular.



lütstégsieu es Les [seseteces Cea La adenilato ciclasa;

QUE; 99m9 seoundo mensajero

Es conocido que la respuesta fundamental del testículo

a la qonadotrofina es la estimulacion de la produccion y la

secreción de testosterona (23). Sin embargo, antes de 1a

respuesta esteroidogenica, el primer efecto de la LHen la

funcion de las celulas de Leydig consiste en la activacion

de la adenilato ciclasa (AC)y por lo tanto la síntesis de

AMPC (24,25). Los niveles de AMPCse incrementan a los

pocos segundos de la interacción hormonareceptor, mientras

que el aumento en la secrecion de testosterona recién es

evidente despues de 5 - 10 minutos (26). Por otro lado la

respuesta esteroidogénica de las celulas de Leydig puede

ser reproducida por análogos del AMPc (27) y la

sensibilidad de la respuesta androgenica a 1a gonadotrofina

es aumentada por la acción de inhibidores de las

{osfodiesterasas (28), enzimas responsables de la
hidrólisis del nucleútido cíclico. Estas observaciones son

consistentes con un papel del AMPCcomo intermediario

intracelular de la activacion esteroidogenica por

gonadotrofinas.
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Varios experimentos posteriores confirmaron al AMPc

como segundo mensajero en la estimulación por LH de la

esteroidogenesis testicular. Dufau y colaboradores (29)

probaron que la curva dosis respuesta para la ocupación de

sitios intracelulares para AMPc (provenientes de la

subunidad regulatoria de la quinasa proteica dependiente de

AMPC)se superponïa a la de producción de testosterona.

Muchosde los efectos de la LHpodían lograrse mediante la

estimulación con toxina de cólera (30) o con forskolina

(31) siendo estas dos sustancias activadores inespecïficos

de la AC. La producción de AMPCy testosterona, estimulada

por adrenocorticotrofina en híbridos de celulas de Leydig y

de adrenal (32), es una prueba mas del papel del nucleótido

en la activación de la esteroidogenesis. El GMPc,en

cambio, no actúa como segundo mensajero en las acciones de

la LHsobre el testículo (33 .

La hipótesis del receptor móvil, que ha sido propuesta

como un mecanismo por el cual la AC es modulada dentro de

la membranacelular por 1a interacción con el receptor, se

basa en la suposición que el receptor y la enzima son

moleculas distintas y aisladas. Se propuso que 1a

ocupación del receptor por la hormona aumenta la afinidad
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del receptor por otros componentes de la membrana, como los

involucrados en 1a activacion de la AC. Este modelo en dos

etapas es concordante con 1a posibilidad de que exista

difusion lateral de los receptores y las moleculas

enzimaticas en 1a matriz fluida de 1a membrana plasmática.

Esto también explica 1a activacion no aditiva de 1a AC, en

ciertas celulas, por distintas hormonasy la modulación de

procesos de membrana independientes, por una misma hormona.

Si bien los receptores para hormonas parecen estar

físicamente diferenciados de 1a GC, los dos tipos de

moléculas poseen una relacion íntima en el aspecto

funcional. Los estudios de la relacion entre la AC y los

receptores específicos para hormonas proteicas, en una

variedad de condiciones fisiológicas y de desarrollo, han
demostrado 1a cercana correlacidn entre estas dos

actividades. Por ejemplo, 1a aparicion de receptores para

gonadotrofinas en el testículo fetal esta asociada a 1a

aparicion de la respuesta en AMPc y a 1a capacidad de

sintetizar testosterona ante el estímulo hormonal (LH)

(34).



Algunos modelos mas recientes han descripto una mayor

complejidad funcional del sistema de la AC. El sistema

tiene por 1o menostres sitios a los que se unen distintos

ligandos modificando 1a actividad enzimática (35,36).

Estos sitios son: 1) el receptor para la hormona; 2) el

¡Lvlsitio catalítico que reacciona con el complejo Mg-ATP;y )

un sitio regulatorio intermedio que reacciona con

nucleútidos de guanina. Los efectos'de estos nucleútidos

han sido estudiados en varios tejidos dependientes de

hormonas. Analogos sintéticos de GTP, resistentes a la

hidrólisis enzimática, son capaces de estimular a la

mayoría de los sistemas de AC, sugiriendo un papel de

activadores alostericos para los nucleotidos de guanina.

El Gpp(NH)pactiva la ACuniendose al mismo sitio que el

GTP. La union de Gpp(NH)p a las membranas celulares ha

sido correlacionada en algunos tejidos con el grado de

activacion de la AC. El modelo actual postula que los

receptores de membranaforman complejos oligomericos con

una proteína regulatoria de la membrana (N) e impiden que

esta reaccione con GTP. La hormona, al unirse al receptor,

libera 1a proteína para que se le una el nucleútido y de

ese modopueda interactuar con 1a subunidad catalítica del



sistema de la AC (37,38).

La enzima de la célula de Leydig es casi totalmente

dependiente de los nucledtidos de guanina para responder a

las qonadotrofinas (39). La estimulacion de la AC es

amplificada por la presencia de Gpp(NH)p. Por otro lado,

existen evidencias en otros sistemas (40,41) de un papel

importante de las proteínas capaces de unir GTPen el

metabolismo de los fosfoinositoles y sobre todo, en la

movilización del ion calcio. Este ion produce, en celulas

de Leydig, un efecto potenciador de la esteroidogenesis

estimulada por LH (42), posiblemente a traves de un

mecanismoen el que interviene la quinasa de proteínas

dependiente de calcio y fosfolípidos (43).

Quinasas y fosforilaciún gg proteínas en la aggigg del emEg

La capacidad del AMFc de activar una quinasa en el

hígado resulto ser un rasgo común de las células

eucariúticas, en las que todas las acciones del AMPc

parecen estar mediadas por la fosforilacidn de proteínas.

Este mecanismo es iniciado por una quinasa de proteínas

(PK) dependiente de AMPc. La PK transfiere el grupo



xrfosfato en la posicion o del ATPa1 sustrato proteico.

La especific1dad de las respuesta mediadas por AMP:

dependen del tipo de PH, y particularmente de los sustratos

presentes en cada tipo celular. Se podría esperar que

existiera una gran variedad de PHcon especificidad para

los distintos sustratos. Sin embargo, solo se han

identificado unas pocas formas de la enzima. La mayoría de

las PHcontroladas por hormonas en tejidos blanco dependen

de AMPC,y unas “pocas de GMPc, calcio o fosfolïpidos.

Estas PH son estimuladas por concentraciones micromolares

de los nucleotidos y responden casi instantáneamente al

aumentoen los niveles del nucleútido cíclico disparada por

1a hormona. La PH dependiente de AMPCen su forma inactiva

es un tetramero compuesto por dos tipos de subunidades, una

capaz de unir AMPcy la otra con actividad catalítica. Hay

en cada tetramero dos subunidades regulatorias (R) y dos

catalïticas (C). Cuandoel AMPcse une a las regulatorias

(2 moléculas de AMPc por cada subunidad) se liberan las

catalïticas en su forma activa:



Al 2C2 (inactiva) + 4 AMPC==== R2AMPC¡‘+ 2 C (activas)

La subunidad catalïtica es probablemente comúna todas

las formas de PH dependientes de AMPc, mientras que las

regulatorias muestran diferencias. Las {ormas solubles de

la PH dependiente de AMPC pueden ser separadas en dos

clases utilizando columnas de intercambio iónico. La PHde

tipo I es menos acida, puede ser facilmente eluida por

sustrato o NaCl 0,5 My se reasocia lentamente después de

la activacion con AMPC. La de tipo II es mas ácida, es

eluída lentamente por las histonas y sales pero se reasücia

rapidamente para formar el oligomero inactivo. Las dos

holoenzimas son similares en su composicion y peso

molecular. Las diferencias se presentan en el peso

molecular y la funcion de las subunidades regulatorias.

Las de tipo I unen Mg-ATP,mientras que las de tipo II

catalizan la +os+orilación de su propia subunidad

regulatoria. Noesta claro aún el significado funcional de

estas diferencias. Ambostipos de PH dependientes de AMFc

{esforilan de modorelativamente especí+ico residuos serina

en regiones definidas de 1a estructura primaria de muchas

proteínas.
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Comose había encontrado en la glándula adrenal y en

el ovario con adrenocorticotrofina y LHrespectivamente

(44,45), la PH dependiente de AMPCes estimulada en celulas

de Leydiq por accion de la LH (46). Desde entonces el

grupo de Dufau ha caracterizado las quinasas de proteínas
emistentes en las celulas intersticiales del testículo

(47-50).En estos trabajos se demostro que 1a quinasa de

celulas de Leydig en columnas de intercambio iónico se

comporta comodel tipo I pero las demas caraterísticas son

las del tipo lI. La enzima presenta en geles de

poliacrilamida un doblete de pesos moleculares 54.000 y

56.000 daltons. La union de AMPC,por otro lado, disminuye

en forma dependiente de la hormonautilizada para estimular

previamente las celulas.

Una ve: activada, la quinasa produce una cascada de

fosforilacion de proteínas en celulas de Leydig intactas

(51). Las curvas de aparición de proteínas {esforiladas y

de produccion de andrúgenos en funcion de la concentracion

de LH son muy similares (52,53). A los pocos minutos de
. . . 32- . ,IHCUbaCIÜH con F aparecen por lo menos Cinco proteunas

fosforiladas. Unade ellas, de 57.000 daltons de peso

molecular, es la subunidad regulatoria de la PHdependiente



‘L

de AMPC(54). Otras han sido localizadas er los microsomas

y podrian regular la síntesis de otras proteínas de vida

media corta que, a su vez, estimularïan la actividad

mitocondrial de ruptura de la cadena lateral del colesterol

(55-57). Una de estas proteínas podría ser la Só de

ribosomas (58). Las demas proteínas que se {osforilan por

accion de la LHson proteínas basicas que se encuentran en

el núcleo. Pese a estos datos, la naturaleza y la. funcion

de la mayoría de estas proteínas no se conoce aún.

Síntesis gg proteínas relacionadas con la estgggiggggnggis

Se menciono anteriormente que la síntesis de algunas

proteínas estaría involucrada en la estimulación de la

produccion de testosterona por las celulas de Leydiq. Esta

hipútesis esta avalada por los efectos provocados por

inhibidores de la síntesis de ARNy de proteínas (59-61)

sobre la esteroidogenesis estimulada por gonadotrofinas.

Es particularmente interesante el efecto de la

ciclohemimida, ya que provoca una inhibición de la síntesis

de testosterona siguiendo una cinética de primer orden con
una vida media de 13 minutos (62). Utilizando geles de

poliacrilamida se han encontrado varias proteínas que son
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inducidas por LHen celulas de Leydig (63-65). Tambien se

encontró una proteína de 33.000 daltons y una vida media de

11 minutos que, si bien no es inducida por 1a hormona

podría ser necesaria para su accion (63). Un trabajo

reciente (óó) confirmo 1a estimulacion por gonadotrofinas

de la síntesis "de novo" de proteínas de vida media corta,

necesaria para la produccion de esteroides en celulas de

Leydig tumorales. Comoen el caso de las fosfoproteïnas,

no se ha podido aún demostrar 1a funcion de estas proteínas

en el mecanismo de accion hormonal.

lgteggaligagigg del complejo hormonareceptor

Es conocida 1a capacidad de las células blanco para

responder a cambios en 1a concentración de ligando mediante

1a regulacion del número de receptores. Esta modulaciún de

los sitios se daría a traves de un mecanismode endocitosis

de 1a hormona mediada por el receptor. Sin embargo no es

del todo claro el fin para el cual se produce 1a

internalización de la hormona. Las dudas surgen de 1a

localizacion del complejo hormona receptor asociado a1

aparato de Golqi o a los lisosomas donde, aparentemente, el

ligando es degradado (67-69). Estos hechos sugieren que la
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internalizacion de la hormonapodría tener un papel crítico

en la regulacion de la sensibilidad de las células ante

nuevas exposiciones a la hormona (70,71). Si bien el

desarrollo del proceso de internalizacion y degradación es

demasiado lento para explicar las respuestas agudas

inducidas por la hormona, no se descarta que cambios

importantes comoel crecimiento celular, la diferenciaciún

celular o la inducción de proteínas esten controlados por

estos procesos. Quizas distintas subclases de receptores

controlan funciones bioquímicas en diferentes orqanelas
celulares.

Uno de los principales factores que se requieren para

la endocitosis mediada por receptor parece ser la movilidad

lateral de estas macromoleculas en el plano de 1a membrana.

Con tecnicas de fluorescencia se ha demostrado que, a

temperaturas fisiológicas, el númerode receptores moviles

y su velocidad de difusion disminuyen con el tiempo de

incubación (72,73). La disminución en la difusion se

debería a la formación de agregados que, en última
instancia son endocitados (74-76). Si bien los estudios de

fluorescencia indican que los receptores, originalmente

moviles, son inducidos a agregarse por la union de ligandos
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monovalentes, te Í'I nicas mas sensibles muestran que, en

algunos casos, GHiStEuna preagregaciün de los receptores

(76,77). Los experimentos realizados con anticuerpos anti

receptor de insulina o de LH (78-80) o con lectinas (81)

sugieren que la agregación de los receptores es una

condicion necesaria, aunque no siempre suficiente, para

disparar la respuesta biológica en la célula blanco.

Todos estos procesos de membrana resultan finalmente

en una internalizacion del complejo hormona —receptor via

endocitosis. Brown y Goldstein demostraron que los

ligandos, en este caso las lipoproteïnas, se acumulabanen

regiones específicas de la membrana (82). Más de un SOZde

1a lipoproteïna unida a la membrana del fibroblasto se

concentraba en un 2%de la superficie celular (83). Estas

zonas de 1a membrana, en muchos casos, tienen como

característica que en su lado interno estan recubiertas por
la proteína clatrina, de donde toman el nombre de “pozos

recubiertos”. Los pozos recubiertos producen

invaginaciones que finalmente se vesiculan para formar las

"vesículas recubiertas" (84), que luego pierden la

clatrina, posiblemente para ser reciclada a la membrana

(85). Se forman así los receptosomas. Otros autores



postulan en cambio que los pozos recubiertos nunca se

separan de la membrana, sino que antes de transformarse en

receptosomas pierden la clatrina (86).

Esta nueva organela, también denominada endosoma,

parece tener como destino su fusion con lisosomas. Ademas

de las evidencias morfológicas (87,88), los efectos de

agentes lisosomotrdpicos que inhiben la degradación (89-91)

sugieren que el ligando internalizado se acumula en los

lisosomas. Sin“embargo experimentos hechos con insulina y

prolactina marcadas demostraron que existe un pasaje previo

por el aparato de Golgi donde, en algunos casos se detecto

hasta el 90% de la marca (92,93). Cuando se estudio el

efecto de la cloroquina en 1a internalizacidn de
I-insulina se observo un aumento de la radiactividad en

la fraccion lisosomal pero acompañado de un incremento

proporcional en 1a fraccion del Golgi (94). La cloroquina

podría tener un efecto en los procesos funcionales de las

vesículas que intervienen en la internalizacion y la

degradación de las hormonas proteicas, posiblemente

relacionados con las variaciones de pH. Recientemente se

ha demostrado que las fracciones de endosomas contienen una

bombaprotúnica dependiente de ATP (95). Esto parece
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indicar que durante su transito vesicular, el complejo

liqando - receptor comenzaría a ser procesado, quizas

empezando por una disociación del complejo debida a la

acidificacidn de las vesículas. Este hecho permite

plantear la hipótesis de un reciclado de los receptores
(96) que se ha demostrado en el caso de la insulina en

adipocitos (97) pero que en otros sistemas no se produce
(98).

Requlacidn homoloqa ge los [egeptgges para H" lI ¡n

internalizacion 1 desensibilizacion

En 1976, varios grupos simultaneamente encontraron que

la administracion de hCGo LH a ratas machos provoca una

disminución en el númerode receptores para gonadotrofinas

en el testículo (99-102). Diez horas despues de una

inyeccion de 500 UI de hCG los receptores para LH en

celulas de Levdig disminuyen a menos del 10X del control y

permanece por debajo de ese valor durante 96 horas (100).

Esta desaparición no es atribuible a 1a ocupación de los

sitios (103) sino a un fenomenode "regulacion negativa".

previamente a ese descenso en el número deSin embargo,

receptores, entre las 3 y las ó horas despues de 1a



T3

inyeccion se produce un aumento del número de sitios

(102-104) gue no depende de la síntesis proteica y se puede

reproducir “in vitro" (105). Despues de esa etapa se

manifiesta la regulacion negativa, por la cual la LH (o la

hCG) reduce sus receptores de membrana por incremento de la

velocidad de internalizacion (106) y, en algunos casos, por

inhibición de la síntesis del receptor (107).

Contemporaneamenteal descubrimiento de la regulacion

negativa de los receptores para LH en testículo, se

presentaron evidencias de la internalizacion de la hormona

y su posible degradación en lisosomas como mecanismos de

terminacion de la accion hormonal en células de Leydig

(108,109). Estudios posteriores de Ascoli y Puett,

realizados en líneas tumorales de celulas de Leydig,

demostraron que la mayor parte de la hormona marcada que se

une a esas celulas es finalmente degradada y 1a marca es

liberada al medio como3’ - monoiodotirosina (110). Este

proceso de degradación es inhibido por agentes

lisosomotropicos comoel NHACl,la cloroquina y el Triton

WR-ISEQ. Tambien se probo que la degradación de la hormona

es un proceso que requiere energía y puede ser inhibido por

compuestos que interfieren con la glucolisis o la



Fosforilación oxidativa (111). Un trabajo posterior del

mismo autor prueba que para que se produzca la degradación

de la gonadotrofina esta debe ser internalizada intacta y

gue. luego, la degradación afecta a las subunidades

individualmente (112). Poco se sabe, en cambio, del

mecanismo por el cual llega la hormona al sitio de

degradación comode la internalización en sí misma.

Junto con el hallazgo de que una dosis alta de hCG

provocaba 1a perdida de los receptores testiculares para

LH, también se encontró que los testículos de esas ratas

tratadas presentaban producciones basales de AMPCy

testosterona elevadas. Además estos testículos perdían,

durante los 3 ó 4 días posteriores a la inyección, su

capacidad para responder produciendo AMPc y testosterona

ante la estimulación "in vitro" con gonadotroíina (102).

Las respuestas se recuperan a partir del quinto día.

Estudios realizados en celulas de Leydig aisladas

demostraron gue la respuesta esteroidogénica no podía ser

recuperada por 1a estimulación con db-AMPCni con toxina de

cólera (113,114). Estos datos sugieren que la

desensibilización de las celulas de Leydig producida por

gonadotrofinas esta relacionada al menos con dos fenómenos:
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un bloqueo enzimática distal y una lesion proximal

involucrando la concentracion de receptores v el

acoplamiento a la produccion de AMPC. Ascoli demostro que

la perdida de la respuesta no esta relacionada con la

deoradacion de 1a hormona (115). Por otro lado se

descubrieron lesiones en el camino esteroidogenico,

independientes del número de receptores. La acumulación de

proqesterona y 17 hidroxiprogesterona en el plasma de los

animales tratados y en las celulas de Leydiq de esos

animales, despues de la incubación "in vitro" con hCG,

localizó el bloqueo principal al nivel de la conversion de

los 17 -< hidroxiesteroides en androgenos (116).

Posteriormente se demostro en este laboratorio que otra

enzima esteroidoqenica, regulable por 1a hormona, la

hidroxi - metil - qlutaril - coenzima A reductasa,

constituía un nuevo punto de lesion, esta vez en el camino

biosintetico del colesterol (117).

Otras enzimas esteroidoqenicas no son afectadas por el

tratamiento hormonal. La reduccion de la actividad de las

enzimas microsomales es acompañada por una disminución en

el contenido de citocromo P-450. La dependencia de la 17 —

hidroxilasa y la 17-20 - desmolasa respecto del citocromo



P-dSO esta indicada además por la constancia de la

actividad específica de las enzimas cuando esta se Hpresa

en función del citocromo (118).

La similitud entre las lesiones producidas por

estrógenos v las producidas por hCG, sugieren un papel de

los estrógenos endógenos en el desarrollo de los bloqueos

enzimáticos presentes en la desensibilización inducida por

gonadotrofinas. La estimulación con hCGproduce un rapido

aumentoen los niveles de estradiol testicular que resulta

en una traslocación de los receptores citosólicos hacia el

nucleo. Por otra parte, el antiestrógeno Tamoxifeno es

capaz de impedir las lesiones esteroidogenicas distales

durante la desensibilización (119). En celulas de Leydig

en cultivo, se demostró que los estrógenos no estan

relacionados con las‘lesiones esteroidogenicas tempranas y

que estas lesiones podían tambien ser producidas por

incubaciones con db-AMPC (120,121). En estos mismos

trabajos se encontró una proteína de peso molecular 27.000

daltons que aparece ó horas despues del estímulo con LH,

cuva síntesis depende de estrógenos y que podría estar

relacionada con la regulación del camino biosintetico de

los andrógenos. Otros autores, en cambio, no encontraron
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el efecto de los estrógenos descripto (122) y atribuven un

papel predominante en la desensibilizacidn a los radicales
libres (123).

El analisis de la secuencia de los eventos provocados

por la acción de dosis desensibilizantes de gonadotrofinas

(124), así comolos efectos de LHdeglicosilada, capa: de

inducir la perdida de los receptores pero no la

de5ensibilizacidn de la celula de Leydig (125), demostraron

que la desensibilizacidn no resulta de un evento a nivel

del receptor sino de uno previo a la regulacion negativa de

los sitios. Uno de los puntos afectados podría ser el

acoplamiento del receptor con la AC. Pese a que

recientemente se ha sugerido que la desensibilizacidn

podría deberse a alguna lesión a nivel de un compartimiento

del AMPcinvolucrado en el control de la esteroidogenesis

(126), hasta el momento, las evidencias indican que la

causa de la insensibilidad en la producción de AMPcestaría

en un defecto en la interacción entre el receptor y la

proteina requlatoria de la AC(127) o entre esta última

proteína y la unidad catalítica (128). En algunos

sistemas, no en todos, la síntesis proteica es requerida

para que ocurra la desensibilizacidn inducida por la
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hormona (129). Ultimamente se ha relacionado el mecanismo

de desacoplamiento de la ciclasa y el receptor durante la

desensibilizacion con eventos que involucran al

citoesqueleto (130-133). Lo interesante de este punto es

que abre un panorama sobre el papel de los microtübulos y

microfilamentos en el mecanismo de accion de las hormonas

peptídicas (134).

Resensibilizacion testicular Xpoblaciones celulares

Uno de los aspectos poco estudiados del proceso de

desensibilizacion testicular es el modoen que las celulas

de Leydig salen de ese estado y el efecto de nuevas

Hposiciones a la hormona. No hay datos sobre el papel que

tendrían estos fenómenos en situaciones clínicas o

experimentales en las que se administran grandes dosis de

hCGo LH, en algunos casos durante largos períodos, para

estimular 1a produccion de testosterona. Se ha visto que

un tratamiento crónico con hCGproduce una hiperplasia de

las celulas de Leydiq (135) pero no se sabe que efecto

tendría una única dosis desensibilizante sobre esas

celulas. La administracion de hCGdurante largos períodos,

en alqunas situaciones clínicas como1a anorquia bilateral
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(136) o el hipoqonadismo hipoqonadotrdfico, produce

aumentos en los niveles plasmáticos de testosterona. Dos

orupos han demostrado ademas, que la administracion de

múltiples dosis de LH, inversamente a lo que ocurre con una

única inyeccion, incrementa la capacidad esteroidogenica de

las células de Leydiq (138,139). En nuestro laboratorio

(140) se demostro que una segunda dosis de hCG, en vez de

inducir un nuevo ciclo de desensibilizacidn, acelera el

proceso de resensibilizacion. En este estado. los

receptores para LHno son detectables y, sin embargo, los

testículos presentan una respuesta androqenica normal a la

estimulacion "in vitro" con LH. Un dato interesante es que

no hay variaciones detectables en la produccion de AMPcpor

el organo entero y que, ademas. se da una reversión de los

bloqueos esteroidoqenicos.

A partir de todos estos datos se plantean varias

opciones: 1) que hubiera un mecanismo de estimulación de la

síntesis de andrdoenos independiente del AMPCcomo sequndo

mensajero: o 2) que existiera una acción selectiva de la

oonadotrofina sobre alquna población minoritaria de celulas

de Levdio. Esta última hipótesis se basa en el hallazqo de

que. en oradientes de densidad. las células de Levdiq se



distribuven en varias bandas (141-143). Esta

heterooeneidad de las celulas suqirio la posibilidad de la

aparicion de distintos estadïos de un ciclo celular (144).

Seoún el orupo de Pavne (142) las tres poblaciones

responden de distinto modo a la estimulacion con LH o

db-AMFC. pese a tener el mismo tipo de receptor. Esta

disimilitud en la respuesta podría estar dada por
diferencias en las actividades enzimaticas del camino

esteroidooenico entre las distintas poblaciones (145).
Estas diferencias también se manifiestan en los cambios de

distribucion. en las poblaciones, de la produccion de

androqenos durante la maduración sexual de la rata macho

(146). Es interesante notar que el mismo qrupo encontro

efectos diferenciales de una única o de varias

administraciones de oonadotrofina sobre la respuesta

esteroidodenica y las enzimas relacionadas en las distintas

poblaciones celulares (138.147.148).

QQELÉEde las hormonas Dentïdicas a uixel genemigg

Se menciono mas arriba que la síntesis de proteínas es

necesaria para la estimulación de la esteroidooenesis en

celulas de Levdio. Inclusive. se ha demostrado (121) que



ciertas proteínas son específicamente inducidas por las

oonadotrofinas. Es comunmente aceptado que el AMPc puede

actuar comomediador intracelular de varias hormonas v, por

ende. como reoulador de 1a expresion de genes en

eucariotes. Un efecto directo del AMPCa nivel de la

transcripcion se encontro para varios penes comoel de 1a

prolactina (149.150). la fosfoenolpiruvato quinasa (151).

la láctico deshidrooenasa (152) y, posiblemente, el de la

tirosina hidroxilasa (153). En alpunos casos se ha

comprobado que estos efectos son mediados por 1a PH

dependiente de AMPC(154).

Durante bastante tiempo se penso que los efectos del

AMPCeran siempre mediados por mecanismos de fosforilacion.

Desde los trabaios de Lanqan (155) en los que se demostro

que el qlucaoon v el AMPCestimulan la incorporacion de

fósforo a 1a histona H1. se ha difundido la hipótesis de

que el AMPCpuede mediar los efectos hormonales sobre la

transcripcion estimulando la fosforilacion de proteïnas

nucleares. Esto se ha visto reforzado por numerosos

trabajos que han demostrado la traslocacion de la PK

dependiente de AMPCv su presencia en el núcleo (156-159).

Sin embaroo. hasta ahora no se ha encontrado ninquna



relac1ún causal directa entre la reoulaciún de 1a síntesis

de ARNm v las fosforilaciones o desfosforilaciones

dependientes de AMPC. Cuatro son los modos propuestos por

los cuales 1a fosforilación de proteínas nucleares

afectaría la transcripción : 1) 1a fosforilacidn de

proteínas reoulatorias específicas capaces de unirse al ADN

activarïa (o reprimirïa) selectivamente alounos genes; 2)

la Fosforilacidn de las ARNpolimerasas u otros elementos

de la maquinaria de transcripcion podría aumentar las

velocidades de iniciacion o elonqacidn: 3) la fos+orilaciün

de proteínas estructurales (H1. H3. HMG 14 d 17) podría

alterar la conformación del nucleosoma de modode facilitar

la transcripción: y finalmente 4) la fosforilaciún podría

alterar 11 actividad de enzimas que afectan las

modificaciones covalentes de proteínas de 1a cromatina o

del ADN.

Noexisten aún evidencias directas de la regulacion

por AMPc de la {osforilaciún de ARNpolimerasas u otras

enzimas nucleares. Nada se sabe tampoco sobre los efectos

que podría tener sobre la cromatina 1a fosforilación de

proteínas como la HMG14. aunque se ha demostrado que esta

proteína se une a zonas de la cromatina



transcripcionalmente activas (160). Por otro lado se

conoce que la fosforilaciún de alounas histonas afecta la

afinidad de su union a otros componentes de 1a cromatina

(161). Recientemente Murdoch v colaboradores han

demostrado que en una misma celula el AMPc es capaz de

reoular la transcripcion de penes por dos mecanismos

moleculares distintos (162). El AMPc estimula la

transcripcion del den de la hormona de crecimiento y la

fosforilacion de una proteína nuclear de 19.000 daltons. 1o

que parecería reflejar acciones nucleares directas de la PH

dependiente de AMPc. En cambio, la estimulación por AMPc

de la transcripcion del qen de la prolactina parece ser

consecuencia de eventos dependientes de calcio. quizás a

traves de otras quinasas.

Aldunas observaciones recientes llevan a considerar

una vía alternativa. analoqa a la presente en bacterias,

por la cual el AMPcrequla la expresion de oenes sin que

medie la fosforilaciún proteica. El complejo formado por

AMPc v la subunidad reoulatoria de la PK de tipo II puede

ser un candidato para esa funcion (163,164). Por un lado

se ha informado que la subunidad requlatoria de la PHde

tipo II es capaz de traslocarse al núcleo (158.165). Por



el otro. se han encontrado homolooias entre la redion de

union a HHPCde la CAP (proteina que une AMPcen bacterias)

v la de la subunidad reoulatoria de tipo II (lób): ademas

ia secuenc1a de aminoac1dos de esta subunidad tiene alounas

caracteristicas similares a 1a de las proteinas capaces de

unirse al ADN(167). Esto plantea que la disociacion de 1a

PK por HHPc podria activar dos procesos: 1) la

+os+orilac1on de proteinas por 1a subunidad cataiitica v 2)

la reoulacion de 1a transcripcion por 1a subunidad

reoulatoria.
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Uno de los candidatos para actuar comoblanco nuclear

de las hormonas son las topoisomerasas. Estas enzimas son

las encaroadas de controlar v modificar el estado

topolooico del HDN. Al cortar transitoriamente una cadena

del HDNv pasar 1a otra a través del corte (topoisomerasas

de tipo I) o al cortar ambas cadenas v pasar otro seomento

doble cadena (topoisomerasas de tipo II). estas enzimas

pueden catalizar numerosas interconversiones entre isomeros

topolodicos del HDN(topoisomeros).



La enzima de tipo I fue hallada oriqinalmente en E.

coli (168) v poco despues en celulas eucarioticas (169).

Dadoque estas enzimas no requerían cofactores de alta

eneroïa (ATPo NAD)se postulo que la enzima. al cortar el

ADNforma simultaneamente un intermediario covalente ADN —

enzima. La ruptura transitoria del ADNpermite cambios en

el número de superhelices. La disociación de la enzima del

ADNesta acompañada por el cierre del corte. Actualmente

se han descripto actividades de topoisomerasa I en una qran

variedad de tejidos (170-175), de alqunos de los cuales ya

ha sido purificada la enzima (175). Esta presenta un peso

molecular que oscila alrededor de los 100.000 daltons

aunque existen alqunas de mas de 200.000 daltons. En su

mavoría son activas en presencia de Mq**v de quelantes.

aunque se obtiene actividad habiendo Mq’H en el medio

(176.177). inclusive es estimulada por este ion en alqunos

casos (178). Las enzimas eucarioticas pueden relaiar ADN

superenrollado tanto positiva como neqativamente
(169.176.177).

La mavor parte de la actividad de topoisomerasa I en

celulas eucarioticas esta localizada en el núcleo. aunque
se han informado actividades en mitocondrias (179) v en



cloroplastos. Estudios de inmunofluorescencia en dlándulas

salivales de Drosophila indican que la enzima esta asociada

a los sitios transcripcionalmente activos. Ya en 1966 se

suoirio el requerimiento de un "desenroscamiento" del ADN

para la transcripcion. de modo que la rotacion de un

seomento de ADNalrededor de su eje se llevaría a cabo en

luoar de una rotación del ARN naciente (180). Varias

evidencias indirectas suqieren que. especialmente en

celulas eucariúticas. la topoisomerasa I podría estar

involucrada en la transcripcion.

Las primeras evidencias en ese sentido se originaron

en la presencia de una actividad relaiante de ADNen un

complejo viral (181) que también contiene otras enzimas

necesarias para la transcripción v en nucleolos

amplificados de ovocitos de Xenopus (182) donde no se

detecta actividad de replicación pero es muyactiva la

transcripcion del ADNribosomal por la ARNpolimerasa I.

En trabaios mas recientes (183.184) se ha encontrado

que en los extremos 3’ de ciertos cortes provocados por

deterdentes en el ADNde Tetrahvmena termophila se hallan

proteínas unidas covalentemente. Esto suqiere la accion de



una topoisomerasa de tipo I. Ademas. los cortes se ubican

cerca de los sitios hipersensibles al ataque con ADNasa

pancreatica I. Dada la correlación entre estos sitios v

posibles sitios de reoulacion de 1a transcripcion

(185-187). la presencia de topoisomerasa I suqiere una

intervencion de esta enzima en la misma. Por otro lado. la

perdida del fenotipo transcripcional en levaduras con

mutaciones qe las hacen deficientes en topoisomerasa I o II

(188.189) indican 1a necesidad de alouna de estas enzimas

durante 1a transcripcion.

Es posible que una fraccion del ADN intracelular o

alounas reoiones del cromosoma esten en un estado de

superenrollamiento neqativo por encima o debaio del número

de superhelicidad correspondiente a la formacion del

nucleosoma. Por lo tanto el estado de superenrollamiento

puede afectar la expresion qenómica (190).

Todos estos datos hacen que se pueda considerar a la

topoisomerasa I comoun {actor importante en la regulacion

de la xpresiún de qenes y por lo tanto un candidato para

ser blanco de las acciones hormonales.



OBJETIVOS

Son muchos los aspectos conocidos sobre el mecanismo

de acción de las hormonaspeptídicas en las celulas blanco.

Sin embaroo existen varias etapas en este mecanismo que no

han sido aún descifradas. En nuestro laboratorio se ha

utilizado comomodelo. para profundiaar en estos aspectos.
la accion de la LHsobre las celulas intersticiales del

testículo. Lo interesante de este modelo, aparte de su

importancia en el sistema de reproduccion de los mamíferos.

es que 1a donadotrofina produce dos tipos de efectos en las

celulas de Levdiq. Por un lado estimula en forma aguda la

produccion de andrúqenos, fundamentalmente testosterona.

Por otra parte es responsable del mantenimiento celular.

ejerciendo un efecto tráfico sobre el tejido.

En este trabajo se encararon varios aspectos del

mecanismo de accion de la LH en células de Leydiq,

relacionados tanto con la respuesta esteroidooenica como

con la trófica. Los objetivos propuestos fueron:



1) Estudio fisicoquímico de la union de la hormona a sus

receptores de membranas.

2) analisis de 1a resensibilizacidn de las celulas de

Levdiq. Se busco caracterizar este Fenomeno. completando

los estudios iniciados en nuestro laboratorio. Entre los

interrooantes abiertos {iquran el papel del AMPcy los

efectos sobre distintos tipos celulares. en la respuesta a
nuevas estimulaciones.

3) Investioar los mecanismos de internalizacion v

degradación de la LH V su relacion con la respuesta

esteroidodenica. En este punto se incluyen los estudios

sobre la funcion del citoesqueleto en el procesamiento de

la hormona.

4) Finalmente. se estudiarán los efectos nucleares de 1a

accion hormonal. Se enfocara este punto hacia el estudio

de la modulación de la actividad de topoisomerasa I como

posible blanco de 1a accion de la LHen el testículo.
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ñnimales ge expecimeatagiún

Todos los estudios fueron realizados con ratas machos.

cepa Wistar. criadas en nuestro instituto. La edad estuvo

siempre entre los 55 v los 80 días. Los animales fueron

mantenidos en ambiente con temperatura constante e

iluminación controlada v alimentados con nutrimento Purina

v aoua “ad libitum".

Los tratamientos con oonadotrofina se realizaron por

invecciún subcutanea de 200 UI de hCG (Endocorion, Elea.

Bs. As.). disueltas en 0.2 m1de buffer {osfato Dulbecco

(PES). A los animales controles se les administró un

volumen ioual de PES.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitaciún, y en

los casos en que fue necesario se recolectú la sanore v el

suero se Guardo a -20'C para la determinacion de los
niveles de testosterona.



Obtención y .urifigagijn gs La

Se utilizó para 1a dispersión del teiido tubular del

testículo la técnica descripta por Mendelsonv col. (28).

Los testículos descapsulados, colocados en tubos de

plastico (Falcon) (hasta ó testículos por tubo). fueron

suspendidos en M199(Difco) en una relación de 1 testículo

por m1 de medio conteniendo 0.3 mo/ml de colaoenasa

(Worthinoton). La incubación se realizó a 35"C. durante 15

minutos en un incubador metabólico con aoitación constante

(180 rpm). Finalizada 1a incubación. la reacción se detuvo

Dor dilución con M199 (B m1 por m1 de incubación). Con el

obieto de dispersar mejor el tejido. se aoitó en forma

rotatoria el tubo. durante 3 minutos. dejándolo reposar

otros 3 minutos. Cuando los túbulos hubieron decantado. el

sobrenadante fue aspirado con una jerinoa de plastico v

filtrado a través de una malla de nvlon (Nitex).

recooiendose el líquido filtrado en otro tubo de plastico.

La resuspensión se repitió una vez mas v el líquido

filtrado se iuntó con el anterior. Este filtrado.

conteniendo celulas intersticiales impurificadas. se
centrifuoó a 700 x o durante 10 minutos.



Para eliminar los olobulos roios presentes en este

preparado. las celulas se resuspendieron en 4 m1de una

solucion Tris-HCl 1.7 mMpH 7.2. NHhCl 140 mM (191) v se

incubú la mezcla durante 10 minutos a ES"C con aoitaciún

constante (100 rpm). La lisis se detuvo por dilución (40

ml) con PES. Las celulas se recuperaron por centrífuoacion

a 700 x Q durante 10 minutos.

Finalmente las células de Levdiq se purificaron por

centriFudacion 3.300 H o. 10 minutos) a través de B ml de

una solucion de Metrizamida (Nveoaard) al 112 . El

precipitado así obtenido estaba compuesto por un 95 — 982

de células de Leydio determinadas por la tecnica

histoduïmica para la Zfl-hidroxiesteroide deshidroqenasa
(192).

Seascagiúa de las distintas poblaciones se sélulas de

Para separar las distintas poblaciones celulares se

utilizo el metodo descripto por Conn v col. (19). A

partir de una solucion de Metrizamida en M199, BOX (p/v).

se prepararon soluciones de las siquientes concentraciones:
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32. 20. 15 v 11X colocando 5. 10. 5 v 10 m1 de cada una.

Cresoectivamente. en tubos de plástico de 40 m1 de

caoacidad. Las celulas. resusoendidas en j m1 de M199

desnues de 1a lisis de olobulos roios. fueron colocadas en

la oarte superior del oradiente v los tubos fueron

centrifuoados a 3.300 q durante 10 minutos en una

centrífuoa Sorvall. Finalizada 1a centrifuoacion. se

individualizaron 4 bandas de celulas. denominadas 0. IA. IB

v II (en orden de densidad creciente) de acuerdo con lo

encontrado por Pavne v col. (142).

Se tomó cada una de las bandas con pipeta de plastico.

se Dasaron a distintos tubos. se diluveron con M199(20 ml)

v se centrifuoaron a 1.000 x o durante 10 minutos. E1

lavado se repitió una vez mas.

Matqagifin gs QCQÉÉLDÉÉ992 1351

Las hormonas peptïdicas (hCG: hLH v oPrl) fueron

marcadas con Na1251 (NewEngland Nuclear NEz-033A)(1ibre de

portador. 17 Ci/mo). a temperatura ambiente. utilizando 1a

técnica de lactoperoxidasa de Thorell & Johansson (193),
Hexcepto que la reacción se realizó a pH 7.4 durante L



minutos. La primera purificación de la hormona marcada se

realizo a traves de una columna (0.5 cm H EO cm) de

Sephadex Gn75. equilibrada con buffer fosfato de sodio 50

mM. pH 7.5 conteniendo 0.2% de albúmina de suero bovino

(ESA) (Sioma. fraccion V). NaCl 100 mMv azida sodica 0.051

. Cuando se requirió una LH marcada de mavor pureza se 1a

recromatografiü en una columna de tamizaje molecular ACA54

(Ultrooel. LHB) de 64 cm de larqo v 1.3 cm de diametro. La

columna se mantuvo siempre en un cuarto {río (ó‘C). Como

eluvente se utilizo un buffer fosfato. ESA 0.12. pH 7.4.

Se iuntaron fracciones de 0.6 m1 que lueqo se contaron en

un contador de centelleo solido. El volumen total de 1a

columna fue 93.5 m1 v el Vo determinado por azul dextrano

fue 29.7 m1. Se utilizaron como marcadores de peso

molecular 1a hemoolobina v el citocromo c (PM: 64.000 v

12.300 respectivamente). En este paso se separan 5 picos

radiactivos correspondientes a aqreqados (dímeros y

mavores). 1a hormona. las subunidades v finalmente 1251 o

125I-tirosina. E1 pico correspondiente a 1a hormona tuvo

siempre una MCUentre 25 y BOX, mientras que los demas

picos practicamente no presentaban union a un preparado

testicular de membranas. La determinación de 1a actividad
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especí+icc de las hormonas marcadas se realizo por un

metododesarrollado en el laboratorio. Los principios v la

comprobación de este metodo se detallan en la seccion de

resultados.

Se homoqeneizaron las próstatas ventrales de ratas

machos. a O'C en 4 volúmenes de PES. pH 7.4 v. luego de

filtrar a traves de un teiido de nylon. fueron

centrifuoadas a 27.000 x o en una centrífuga refrioerada.
International E20. a 2-4“C durante 30 minutos. El

precipitado fue suspendido en 4 volúmenes de PES v usado

para los estudios de union.

Se realizaron dos tipos de experimentos. En uno. se

equilibraron 100 ul de 1a preparacion de membranas con

concentraciones diferentes de hormonamarcada (entre 15.000

v 400.000 cpm) en un volumen final de 200 ul. a temperatura

ambiente durante 20 horas. La union no específica se

determinó en incubaciones paralelas conteniendo 5 up de

prolactina ovina "fría". En el otro tipo de experimento,

100 ul de la preparacion de membranas fueron equilibrados



con 50.000 comde oPrl marcada v cantidades diferentes de

hormona no marcada (O-Qu no/tubo). en un volumen iinal de

200 ul. a temperatura ambiente durante 20 horas. La unión

no especifica se evaluó en 1a forma descripta.

Finalizada la incubación. se diluvo 1a mezcla con 2 m1

de PBSfrío v se centrifuoaron los tubos a 5.000 o. a

2-4“C durante 15 minutos. Los precipitados se lavaron dos

veces con el mismobuffer v. lueoo de centrifuoarlos. se

determinó 1a radiactividad remanente en los mismos con un

contador pamma automatico Beckman Auto-Gamma 4000. con una

eficiencia de conteo del 60%.

Con el obieto de obtener 1a capacidad maxima de union

(MCU) de la preparacion de hormona radiactiva. se

equilibraron diferentes muestras de 1a preparacion de

membranas con 30.000 cpm de hormona marcada. obteniéndose

la union no específica tal comose describió. A partir de

la ordenada a1 oripen de un grafico 1/(radiactividad unida

en forma específica) versus 1/(volumen de receptor

aoreaado) es posible determinar la fracción de hormona

marcada que se unirïa a una concentración infinita de

aceptar (MCU).



Qetegfiinacign de Los sitios receptores para LH

Los testículos descapsulados fueron homooeneizados en

1 m1 de MoCl2 4 M (103) d 4 m1 de PES seoún se requiriera

determinar los sitios totales o los disponibles.

respectivamente. En el primer caso. despues de 1a

homooeneizaciún. la preparacion fue diluida 15 veces con

buffer Dulbecco v centrifupada a 20.000 x o durante 15

minutos en una centrífuoa refrigerada. En el sequndo caso

se paso a 1a etapa de centrifuqacidn directamente. E1

precipitado fue resuspendido en FESv recentrifuoado en las

mismas condiciones. E1 precipitado así obtenido. fue

resuspendido en 4 m1de buffer v utilizado como fuente de

receptores.

Alïcuotas de 100 ul de 1a fracción receptora fueron

incubadas con so ul de 1251-hcs a 1251-hLH (200.000 cpm: AE

= 10-30 uCi/uo). durante 16 horas a 23°C ú 2 horas a 35'0.

La unión no específica se determinó por aoregado de 100 UI

de hCG (Endocorion). Despues de la incubación. se

agregaron 2 m1de buffer {río v los tubos se centrifuoaron

a 1.500 x o durante 10 minutos. Los precipitados fueron
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lavados una ve: v la radiactividad se determinó en los

precipitados remanentes. lueoo de la aspiración del

sobrenadante. La union específica de la hormona se xpreso

como {moles o cpm de hormona unida por testículo o por md

de proteínas.

En otro tipo de experimento los sitios receptores para

LHse determinaron directamente sobre las células de Levdiq

purificadas. Para ello el esquema fue idéntico al

descripto en el parrafo anterior salvo que la fraccion

receptora estaba constituida por células intersticiales en
susoensiün (100.000 - 400.000 cél.). En este caso los

resultados se pueden expresar en sitios por celula.

Para determinar el valor de la constante de afinidad

(Ka) se realizaron Hperimentos de saturación o de

competencia como los descriptos para la union de la oPrl v

los datos se analizaron según los métodos de Scatchard

(194) o lineal directo (195). Para ello se utilizaron

prooramas de computacion para una Hewlett Packard HPBó.

desarrollados en nuestro laboratorio (196).
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Separaciúu l: heceüna leida a eeepcaas celilar

Para separar la hormonaunida a 1a superficie celular

se utilizo el método del tratamiento acido (105.197) con

aldunas modificaciones. Una vez realizada la incubación de

las células o membranascon la hormona marcada o "fría". se

centrifuoaron las mezclas y el precipitado se resuspendio

en 1 m1 de una solucion de glicina 50 mMv NaCl 100 mM. pH

3.0. Despues de una incubación de 2 minutos en hielo. la

reaccion se detuvo por aoreoado de 2 m1 de M199previamente

llevado a pH 9.0. Los tubos se centrifuoaron a 1.000 x q

durante 10 minutos y. luego de aspirado. el sobrenadante se

descartó. Seoún el experimento realizado el precipitado se

conto en un contador gammao se reutilizú como fuente de

receptores.

Qeteceiuaciéa de la ÏÏÉlth 929559995

Para cuantificar 1a radiactividad correspondiente a

los productos de deoradacion de la hormona marcada. el

medio de incubación. libre de celulas. se contó en un

contador de centelleo solido. Lueoo. se trató con un

volumen de acido tricloroacetico (TCA)al 20% . La mezcla



se incubo durante 30 minutos a 4°C v se centrifuoú a 3.000

rpm en una centrífuoa Sprvall re+rioerada. El sobrenadante

fue aspirado v descartado: el precipitado se resuspendid en

..5 ml de NaÜH1 N v se contó. La diferencia entre las dos

mediciones corresponde a la radiactividad de los productos

de deoradacipn de la hormona (111).

Respuesta testicular lia 11291 a la administcacisa gs DCS

Para estos estudios. cada orupo consistió de ó

animales. tres de ellos recibieron vehículo, mientras que
los otros tres fueron invectados con 200 UI de hCG

(Endocorion). dos horas antes de ser sacrificados. Se

iuntd la sanore y en el suero se determinó testosterona.

Estimulacisp ïip 21:59! es testículos enteros son DQG

La capacidad esteroidooénica de los testículos de las
ratas controles o tratadas con hCGse examinó "in vitro"

por estimulación con Gonadotrofina. Los testículos fueron

extirpados inmediatamente después de que los animales

fueran sacri+icados. lueqo descapsulados v colocados en 3

m1 de M199. conteniendo 1-meti1 - 3-isobutil xantina (MIX)
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(Aldrich) 0.1 mM v ESA 0.1% . La estimulacion maxima

oroducida por oonadotrofina se determinó aoreoando 500 no

de hCG (11.000 UI/mo) o dibutiril AMPcíclico (db-AMPC)

(Sioma) 1 mm. Los viales de incubación se colocaron bajo

atmosfera de carbüoeno (02 952 y C02 SZ) v fueron incubados

durante 4 horas a 34°C.

El medio de incubación fue decantado a tubos de vidrio

v centrifuoado a 1.500 x q durante 10 minutos. El

sobrenadante fue aspirado v duardado a -20°C hasta la

medición de testosterona. proqesterona v

17ochidr Hiprooesterona. Para la determinacion de AMPC.se

tomo una alícuota de 0.5 m1antes de conoelar el resto v se

la hirviú durante 10 minutos. Lueqo de centrífuoar, el

sobrenadante se ouardo conqelado.

Incubagigngs con celulas gg Leydig purificadas

Las células. obtenidas según la técnica ya indicada.
se incubaron en un volumen final de 1 m1 de M199

(aor ximadamente 200.000 células intersticiales en un

ensavo tipo) con MIX0.1 mM. ESA 0,42 v suplementado con

distintas hormonas o reactivos seqún 1a experiencia a
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realizar. Salvo que se indique lo contrario las

incubaciones se llevaron a cabo durante 4 horas a 34°C. en

un incubador tioo Dubno+f v baio atmosfera de carbúoeno.

Finalizada la incubación. los tubos se centrífuoaron a 800

H o durante 10 minutos. a 4"C. E1 líquido sobrenadante se

paso a tubos de vidrio v se hirviú durante 10 minutos. Se

centrifuoaron lueoo a 3.000 rpm durante 10 minutos v el

medio sobrenadante se ouardú a —20'Cpara la determinacion

de esteroides v AMPc.

El precipitado celular se utilizo en alounos casos
para la determinacion de la actividad de union de las

proteínas quinasas siquiendo la tecnica que mas adelante se
detalla.

E1 dosaie de la testosterona se realizó por

radioinmunoensavo sobre una dilución 1:25 de los medios de

incubación. Se utilizó un suero anti-hormona. obtenido por

inmunización activa de conejos (198). El antisuero se

utilizó en una dilución apropiada para liqar el 50%de la

hormona marcada usada como trazador (3H—Testosterona. New



Enoland Nuclear NET-387. 40-60 Ci/mmol) (10.000 cpm). El

ranoo de utilidad es de 12.5 a 800 pd de hormona. en un

volumen final de 0.5 m1. Se incubo durante 16 horas. 4'C.

La hormona libre se separo por agregado de 0.2 m1 de una

suspension de carbon (Norit A) - dextrano (T 70) (0.5 ­

0.05% p/v) en el buffer de ensavo. La radiactividad se

determinó en un contador de centelleo líquido.

El radioinmunoensavo de prooesterona se realizo según

la tecnica de Abraham v col. (199). La

f7mrudroHiprooesterona se midió con un anticuerpo

específico. comolo describieran Nieschlaq v col. (200).

El anticuerpo contra 1a 17oghidroxiprooesterona mostro una

reacción cruzada con la proaesterona. por esto las muestras

de medio de incubación debieron ser extraídas previamente v

cromatodraiiadas en placas de alúmina usando como solvente

de desarrollo cloroformo : éter (BO : 20). Se uso un

patron interno tritiado. para correqir por pérdidas durante
1a purificación.

La testosterona serica se determinó despues de dos

extracciones con 5 m1de éter etílico (Merck). E1 residuo

remanente despues de la evaporación de los extractos



etereos se resuependid en 0.5 m1de buffer de reaccion.

Para la determinacion por radioinmunoensavo de testosterona

se toma una alícuota adecuada de esta solucion.

E1 tratamiento de los datos de los radioinmunoensavoe.

así como los de las determinaciones de AMPc.fue hecho con

un proorama de computadora desarrollado en colaboracion con

el Dr. Ürti.

E1 AMPc fue determinado en los medios de incubación.

previamente hervidos. seoün el metodo de Brown v col.

(228). sin modificaciones. La curva patrón se utilizo

entre 0.06 v 40 pmoles de AMPc(Sigma).

Detecmipaciep de la Quien de BUE; a eu_ cegegtgcee

¿ELCQEÉLHLQCQS

E1 precipitado celular, obtenido lueoo de 1a

incubación de las celulas intersticiales.se lavo con 1 m1

de M199. conteniendo MIX 0.1 mM. El precipitado se

resuspendid en 1 m1 de buffer TMM(Tris-HCI 20 mM pH 7.4

MIX 0.1 mM v E-mercaptoetanol 10 mM). Esta suspensión
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Celular se sonicó durante 15 seoundos en la posición 7 de

un sonicador Brinkmann. El homooenato sonicado se mantuvo

a O"C V se usó como fuente de quinasa de proteínas. La

mezcla de incubación contenía 50 uo de proteínas. 1 uCi de

3H-AMPC (New Enoland Nuclear. 40 Ci/mmol) en 200 ul de

buffer fosfato de potasio 80 mMpH 6,5. conteniendo acetato

1 mM y MIX 0.1 mM.de maonesio 10 mN. E-mercaptoetanol

Para calcular la unión específica se aoreqó ademas en otra

serie de tubos AMPc1 uM. La incubación se efectuó a ó'C

durante 2 horas; para determinar los sitios libres. Una

vez finalizada la incubación. se aoreoaron 2 ml de TMMv se

filtró a traves de un Millipore (0.45 u). El tubo se lavó

dos veces con 2 ml de TMM.v lueoo. con 2 ml del mismo

buf+er se lavó el filtro. El filtro se deió secar v se

contó la radiactividad unida usando tolueno centellante. en

un contador de centelleo líquido.

Preparación de extractos nucleares y solubles

Un esquema simplificado del procedimiento de obtención

de extractos de celulas de Levdio se observa en la figura

1. Las células de Levdio purificadas como se mencionó

anteriormente se lisaron en una solución hipotónica de



CELULAS DE LEYDIG

1)NaCO3H1mM
2)CONGELAR -7o °c

3)BUFFERa th 5.0009 20'

NUCLEO S IMPUROS

A‘ 0,25% TX 100

_> 1,62 M SACAROSA
—>2,2 M

C tf 30.000 r.p.m. 30'

NUCLEOS

TEM 0,5M

PEG 6%

Ctf 10.0009 30'

ppt EXTRACTO
NUCLEAR

Fiuura 1: Esquemade obtención de extractos celulares.



bicarbonato 1 mM.Moülg 0.2 mMv ditiotreitol (DTT) 0.5 mM.

Para completar 1a ruptura celular la suspensión se conoeló

a -70°C durante 10 minutos. Despues de desconoelar los

tubos se les aoreoó 2 volúmenes de buifer TKM(Tris-HCI 20

mM pH 7.5: HCI 20 mM: MoCl2 5 mM: DTT 1 mM v el inhibidor

de proteasas Fluoruro de metil +eni1 sulfonilo (PMSF) 1 mM)

v se llevó a 0.25 M en sacarosa. La relación Mg/K

utilizada en este buffer permite estabilizar las membranas

nucleares. impidiendo una hidratación brusca de 1a

cromatina. La mezcla se homooeneizó en un Ultraturrax ( 2

x 15 seo ) V lueoo se centrifuqó a 5.000 q durante 20

minutos. E1 sobrenadante se rotuló comocitosol. se le

adreaó olicerol hasta alcanzar un concentración de 30X v/v

v se ouardó a -20'C.

Para la purificación de los núcleos a partir del

precipitado proveniente del paso anterior se procedió seoün

lo descripto por Aquilano y Du+au (201) con alqunas

variantes. E1 preparado de núcleos impuros se resuspendió

en TKMque contenía sacarosa 0.25 M v 0.25% de Tritón X100.

La mezcla se homooeneizó v se sembró sobre un qradiente

l--J v 1.6 Mdiscontinuo de sacarosa ( 2. M ) en TKM. E1

oradiente se centrifuoó a 124.000 H q durante 30 minutos en



un rotor Beckman SW56 (31.500 rpm). Despues de aspirar v

descartar el sobrenadante. el precipitado se lavo en TKM

0.15 Men NaCl v se verificó la pureza de los núcleos

observandolos en un microscopio de contraste de fases.

Las proteínas nucleares se extraieron mediante la

homooeneizacidn de los núcleos con una ierinoa de plástico

de 1 m1 en un buffer TEM (Tris-HCl 50 mMpH 7,5: DTT 1 mM:

PMSF1mm: EDTA1 mHv distintas concentraciones de NaCl).

Cuando no se indique lo contrario las extracciones se

realizaron en NaCl 0.5 M (TEM0,5). fuerza idnica necesaria

para extraer las proteínas unidas débilmente a la

cromatina. Se dejo 1a mezcla en hielo durante una hora v

lueoo se le aoreod polietilenolicol (PEG 8000) hasta una

concentracion de óZ v/v. para precipitar la cromatina.

Despues de otros 30 minutos a O"C se centrifuqd a 15.000 x

ü durante 15 minutos v el sobrenadante se llevo a1 30%en

olicerol. El extracto nuclear se quardd a -20°C.

Todos los pasos de obtención de extractos se

realizaron manteniendo la temperatura entre O y 4'C.
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En otros casos. a partir de los núcleos puros se hizo

un primer extracto con TEM0.5 tal como se describiera en

los párrafos anteriores. Luedo. el precipitado de

cromatina se resuspendid en TEM 1 (1 M en NaCl) v se

extraio mediante el procedimiento va descripto.

Preparacion de extractos totales

Las celulas de Levdig purificadas v lavadas dos veces

con PES {río se resuspendieron en buffer TKM v se

homooeneizaron por pasaje a traves de una ierinoa de

plastico de 1 ml (BOveces). Una vez comprobada 1a lisis

celular por observacion al microscopio de contraste de

fases. se procedió a aumentar la fuerza iónica hasta 0.5 M

en NaCl por aoreqado de un volumen de TEM1. La mezcla se

volvio a homooeneizar (40 veces. por jerinqa) v se dejo a

O“C durante una hora para permitir la extraccion de las

proteínas laxamente unidas a la cromatina. Despues de la

Htraccion. se aoreoú PEGhasta una concentracion final del

óZ v lueqo de permitir la precipitaciün de los ácidos

nucleicos se centrifuqó a 15.000 H o durante 15 minutos.

E1 sobrenadante se llevo al 30% en qlicerol v se lo

denominóextracto total. Este extracto se conservo a -20'C
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hasta la realizacion de los experimentos.

La relaiaciún del plasmido pBR 322 (obtenido en el

laboratorio del Dr. Baldi utilizando el metododescripto

por Maniatis v col. (202)) se llevó a cabo en 10 ul de una

mezcla que contenía: Tris-HCl 50 mMpH 7.5: NaCl 0.2 M: DTT

1 mM: ESA 30 uo/ml: EDTA 1 mM: 1 uo de plasmido

superenrollado flv cantidades variables de proteínas

provenientes de los distintos extractos. Despues de la

incubación a 34“C (durante 30 minutos en un ensayo tipo) la

reaccion se detuvo por el aareqado de 2 ul de una solucion

oue contenía: dodecil sulfato de sodio (SDS) 6%: qlicerol

60% v azul de bromofenol 0.051.

Para determinar el grado de relajación del ADN1a

mezcla se sembró en un Gel horizontal de aoarosa IZ. El

buffer de corrida estuvo compuesto por Tris-acetato 20 mM

pH 8.0 v EDTA1 mM. La electroforesis se llevo a cabo a

temperatura ambiente. durante 14 horas con una diferencia
"F.de potencial de 4 volts/cm. A1 final de la corrida el qel

se tifio con una solucion de bromuro de etidio al 0.00022
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v.para su analisis. se iluminó con luz ultra violeta. Las

fotooraéías se tomaron con película Kodak Tri X de 400 ASA

utilizando un Filtro roio.

Se definió una unidad de topoisomerasa I como la

cantidad de enzima capaz de relaiar un SOZ (0.5 uo) del

plasmido superenrollado pBR322 en 30 minutos a 34°C. La

actividad de topoisomerasa I se cuantifico seqún el metodo

de las curvas de dilución descripto por Martin v

colaboradores (203).

Ereingugagignss ds L9; extracto5 totales

Los extractos totales de celulas de Levdio (3 —B ud

de proteínas) se preincubaron en presencia o en ausencia de

AMPc 1 mM durante 20 minutos a 34°C. La mezcla de

incubación tenía ademas Tris-HCl 50 mMpH 7.5. NaCl 50 mM.

DTT 1 mm. MoCl2 5 mM v ATP 2 mM. Despues de 1a

preincubaciún se aíustaron las condiciones para 1a

determinacion de 1a actividad de topoisomerasa I tal como

se describió en 1a sección anterior.
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Dtcss detecmiaagiqnes

Las proteínas se cuantificaron por el metodo de Lowrv

(204) salvo en los extractos preparados para 1a medicion de

toooisomerasa en los que se utilizo el metodo de Bradford

205). Esto se debe. por un lado a 1a mavor sensibilidad

de este último método v por el otro a 1a interferencia que

produce el FEBcon los reactivos del metodo de Lowrv. En

ambos casos se utilizó ESAcomo patron.

Las celulas de Levdio se contaron en una camara cuenta

olobulos de Neubauer. Se utilizaron para ello dos técnicas

de tinción: una específica para celulas de Levdio (192) v

la otra con azul de metileno. En 1a primera la mezcla de

tinción estuvo compuesta por:

100 ul de dehidroepiandrosterona (S mo/ml en

propilenolicol)
100 ul de Endocorion (1.000 UI/ml en PES)

400 ul de p - nitro - azul de tetrazolio (4 mo/ml

en PES)

200 ul dep-NAD (16 mq/ml en PES)



400 ul de suspensión celular (aureqados al {inal).

Esta mezcla se incuba a 34°C durante 3 horas. Las

celulas tenidas de azul se consideran Células de Levdio.

La tinción con azul de metilenD requiere de la

siuuiente mezcla de reacción: 50 ul de la suspensión

celular + 150 ul de azul de metileno (EZ en aaua). Esta

mezcla se incuba 10 minutos a temperatura ambiente v lueqü

se diluye can ZOOul de M199. Finalmente se cuentan las

células.



RESULTADOS

I-fledigign de La actividad específica de hormonas marcadas

Se presenta aquí una técnica simple v útil para

obtener las actividades específicas de las hormonas

marcadas radiactivamente. con una descripcion detallada de

los principios matemáticos involucrados v de 1a

comprobación Hperimental del método.

Descripcion v aplicación del mgtggg

Cuandosolamente esta presente un único tipo de sitios

de union. se puede escribir 1a siquiente ecuacion (194):

B/F = H (Q - B)

donde B es 1a hormona unida. F la libre. H es la constante

de afinidad v Q es el númerototal de sitios receptores.

El analisis de la union de un liqando radiactivo a sus

receptores puede ser realizado variando 1a concentracion de

hormona marcada (saturación), o por un estudio de

competicion donde una cantidad constante de ligando



radiactivo es mezclada con concentraciones diferentes del

mismo reactivo. no marcado. Se pueden entoces obtener dos

Graficos: B/F versus radiactividad total (cpm) aureoada a

la mezcla de incubación y E/F versus cantidad (no) de

hormona "Fría" aoreoada . respectivamente. Si el sistema

receptor es el mismoen ambos casos. es decir si se aplican

la misma Ha v el mismo a (cosa que es siempre cierta cuando

se utiliza 1a mismapreparación de receptor o anticuerpo y

ambosexperimentos son realizados simultaneamente v en las

mismas condiciones) v las hormonas radiactiva v "fría"

presentan ioual comportamientofrente al receptor, lueoo.

para un valor determinado de B/F 1a masa de hormona unida

a1 receptor debe ser la misma en ambos casos. La ecuacion

que refleja esta situación es:

(El/T1) . plx = (BE/T2) . (pex + p) [1]

donde. para el primer experimento. B1 es 1a radiactividad

unida en Formaespecífica. T1 es (radiactividad total ­

radiactividad no específica) MCUv plk es la masa de

hormona radiactiva correspondiente a T1. 82. T2 y p2X son

los mismos parametros correspondientes a1 segundo

experimento y p es la masa de hormona “fría” agregada.



En la ecuación [1]. p1*/T1 y p2*/T2 son iuuales a 1a

inversa de la actividad específica (AE) de la hormona

marcada. en términos de cpm/ng. Así:

(BI/AE) = (BE/AE) + (BÉ.D)/T2 [2]

De la ecuación [2]:

AE = (El - EE)T2/BE.p = (B1.T2 - EÉ.T2)/B2.p [3]

La suposición original era que:

Bl/Fl = EE/FE

donde F1 es la cantidad de hormona libre (T1 - El) v F2 es

T2 — B2.

Lueqü:

El/(Tl - B1) = BE/(TQ - B2) [4]

Reordenandm la ecuación [4]:

B1(T2 —B2) = B2(T1 - El) [5]

EITB — BIHE = BETI — 8281 [ó]

BIT2 = EÉTI [7]

Reemplazando [7] en la ecuación [3]:

AE = (EETI - B2T2)/BE.D = 32(T1 - T2)/82.p



LUEGÜ:

AE = (T1 - T2)/D [8]

La ecuación [8] indica que la actividad específica

puede pbtenerse de los dráficos antes mencionados. a

inualdad de valores para B/F v que es necesario descontar

la radiactividad total usada comp trazadpr cuando la

hormona“fría” es la variable.

Un valor mas confiable de la actividad específica se

nbtiene de la siguiente manera. De la ecuación [8]:

AE = T2/p2* = (T1 - T2)/p

Reprdenando la ecuación [8]:

T1 = T2 + (TE/02*).p [9]

Esta es la ecuación de una línea recta cuvas variables son

T1 v p. Per ptra parte, 1a ordenada al priden es T2. 0 sea

el total del trazadpr marcado usado en el experimento de

competencia. v 1a pendiente es la actividad específica de

la preparación de hormona radiactiva. Realizando un

qrafico T1 versus p, para diferentes valores de B/F. uno

puede obtener una línea recta usando una represión lineal

simple. v de allí calcular el valpr de la actividad
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específica del lioando radiactivo.

Comprobación experimenta;

La +ioura 2 muestra el perfil de purificación obtenido

lueoo de la marcación de prolactina ovina con Na1251. La

actividad especíFica de esta preparacion hormonal

(calculada a partir de 1a eficacia de 1a incorporacion de

1251 a 1a fraccion proteica. 96X. determinada por 1a

integracion del'orafico) fue de 32,6 uCi/uq.

La fioura 3 muestra el ensayo de autodesplazamiento,

donde se varió 1a oPrl "fría" o la preparacion radiactiva.

calculandose 1a relacion B/F en anbos casos. Por razones

que se discutirán más adelante. se considero una MCUdel

100%. A partir de estas representaciones v usando un ranoo

de E/F entre 0.08 y 0.045. se obtuvieron los valores de T1

v p v se graficaron como se muestra en 1a figura 4. La

actividad específica. calculada como1a pendiente de este

Grafico. fue 33,3 uCi/uq, valor que se encuentra en

concordancia con el mencionado de 32,6 uCi/ug.
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Pero. comose discutió en la introduccion. este no es

un valor exacto sino que corresponde a un promedio de

especies marcadascon distintas actividades esoecíiicas.

Con el obieto de obtener una AE mas confiable de 1a hormona

capaz de unirse a sus aceptores. se considero la maxima

capacidad de union de 1a preparacion hormonal. La fioura 5

muestra el grafico de 1/(radiactividad unida) versus

1/(volumen de receptor aoreqado), donde la inversa de la

ordenada al origen da la MCU(en este caso 64%).

Considerando este valor. se corrioieron los valores de

B/F v se los volvio a Graficar en funcion de la cantidad de

prolactina no marcada o de la nueva radiactividad total

agregada v corregida (figura ó). Usandoestos graficos y

la línea recta obtenida a partir de ellos. se calculo una

actividad específica de 12.4 uCi/up.

Para observar el efecto de considerar una actividad

específica o la otra. se realizaron ora+icos seoün
Scatchard (194) (fioura 7) utilizando los valores de B/F y

los de la radiactividad unida en forma específica del

xperimento de saturación. Puede observarse que la

constante de afinidad en ambos casos es la misma (5.4 nM’l
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para una QE de 33.3 uCi/uo y 4.7 nM-l para una GE de 12.4

uCi/uo). mientras que se produce un aumento sionificativo

en la concentracion de sitios receptores (de 39 pH a 97 pH

para la menoractividad específica).

Los valores obtenidos para la qonadotrofina corionica

humana marcada con 1251. usando membranas de testículo de

rata como sistema receptor v para 3H-testosterona. usando

un anticuerpo específico, fueron los siouientes: para la

hCG. la AE determinada por el perfil de elucion de la

columnacromatourafica. con posterioridad a la marcación.

fue de 12.5 uCi/uq, mientras que el resultado obtenido por

el metodo descripto fue de 11,5 uCi/ug. Por otra parte,

los resultados para 3H-testosterona fueron: 36.0 Ci/mmol,

cuando la AEse calculaba a partir de los datos obtenidos

de New Enoland Nuclear. recalculados seqún el decaimiento

radiactivo del tritio v 37.0 Ci/mmolcuando se utilizo la

tecnica del autodesplazamiento.



II Parámettqs e La unión de la LH a 195 :¿g:p—@:es

teeiigularee

La primera etapa en el estudio del mecanismo de accion

de la hormonaluteinizante en celulas de Levdig consistió

en el analisis de los parametros cineticos y termodinámicos

de la union lioando - receptor.

En la figura 8 pueden verse tres curvas de asociacion

de 12751-hLHa celulas de Leydip. en Funcion del tiempo v a

tres emperaturas diferentes (8. 26 v 34°C). Estos

experimentos se realizaron sobre celulas enteras en

suspension. permitiendo así que se complete el

procesamiento de la hormonapor 1a celula. estableciendo un

equilibrio dinamico. similar al Mistente en el animal. En

cada panel se incluyen los datos de hormona unida a la

membranacelular v de hormona internalizada. Estos dos

parametros se discernieron mediante el tratamiento de las

celulas con un medio acido. Este procedimiento despeoa el

100% de la hormona unida a la membrana celular v no

destruve la inteqridad celular a juzgar por los datos de

microscopía optica. manteniendo la respuesta

esteroidooenica (105). Puede verse que tanto a 8 como a 26
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v a 34°C se observa el proceso de entrada de la hormona al

interior celular.

A partir de estos datos se calcularon las constantes

de velocidad de segundo orden para la reaccion:

k

H + R EÍ===3 HR

Los valores se calcularon basándose en 1a hormona unida

total (internalizada + superficie + deqradada), es decir

que reoresentan constantes de asociacion aparentes y que

'deberan ser recalculadas una vez que se conozcan las demas

constantes involucradas en el estado estacionario

(aorupacion, endocitosis. recambio de receptores.

transporte. deoradaciún. etc.). Los resultados fueron:

para 8“C k1 = 0.0021 nM’l min-1: para 26°C 0.0084 nM-l

min‘1 y para 34°C 0.0135 nM'L min-1.

Estos valores de k1. transformados a M'l seq'l. fueron

utilizados para realizar un grafico de Arrhenius, seoún la

siguiente ecuacion:
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k: = 9.a - E/RT

o su expresion 10darítmica:

ln k = - _E_ + C
RT

La {ioura 9 muestra el orafico obtenido donde puede verse

1a linealidad que existe entre las constantes halladas v

(1/T) (con T en grados Kelvin). La enerdïa de activacion

(E). calculada a partir de 1a pendiente de este qrafico,

resulto ser de 12.410 cal/mol v A = 1,62 x 1014 M-1 sep-1.

El termino A se denomina "factor de frecuencia" v

representa 1a Frecuencia total de encuentros entre dos

moleculas reaccionantes. Es evidente que cuanto mayor sea

el valor de E menor sera el {actor e’E/RT y. como para

muchas reacciones el {actor de frecuencia no varía

considerablemente. sera 1a energía de activacion 1a que

determine. a menudo. si 1a reaccion es rapida o lenta a una

dada temperatura. Una reacción bimolecular con un valor de

E de 20.00Ü cal/mol tendra una velocidad mensurable a

temperaturas ordinarias. E1 valor obtenido indica que la

reaccion de asociacion entre 1a hormona v su receptor es

una reaccion rapida a las temperaturas fisiolooicas.
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Fiüura 9: Grá€ico de Arrhenius mostrando la relación entre
las constantes de velocidad de asociación v la temperatura.



._ F)

Una vez analizada 1a asociación de la LHa las celulas

de Levdid. se encaró el estudio de la reacción inversa. 1a

disociación. Para ello. un preparado de membranasde

células de Levdio se trató con hormona marcada durante dos

horas. lueqo se lavó. se lo dividió en alícuotas v reincubó

a 34°C en presencia o ausencia de un exceso de hCGno

marcada. A cada tiempo se determinó por duplicado 1a

cantidad de 125'I--hLH unida. La fidura 10 presenta el

Grafico de disociación del complejo hormona receptor er
función del tiempo. A pesar de que este experimento se

realizó en membranasde células de Levdiq y no en celulas

enteras. los resultados obtenidos muestran una curva de

disociación de tipo bifásica, con una primera componente

rapida v una segunda de disociación mas lenta. Ademas.

dada la superposición de las dos curvas (con v sin hCG)

quedaría descartada la posibilidad de que en 1a unión de 1a

aonadotrofina a sus receptores testiculares se produzca un

fenómenode cooperatividad neqativa.

Esta curva de disociación correspondería a una

expresión del tipo:
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.I r)Bt = a1 e'k2t + az e’l‘ 4

donde Bt es la hormona unida al tiempo t v El v BE la

hormona unida a cada componente. a t = O. De aquí se

obtienen los siduientes valores: BI = 15.87 pH: k2 = 0.12
' '1. ".1 — 7. "7 no — L- -.' u '."!l ' '1­min . B; — u1.4a pM v L e - dgu n IU min .

La presencia de esta segunda componente podría

representar un seoundo sitio de unión (nunca descripto

hasta ahora pana LH), o bien microagreoaciones en la
membrana con vesiculizacion local que impedirïa 1a

disociación de la hormonainvolucrada en este proceso. Es

de notar que este proceso de microaqregaciún es una de las

etapas del fenomeno de internalizaciún del complejo hormona

receptor.

Los datos referentes a la asociación v a la

disociación hasta aquí descriptos suqieren desviaciones de

la linealidad en un qrafico de Scatchard realizado en

condiciones de equilibrio v utilizando una hormonamarcada

con baja actividad específica. La {idura 11 nos muestra el

Grafico correspondiente que,l realizado en celulas enteras.

a 34°C v con una 125 I-hLH de 2.8 uCi/uo. representa un

estudio en estado estado estacionario mas que un analisis



de equilibrio. De todas formas. con los debidos recaudos.

sirve para comparar este resultado con los va presentados.

también realizados sobre celulas enteras v a temperatura

fisioldoica. La curvatura del qrafico de Scatchard, podría

deberse a 1a presencia de dos sitios de unión para LH.

descartada la opcion de un fenomeno de cooperatividad

negativa (fioura 10). El analisis del grafico sepún la

tecnica de las pendientes límites (212). para dos sitios de

union. dio los siquientes resultados: Hal = 11,6 x 101UM'l
con QI = 0.015 nM v HaE = 7.2 H 109 M'l con QE = 0.048 nM.

Este resultado fue observado en cuatro experimentos

diferentes. incluyendo dos realizados en membranas

testiculares. Nose puede aún inferir si este segundo

sitio corresponde en realidad a un sitio “receptor” o a un

estado especial de la membrana en proceso de

microaoreoacidn, previo a 1a internalizacion de los

receptores.
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III-Resensibilizacion testicular
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Comoprimer enfoque en el estudio de la respuesta

testicular despues de una o dos dosis desensibilizantes de

hCG(200 UI) se hicieron ensavos "in vivo“. Para ello se

invectaron animales con una dosis de donadotrofina v se

analizó 1a evolución de los niveles de testosterona serica

durante los días subsiguientes. En 1a figura 12, panel de

la izquierda. se ve que lueoo de una brusca subida durante

las primeras 24 horas. 1a concentracion de testosterona

comenzo a descender, pese a que los niveles de hCG

plasmática permanecieron altos hasta las 48 horas. pero

presento un nuevo pico a las 72 horas. Ya al día 4 los

valores volvieron a bajar a los niveles fisiológicos. La

administracion de una sequnda dosis de hCG. 48 horas

después de 1a primera. impidió el descenso en los valores

de testosterona a los días 4 v 5 despues de 1a primera

inveccidn.
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La perdida de 1a respuesta "in vivo" de las células de

Levdia entre las 24 v las 72 horas posteriores a 1a

inveccion de 200 UI de hCG. se demostro porque 1a

administración de una seounda dosis. 2 horas antes de

sacrificar los animales. no indujo ninoún incremento

sionificativo en 1a testosterona plasmática (figura 12.

panel de 1a derecha). La respuesta esteroidooénica de las

células de Levdiq a 1a estimulacion exooena. reapareció

recien 96 horas despues de 1a primera inveccion.

Una segunda administración de hCG. 4B horas después de

1a primera inveccion. mostró un perfil de estimulacion

similar (fioura 12. panel de 1a derecha). Aún mas. 1a

estimulacion a1 quinto día resulto mayor que la obtenida

después de una única dosis de hCG (250% sobre el valor

basal para una única inyección versus 350%sobre el nivel

basal para 1a dosis repetida). Este resultado indica que

1a seounda dosis de hCG. administrada 48 horas despues de

la primera inyeccion. no sólo fue incapaz de desensibilizar

una vez mas 1a respuesta esteroidoqénica. sino que ademas

mostró un aumento en 1a respuesta a 1a estimulacion Húoena

con oonadotrofina. Esto llevo a investiqar el efecto de

este tipo de tratamiento sobre la respuesta de las células
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de Levdio “in vitro”.

Con el obieto de observar 1a adaptación del úrüano

entero a las nuevas condiciones creadas por el tratamiento

con oonadotrofina. se decidió (en esta primera parte de la

investioaciün) utilizar testículos intactos en luoar de 1a
fraccion intersticial aislada. Esto refleiarfa las
variaciones oue ocurrieran en todos los tipos celulares v

que pudieran contribuir al proceso de desensibilizaciún.

Para estos estudios se trabajó en el tercero v quinto

día despues de la primera administración de hCG. cuando el

tejido testicular muestra un estado de desensibilizaciún

estable v en el tercer día posterior a la sequnda

inyección. cuando la respuesta "in vivo“ se encuentra

aumentada (fioura 12, panel de la derecha). De aquí en

mas. siempre que se mencione el estado resensibilizado se

hara referencia a este último tratamiento descripto. salvo

que se indique lo contrario.



E1 número total de sitios receptores se encontro
sidnificativamente reducido tres días despues de la primera

administracion de hCG(fioura 13 v lioeramente recuperado

al ouinto día. La inyeccion de una seounda dosis mantuvo

la capacidad de union al nivel mínimo. cinco días después

de la primera dosis.

La respuesta esteroidoqénica de testículos de ratas

tratadas con 200 UI de hCGse muestra en la fioura 14. A

las 72 horas. la'testosterona basal era mavor respecto de

los controles v los testículos no respondieron al estímulo

con hCG o db-AMPC. A las 120 horas. se recupero por

completo 1a respuesta a la qonadotrofina v al nucleútido.

Cuando se administró una seounda inyeccion de hCG a los

animales. 48 horas despues de 1a primera administracion. al

estimular los testículos con hCGo db-AMPC.se observo una

respuesta superior a 1a normal cinco días despues de la

primera inyeccion (fioura 14, panel superior).

Con el fin de ubicar el punto de la "lesion" en el

mecanismo de respuesta a la donadotrofina durante la

desensibilizacion v, a 1a vez. analizar el papel de esa

lesion durante el proceso de resensibilizacion. se midió.
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Figura 13: Capacidad de unión de qonadotrdfina. después
la administración de una (O) o dos dosis (0) de hCG.

de



5ú_."
‘d.

14: Respuesta “in vitro" de los testículos de ratas

Acïís5v6u\d:v5.80umcumohAoÉCwumouxwoacch0:72

tratadas con una o dos dosis de hCGv sacrificadas
días después de la primera inyección.

Fiaura



en las mismas incubaciones. la produccion de AMPcinducida

por la hormona. La fioura 14 muestra los resultados. Tres

días despues de la primera inveccion. no se observo

respuesta mientras que los niveles basales eran elevados.

comparados con los controles. Cinco días despues de la

primera dosis. los niveles de AMPCestaban aumentados.

aunque menores que los normales. a pesar de haberse

recuperado la produccion de testosterona. Por el

contrario. la estimulacion observada en la biosíntesis de

esteroides por los testículos de ratas tratadas con dos

dosis de hCG no estuvo acompañada por un aumento

sionificativo en la liberación de AMPCal medio de

incubación. Este hecho podría sugerir la presencia de una

vía alternativa independiente de AMPc como segundo

mensaiero o. lo que parece mas plausible, que la produccion

de AMPCen el último caso fuese no detectable por nuestras

tecnicas v que el sistema fuera sensible a pequeñas

variaciones en el contenido o la distribucion de AMPc.

Esta última posibilidad se encuentra apoyada. al menos en

parte, por el hecho de que los testículos obtenidos de

ratas tratadas con dos dosis de hCG. respondieron mejor a

la estimulacion con db-AMPC.indicando que el sistema no



prescinde totalmente del nucleótido. Por otra parte. la

estimulación disminuida de la producción de AMPCdespues de

dos dosis de donadotrofina, comparada con la respuesta

obtenida usando testículos cinco días despues de una única

invección de hCG. reveló una nueva desensibilización de la

adenilato ciclasa que no fue correspondida por un nuevo

bloqueo en 1a biosïntesis de testosterona.

Con el objeto de observar los bloqueos enzimáticos mas

alla del receptor v la adenilato ciclasa v dentro del

camino esteroidogenico. se determinó la concentración de

dos intermediarios: proqesterona v 171Khidroxiproqesterona.

Para este propósito, un qrupo de animales (3 ratas) recibió

200 UI de hCGv fue sacrificado tres días mas tarde. Otro

orupo recibió una sequnda dosis. 48 horas despues de la

primera v fueron sacrificados tres días despues (cinco

desde la primera dosis). Un tercer grupo recibió solamente

vehículo. De cada rata. un testículo fue incubado comose

describiera en materiales v metodos. en presencia de hCG

(500 no). v el otro se incubó en las mismas condiciones sin

la hormona. En los medios de incubación se determinaron

las concentraciones de testosterona. proqesterona y

17 hidroxiprooesterona.



¡ñ

_C?ó_

La relaciones progesterona / testosterona v

17 hidroxiprooesterona / testosterona aumentaron de 0.025

(0.02 - 0.03) para los testículos de los animales controles

(en condiciones basales o estimulados con hCG) a 0.14 (0.12

- 0.16) en el caso de los testículos de los animales

tratados con una dosis de qonadotrofina. Cuando los

animales recibieron una segunda dosis estas relaciones
volvieron a los valores controles (0.04: 0.02 - 0.06). Sin

embardo. aún en los testículos de las ratas invectadas con

dos dosis de hCG Histía una acumulación siqnificativa de

los intermediarios dosados. indicando una reversion parcial

del bloqueo enzimático.

Estos resultados. tomados en coníunto. presentan un

modelo en que los receptores de membranase encuentran

disminuidos. la respuesta en la produccion de AMPc "in

vitro" a 1a estimulacion con oonadotrofina es.

practicamente. no detectable pero que refleja una reversión

parcial de los bloqueos enzimáticos presentes en el estado

de desensibilizaciún. con una estimulacion máxima, o

inclusive supramaxima. de 1a produccion de testosterona.



Con el obieto de evaluar 1a respuesta de los

testículos cuando 1a seounda administracion de hCGse

realizaba en la etapa de recuperacion despues del estado

desensibilizado. los animales fueron invectados siete días

despues de 1a primera inyeccion v sacrificados 72 horas mas

tarde. La fioura 15 muestra que 1a capacidad de los

testículos para unir la qonadotrofina se encuentra

sionificativamente disminuida tres días después de 1a

primera dosis de hCGv parcialmente recuperada siete días
mas tarde. Cuando se administró por sequnda vez hCG. siete

días despues de 1a primera invecciún, 1a capacidad de

union. medida tres días mas tarde (10 después de 1a primera

dosis) fue sioni+icativamente reducida. indicando una nueva

etapa de requlacion neoativa de los sitios de union para

hCG.

Sin embaroo esta reoulacion neoativa no estaba

acompañada por una disminución concomitante en 1a

producción de testosterona. comose muestra en 1a {iqura 16

(panel superior). Por otra parte. 1a produccion de AMPc

fue abolida (determinada según 1a técnica descripta)

confirmandola desensibilizacion de la adenilato ciclasa

(fioura 16. panel inferior). Una vez más, puede observarse
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que. lueoo de una sequnda administración de hCG. el sistema

comienza a responder a la estimulación exooena por

aonadotrofina con un número reducido de sitios de unión

para hCG. produccion de AMPCno detectable en el medio de

incubación v una síntesis de testosterona normal o

incrementada. comosi no pudiese ser desensibilizado otra

vez. lueuo de la primera dosis de hCG.

Para ahondar en el mecanismo de este fenomeno de

resensibilizaciún. se debio tener en cuenta 1a existencia

de varios tipos celulares, normalmente considerados comode

celulas de Levdiq. La resensibilizacion podría ser refleio

de cambios selectivos en tales poblaciones, comoser un

número aumentado de células maduras. o la evolucion de

aloún tipo celular minoritario hacia una esteroidooénesis
refractaria a 1a desensibilizaciún.
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Estudig de la cssgpeibilizagien su las distintas

poblaciones de celulas gg Leygig

Antes de abordar el efecto de los diversos

tratamientos con qonadotrofina sobre las distintas

poblaciones de células de Levdiq, {ue necesario poner a

punto el metodo de separación de los diferentes tipos

celulares. caracterizarlos en cuanto a la unión de LHv su

respuesta esteroidogenica. Para esto, despues de obtener
1a fracción del celulas intersticiales totales v de haber

eliminado los glóbulos rojos. se las incubú con 125I-hLH

durante una hora a 34°C y se lavo la hormona libre. La

suspensión celular fue lueqo sometida a centrifudaciún en

un dradiente discontinuo de Metrizamida (ver materiales v

metodos). La {idura 17 muestra el perfil de radiactividad

que presento el oradiente obtenido a partir de células de

ratas controles. Se ve la aparicion de cuatro bandas

capaces de unir LH. Utilizando la nomenclatura suoerida

por el drupo de Payne (147) se denominaron . desde arriba

hacia el fondo del oradiente. O: IA: IB y II.



-102­

rJ
1Zjl-hLHUnida/Fracción(c.p.m.x103)

.. H..
8 12 16 20 24 28 32 36

Fracciones

Fiaura 17: Per+il de unión de hLHa subpoblaciones de
células de Levdiq, de ratas controles y tratadas con una o
dos dosis de hCG. separadas por qradiente de Metrizamida.
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En otro experimento. las celulas de Levdiq

provenientes de ratas controles se separaron en las cuatro

subpoblaciones. Cada banda se sometió a un estudio de

receptores seoún el metodo de Scatchard. Todas las bandas
. . . . J . npresentaron loual constante de afinidad (ha = 2 —4 x 101“

rrl). con un númerosimilar de sitios de union por celula.

Cuando las distintas poblaciones se estimularon con

cantidades crecientes de LH"in vitro" se construyeron las

curvas dosis respuesta para la produccion de testosterona.
La banda 0 no fue capaz de producir testosterona en

respuesta al estímulo hormonal. Las curvas

correspondientes a las demas poblaciones se muestran en la

{iqura 18 A. A partir de estas curvas dosis respuesta se

calculo la sensibilidad de cada una de las poblaciones.

Para ello se utilizo como parametro el EDSO,o sea la

concentracion de LHnecesaria para obtener el SOZ de 1a

respuesta maxima. A menor valor del EDSO. mas sensible es

el sistema. Los valores de los EDSOfueron entonces: para

la banda IA. 0,04 nq hLH/ml: para la IB 0.04 ng hLH/ml y

para la II 0.05 no hLH/ml. Se puede apreciar que no

existen diferencias siqnificativas entre las di+erentes

poblaciones de celulas de Levdiq de animales controles, por
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lo menos en lo que.concierne a la unión de la LH v la

estimulación de la esteroidodenesis por la qonadotrofina.

Como se mencionara anteriormente. la separación de

celulas de Levdiq de animales controles. previamente

marcadas con 125.I—LH..en un oradiente discontinuo de

Metrizamidapermitió distinquir cuatro picos radiactivos

(figura 17, panel superior). El efecto de los distintos

tratamientos con hCG. una única dosis y dos dosis con 48

horas de intervalo. sobre la capacidad de unión de estas

bandas se observa en la fidura 17. paneles medio e inferior

respectivamente. Dadoque iqual cantidad de celulas se

sembraron en cada qradiente. la disminución de los sitios

de unión específicos refleja el fenómeno de regulación

neoativa para los receptores de LH. Ambostratamientos

produieron una disminución de los receptores disponibles

que va del 90 al 100% en todas las poblaciones. Esta

disminución en el número de sitios de unión para LH fue

corroborada con estudios de unión de 125I-LH a celulas

obtenidas por fraccionamiento a traves de qradientes de

Metrizamida. realizando las incubaciones lueqo de desarmar

los gradientes y analizando los resultados seqún el metodo

de Scatchard.
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Como paso siouiente se estudio la respuesta a la

estimulacion "in vitro" con cantidades saturantes de

donadotrofina en las distintas poblaciones. En la {iqura

19 se muestran los niveles de produccion de testosterona v

AMPc luedo de la incubacion de las celulas provenientes de

las distintas poblaciones con 10 ng de hLH. En el panel C

se oraficaron las respuestas correspondientes a las celulas

extraídas de animales controles. En lo que se refiere a 1a

produccion de testosterona. se confirmo lo demostrado en la

{ioura 18 A: la banda IB es 1a que tiene una mavor

respuesta maxima. sequida en orden decreciente por 1a II y

1a IA. La banda Ü practicamente no produce testosterona

ante el estímulo hormonal. Por otro lado. la produccion de

AMPcsidue un perfil similar a la del esteroide. La

administracion de una dosis de hCGtres días antes del

sacrificio de los animales v de la determinacion de las

respuestas in vitro“ (figura 19. panel 1D) resulta en un

estado de desensibilizacion. caracterizado por una {alta de

respuesta a la aonadotrofina en la biosíntesis de

testosterona así como de AMPC. pese a que las

concentraciones basales de esos dos compuestos secretados

al medio de incubación son mayores que las correspondientes
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a los animales controles. Cuando se administró una sedunda

inVecciún de hCG. 48 horas despues de la primera. tres días

mas tarde se alcanza el estado de resensibilización. En el

panel 2D de la fioura 19. se ilustra este hecho: todas las

poblaciones (exceptuando la Ü) responden a la estimulación

"in vitro” con 5 no de hLH produciendo testosterona en

cantidades similares o superiores a las celulas controles.
En cambio no hav incremento en la secreción de AMP:

inducido por la hormona.

Para estudiar la sensibilidad de la respuesta

esteroidodenica a la LH. se incubaron las celulas de Levdiq

de las distintas poblaciones, provenientes de animales
resensibilizados. con cantidades variables de hLH(0.001 ­

10 no). Se construyeron así qraficos de produccion de

testosterona en funcion de la hLHadreoada (fioura 18 B).

Es interesante observar el corrimiento de estas curvas

dosis — respuesta hacia la derecha (menor sensibilidad)

respecto de las curvas correspondientes a los animales

controles (panel A). Este desplazamiento es equivalente en

las tres poblaciones estudiadas y se traduce en los EDSO

que van de 0.043 + 0.006 no hLH/ml para el promedio de las
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tres bandas controles a 0.69 + 0.2 para las bandas de los

animales tratados. Este cambio de 1a sensibilidad se

refleiú tambien en las concentraciones necesarias para

obtener una respuesta maxima que se alcanzo con 0.5 no de

LHen los controles v requirió entre 5 v 10 no de LH en los

tratados.

En la tabla 1 se muestra el aumento en las relaciones

prooesterona / testosterona en los medios de incubacion de

las tres poblaciones de celulas de Levdio correspondientes

a ratas desensibilizadas. en condic1ones basales o de

estimulacion maxima (10 no de hLH). El promedio de estas

relaciones aumento de 0.044 + 0.012 para los controles a

0.229 + 0.073 para los tratados con una única dosis de hCG.

La seounda dosis de hCG vuelve a bajar estos valores

llevándolos a un promedio de 0.10 f 0.036. siendo por lo

tanto el comportamiento de las tres poblaciones muvsimilar

en cuanto a la reversión del bloqueo esteroidooenico.

Todos los resultados mostrados en esta seccion pareCen

coincidir en el hecho que las tres poblaciones de celulas

de Leydio con capacidad esteroidooenica se comportan de un

modo homooeneo ante los procesos de desensibilizacion v

resensibilizaciún. Por este motivo.



Tabla 1.- Relaciones proqesterona/testosterona
poblaciones de Células de Levdiu.
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en las diferentes

Banda II
Basal +hCG

Banda IA
Basal +hCG

0.0039 0.0050

0.0226 0.0230

0.0088 0.0125

0.0025 0.0036

C).03-69 C).02'90

0.0105 0.0116

Los datos representan las relaciones
obtenidas como promedio de tres

prooesterona/testosterona.
incubaciones independientes.



los estudios siouientes sobre los mecanismos de la

resensibilización se realizaron sobre células de Levdiq
totales. Con ese fin las células intersticiales se

purificaron a traves de un colchon de Metrizamida al 112.

obteniéndose entonces la sumatoria de las bandas IA. IB y
II.

Eaesl es; EEES Q el estado resensibilizado

Como primera etapa del estudio sobre células totales

se analiza la sensibilidad de la respuesta esteroidooenica
en las células resensibilizadas y en las controles. En la

{ioura 20 se muestran las curvas dosis respuesta

(produccion de testosterona versus concentracion de LH)

correspondientes a celulas controles. desensibilizadas v

resensibilizadas. en un experimento tipo. La respuesta de

las celulas controles practicamente no presenta umbral y

lleoa a su maximo con una concentración de hLH de 1 nq/ml.

El EDSÚcalculado como promedio de 8 experimentos fue de

0.047 f 0.02 no hLH/ml. Las células provenientes de

animales tratados con una única dosis de hCG. tres días

antes de ser sacrificados. no respondieron en todo el ranoo

de concentraciones de hLHusado. confirmando así la
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desensibilizacidn testicular. En cambio. cuando los

animales fueron tratados con una sequnda dosis de

aonadotrofina. 48 horas después de la primera y tres días

antes de ser sacrificados. las células presentaron una

buena respuesta en la produccion de testosterona. Esta

respuesta. sin embarqo. requirió una concentracion de por

lo menos 0.1 nq/ml de hLHpara manifestarse. concentracion

con 1a cual las celulas controles alcanzaban el 80%de su

respuesta maxima. La m'xima produccion de testosterona se

obtiene en las celulas resensibilizadas recien con 5 no de

la LHutilizada. contra 0.5 ng en el caso de las controles.

Todo este corrimiento hacia 1a derecha de la curva dosis

respuesta se tradujo en un EDSO,promedio de ó experimentos

independientes. de 0.45 f 0,10 nq hLH/m1. o sea un orden

mavor que el valor obtenido de las curvas correspondientes

a los animales sin tratar.

Para determinar si este corrimiento en la sensibilidad

de la maquinaria esteroidooenica a la estimulacion con LH

se debía a aloún bloqueo posterior a 1a producción de AMPC.

se construyeron curvas de produccion de testosterona usando

db_AMPccomo aqente estimulante. En la fioura 21 se

observan los oraficos correspondientes a las curvas dosis
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Fioura 21: Curvas dosis - respuesta para la produccion de
testosterona en células controles (l) v resensibilizadas
(Ó).
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respuesta de celulas controles v provenientes de animales

tratados con dos dosis de hCG(resensibilizados). De estas

dos curvas se infiere que la sensibilidad es la misma para

los dos Grupos. siendo los EDSOrespecto del db-AMPC0.40 f

G.2: mM (n = 3) para el control v 0.41 j 0.16 mMpara el

tratado. Esto demostro que 1a estimulacion con db-AMPcfue

capaz de inducir una respuesta esteroidooenica en las

celulas resensibilizadas iqual a la de los controles. en
cuanto a la maonitud v la sensibilidad. Se confirmo

entonces la reversión de los bloqueos enzimaticos

producidos por la primera dosis de hCG. Estos resultados

suoieren ademas que el AMPCpodría seouir eierciendo un

papel de seoundo mensaiero en el estado resensibilizado.

La confirmacion de esta hipótesis se obtuvo mediante

el estudio de la ocupación de los sitios de union

intracelulares para AMPcdurante 1a estimulacion con LH "in

vitro“. Para ello. las celulas de Levdiq provenientes de
animales controles o resensibilizados se incubaron con

diVersas cantidades de hLHdurante una hora. Despues de la

incubación se determinaron los sitios de unión

intracelulares libres para AMPc. Los resultados de este

experimento se muestran en 1a fioura 22. Tanto en las



-117­

9OO ­

É P

g soo­

3 300L
É i.<

r
0­

O 0.1 0.5

ng hLH
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AMPCdisponibles después de la estimulación “in vitro" de
las células controles (Cl) v resensibilizadas (El) con
distintas cantidades de LH.
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celulas controles como en las resensibilizadas hubo una

ocupación de los sitios de unión para AMPC que se

correlacionó con 1a concentración de LHutilizada para la

estimulación. Sin embarqo aquí también se pudo observar

que en las celulas resensibilizadas se requiere una mavor

concentración de oonadotro+ina. en este caso para alcanzar

los mismos niveles de ocupación que en las celulas

controles. Se necesitó mas de 1 no de hLH (10 no en las

condiciones experimentales utilizadas) para obtener una

ocupación significativa. mientras oue en las controles la

disminución de los sitios disponibles para AMFCse detectó

con una concentración de LH de 1 no. Este resultado

reforzó la hipótesis de un papel intermediario del

nucleótido en la respuesta esteroidoqenica de las celulas
resensibilizadas.

La disminución de la sensibilidad a la oonadotrofina

en las celulas resensibilizadas podría tener origen

entonces en el bajo númerode receptores. lo que produciría

cantidades muy pequeñas de AMPC. no detectables por 1a

técnica aquí utilizada. Un estado intermedio entre el

control y el resensibilizado se puede obtener en las

celulas de Levdiq extraídas de testículos de ratas
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invectadas con una sola dosis de hCGv sacrificadas cinco

días despues. En este momentolas celulas han recuperado

parcialmente sus receptores y la respuesta esteroidooenica

es normal. Las curvas dosis - respuesta de la {iqura 23

muestran que a ese número intermedio de receptores le

correspondió una sensibilidad tambien intermedia en 1a

produccion de testosterona frente a 1a estimulacion con LH.

Los EDSO en este experimento fueron 0,02: 0,09 y 0.3 no

hLH/mlpara las celulas provenientes de animales controles.
invectados con una dosis de hCG cinco días antes v

resensibilizados. respectivamente.
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Fioura 23: Curvas dosis-respuesta para la produccion de
testosterona en células de Leydig provenientes de animales
controles (O). invectados 5 días antes (Á) y
resensibilizados (I).
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Dada la estrecha correlacion existente entre el número

de receptores disponibles para LHv la sensibilidad de la

respuesta desencadenada por la hormona. se estudiaron las

causas que determinan la desaparición de los receptores

despues de un tratamiento aqudo con hCG. Para ello las

celulas de Levdio obtenidas de animales de los tres grupos

experimentales (controles, desensibilizados y

resensibilizados) se sometieron al tratamiento acido para

despeoar la hormonaunida a la superficie celular y lueoo

se determinaron los sitios de union para 12'v-’I-hLH. En la

fioura 24 se observan los datos correspondientes a las
6uniones específicas cada 10 celulas en los tres orupos,

antes v despues del tratamiento acido. Un 35%de los

receptores para LH totales fueron recuperables por el

tratamiento acido en las celulas desensibilizadas, mientras

que en las celulas resensibilizadas la desaparición de los

receptores fue practicamente total. Esto demuestra que una

sola dosis de hCGno es suficiente para internalizar todos

los sitios de unión. aunque los que quedan en la membrana

se hallan ocupados por la donadotrofina. tres días despues
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de la invección. En cambio. 1a sequnda dosis provoca la

desaparición de casi el 100%de los receptores para LH.

Estugigt ginéticcs Qe La intscualiaasióp y La gastadasióa

Para estos estudios se utilizaron dos esquemas

Hperimentales. En el primero de ellos, las celulas de

Levdid purificadas se incubaron en M199sin o con distintos

aoreqados y en presencia de 125I-hLH (aproximadamente 107

cpm). En todos los casos se trabajó con tubos paralelos

que contenían un exceso de hCG (1.000 UI) para el calculo

de las uniones inespecï+icas. Las incubaciones se

realizaron durante 90 minutos a 4"C para minimizar los

efectos de la internalización y la deqradación. Despues de

esta preincubación v con el {in de eliminar 1a hormona

libre. las celulas se lavaron dos veces en frío y se

resuspendieron en M199con o sin los distintos agregados.

Una vez divididas en alfcuotas de 1 m1 se pasaron a 34°C,

temperatura‘ a la que se incubaron durante distintos

tiempos. Finalizada la incubación, los tubos se pasaron a

4°C v se centrifugaron. El medio sobrenadante se utilizó

para 1a determinación de los productos de degradación de 1a

hormona marcada por precipitación con TCA. El precipitado
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celular se contó en un contador de centelleo Solido v lueqo

se tra a con acido. separandose 1a hormona unida a 1a

superficie de la internalizada. El nuevo precipitado se
conto.

Cada punto de 1a {iqura 25 representa el valor de las

cuentas específicas obtenidas por duplicado en un

experimento tipo. Inicialmente, un 70%de 1a hormona podía

ser liberada con e1 acido. pero 1a cantidad de hormona

unida a la superficie disminuyó con el tiempo. La caída de

1a curva muestra una cinética bifasica con una componente

de rapida endocitosis presente durante los die: primeros

minutos v una segunda etapa con una internalizacion mucho

mas lenta. Paralelamente hubo un aumento en 1a hormona

presente en el interior de las células que alcanzó un

maximo entre los 20 v los 40 minutos. Despues de este

período 1a radiactividad en el interior comenzo a

disminuir. lo que coincidió con la aparición, despues de un

período de latencia de unos 20 minutos. de productos de 1a

deoradaciún hormonal.
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DI”tratamiento acido (C). presente en el interior- celular
B) v producto de la dedradacicïn hormonal (A ).
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A partir de los datos de este tipo de experimentos se

pueden calcular alounos parametros que describen

cuantitativamente al sistema y permiten la comparacion de

distintos tratamientos. Para ello se postula un modelo

simplificado que abarca. a qrandes rasqos, los procesos a

los que es sometida la hormona desde que las celulas

previamente marcadas se colocan a 34°C:

kd ki kh
H + R €—--- S ----9 I -—--9 D C10]

donde H es la hormona libre en el medio de incubación, S la

unida a la superficie celular. I 1a presente en el interior
de la celula y D los productos de deqradacion liberados al

medio. Las constantes cinéticas definidas son kd de

disociación, ke de endocitosis y kh de hidrólisis o

deoradacion. Obviamenteestas constantes representan la

suma de numerosos procesos que no fueron analizados

individualmente y que engloban fenómenos como la aoreqaciún

de receptores. el tránsito vesicular del complejo hormona

receptor. el procesamiento del ligando, el posible

reciclado de las moleculas de membrana, la exocitosis de

los productos de deoradaciún. etc.. En esta etapa de la

investidacidn se tomaron en cuenta el pasaje de la hormona
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desde la superficie hasta el interior celular v la

deuradación. La disociación no se consideró va que en los

tiempos v las condiciones utilizadas involucró menos del 4X

del total de 1a hormonaunida inicialmente.

A partir de [10] se puede escribir:

(ke + kd) S

Si. comose mencionó anteriormente. la disociación es

despreciable

EÏ_ = le s [11]’ dt

Integrando [11] entre t = O y t = L:

St = So e'ket c123

La ecuación [12] corresponde a una función del tipo

exponencial. Sin embarqo, para obtener una buena

correlación entre los datos de 1a curva de hormonapresente

en 1a superficie (fioura 25) y una ecuación como 1a [12]

hubo que desdoblar 1a expresión en dos componentes:
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St = 501 e'kelt + So: e'kC2t [14]

Mediante el uso de una computadora se ajustaron los

datos experimentales a la ecuacion [14]. Los valores

calculados. resultantes de un promedio de 4 experimentos.

{iouran en la tabla 2.

Para 1a kh se puede considerar:

vh = ¿Hg- kh I [153

En la practica se ajustó la curva de aparicion de productos

deoradados a una funcion potencial y se calculo la derivada

para cada tiempo (esto equivale a la velocidad de

hidrólisis (vh)). Conestos valores se construyo la recta

vh versus I. cuya pendiente es la constante kh. El valor

obtenido. también promedio de 4 experimentos

independientes. fue 2,9 10’3 min“1 (tabla 2).

Posteriormente se utilizo este modelo para analizar

los efectos de algunas drooas sobre la internalizacion y la

dedradacidn de la LHen celulas de Levdio. En la {iqura 26

se observa el e+ecto que tuvo una preincubacidn de las

celulas a 34°C en presencia de 50 uN de cloroquina. Esta

preincubacidn se llevo a cabo durante óO minutos. despues
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de los cuales se aqreqó a las celulas 1a hormona marcada.

Los pasos siquientes son idénticos a los ya descriptos.

salvo que. despues de los lavados. las celulas fueron

resuspendidas en M199 conteniendo 50 uMde cloroquina.

Esta aqente lisosomotrópico no afectó a 1a curva de

internalización que resultó iqual a la de los controles. lo

que se verificó mediante el calculo de las constantes

(tabla 2). En cambio se observó una inhibición

practicamente ‘Itotal de 1a deqradación. con la
correspondiente acumulación de radiactividad dentro de 1a

célula. E1 efecto lisosomotrópico de 1a cloroquina también

se consique con NHACI. Estos experimentos sugieren que la

hormona es deqradada en lisosomas ya que tanto la

cloroquina como el NH4C1actúan a ese nivel.

Para estudiar el papel de los microtúbulos en este

sistema. las celulas se trataron como se describió mas

arriba. pero esta vez con 10'6 Mde colchicina. en luqar de

la cloroquina. La colchicina es un conocido inhibidor de

1a actividad de los microtúbulos. En 1a {iqura 27 se

observa una clara inhibición de 1a internalización: durante

los 180 minutos analizados 1a hormona permaneció en 1a

superficie celular. La curva correspondiente a 1a
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Fiaura 27: Cinéticas de internalizaciún v deqradaciún de 1a
'¿5I—LHen células de Levdiq premarcadas y tratadas con
colchicina (1 uN). Superficie (Ó). interior- (c) y
deqradada (Á ).



Tabla 2.- Lonsïa
distlntos tratamlentos.

—L; -­

tes de 1nternallzac1ün v deoradac1on nara
leH en celulas de Levdio sometidas a

Tratamlento (min-1;

kel ke2 kh

Control 0.022 x 10-”k 2.9 ><10"

. . _ _ -,.),_' .. .. .. -7Cloroqu1na U.U¿¿ 1.0 H 10 (lo

Colchicina - — (10’7

Estos datos corresponden al promedio de las constantes
obtenidas de cuatro experimentos independientes.



deoadación muestra una pequeña subida despues de los 20

minutos de latencia. pero llega a una meseta a los 40.

Esta aparición de productos deqradados correspondió a la

hormona presente inicialmente o a fenómenos de pinocitosis

inespecíficos. Lueoo, ante la falta de hormona en el

interior de la célula no hubo sustratos radiactivos para la
deoradación. Dadas la caracterïstica del efecto de la

colchicina de bloquear el primer paso de 1a internalización

no se pudieron en este caso calcular las constantes
cinéticas.

En el sequndo esquema utilizado se tomó como tiempo

cero el momentoen que las células, a 34°C, fueron puestas

en contacto con la 125I-LH. A los distintos tiempos los

tubos conteniendo las células fueron procesados comoen el

esquema anterior. En estos experimentos, no pudo

calcularse la deqradación específica debido a que en el

medio de incubación siempre estuvo presente la hormona

marcada libre. La ventaja de este esquema es que permite

analizar el comportamiento del sistema en un estado más

dinamico ya que la hormona se mantiene presente en el medio

extracelular, lo que en principio es mas aproximado al

estado fisiolóqico. Sin embargo, el tratamiento matemático
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de este modelo es mucho mas complejo ya que hay que tener

en cuenta otros fenómenos como el de la asociación. la

disociación, un posible reciclado de los receptores, etc..

Esto. sumadoa la imposibilidad de un calculo preciso de la

hormona degradada, hace que el modelo sólo pueda ser

analizado cualitativamente.

En la figura 28 se graficaron los datos de las
. ¿ . _ . . .¿ -¿ 125 _Cinet1Cas de internalizac1ón y deqradac1un de la I hLH

en celulas de Leydig controles. A diferencia del anterior,

en este esquema la unión a membranas partió de cero y subió

hasta alcanzar una meseta alrededor de los 60 minutos. En

muchos casos (ver figura 30) entre los 90 y los 120 minutos

apareció una nueva subida. Esto podría tener varias

causas: reciclado, desenmascaramiento o síntesis de los

receptores. La hormonapresente en el interior también

partió de cero y alcanzó un maximoentre los 40 y los 60

minutos. A partir de allí, comenzó a predominar la

deqradación sobre 1a internalización y, por lo tanto, la
cantidad de hormonaen el interior descendió hasta valores

muy bajos en los que parece haber alcanzado un estado

estacionario. En este esquema también se observó un

período de latencia de unos 20 minutos para la aparición de
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los productos de degradación.

Cuando las celulas habían sido preincubadas con 50 uh

de cloroguina durante una hora. no se ve una inhibición tan

clara de la degradación (Figura 29). Sin embargo, la

pendiente de la curva de degradación fue mucho menor que la

correspondiente a la de las celulas controles. Ademashubo

una marcada acumulación de marca en el interior de las

celulas (casi el doble que la presente en membranas). De

esto se infiere ¡que los mecanismos de degradación son

inhibidos por la cloroquina y que lo que se determinó como

productos de hidrólisis de la hormona eran en realidad

valores inespecíficos.

En la figura 30 se observa la acumulación de la

hormonaen la'superficie celular, producida por el efecto

de la preincubación de las celulas con 10-6 M de

colchicina. Esta acumulación se puede interpretar comouna

consecuencia de 1a inhibición que produce la droga en el

proceso de internalización. En este experimento se vió

resaltada la segunda componente de asociación que se

traduce en una subida de la curva de radiactividad en la

membranaque aparece sobre la primer meseta a partir de los
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Fiaura 30: Cinéticas de internalizaciún y degradación de 1a
'¿5I-LH en Células de Leydiq tratadas con colchicina (1
UM).
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120 minutos. Por otra parte. la colchicina no parece haber

afectado el proceso deqradativo ya que las pocas cuentas

internalizadas desaparecieron y a los 120 minutos no hubo

radiactividad en el interior.

De estos xperimentos se puede concluir que las

celulas de Levdio son capaces de internalizar la LHunida a

sus membranas y que este proceso de endocitosis es

bifasico. La primera componenteafectaría a alrededor de

un 101 de los receptores ocupados que serían rapidamente

internalizados. Lueoola internalizacion sería lenta lo

que explica que tres días despues de una inyección de hCG

aún hava un porcentaje de los receptores ocupados por la

hormona (fidura 24). Este proceso de endocitosis requiere

la participacion de los microtübulos. Finalmente la

hormona es deqradada a nivel de lisosomas y los productos

de la hidrólisis son liberados al medioextracelular.

Internalizaciún y respuesta celular

En este punto se estudiaron los efectos de algunas

drooas sobre la respuesta esteroidoqenica a la

oonadotrofina con el fin de analizar los papeles del
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citoesqueleto. la internalizaciún y la deqradacidn en la

respuesta celular.

En la fioura 31 se observan las curvas de produccion

de testosterona en funcion de la concentracion de hLHpara

celulas controles v preincubadas con 50 uM de cloroquina.

Se puede ver que no hubo diferencias significativas en la

respuesta maximani en la sensibilidad a la hormona. Dado

que se había demostrado que la cloroquina inhibe la

deqradacion (fiduras 26 y 29), de estos resultados se

infiere que no se requiere de la deoradacion de la hormona

para obtener una respuesta esteroidoqenica normal.

Cuando se probo con un depolimerizante de los

microtúbulos. la colchicina. que comose vio es capaz de

inhibir totalmente la internalizaciún de 1a qonadotrofina

(figuras 27 y EU), se obtuvieron las curvas dosis ­

respuesta de la fioura 32. En este grafico se observa que,

tanto para la produccion de AMPccomo de testosterona, las

curvas dosis — respuesta para las celulas tratadas con

colchicina son perfectamente superponibles a las

correspondientes a las celulas controles. Esto implica que
la estimulacion de la ACv de la biosíntesis de la
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Fioura 31: Curvas dosis-respuesta de células
v tratadas con cloroquina 50 uN (X).

controles (o)
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testosterona es independiente de 1a internalizacion de 1a

hormona v no requiere de 1a accion de los microtúbulos.

A est [1| altura se contemplo 1a posibilidad de que otro

componente del citoesqueleto. los microfilamentos,

estuviera involucrado en la respuesta de las células de
Levdiq a la LH. Para estudiar esto las celulas se trataron

con 10 uM de citocalasina B que es una droga

depolimerizante de los microfilamentos. Las celulas fueron

lueqo estimuladas con distintas cantidades de hLHdurante 4

horas. En la fioura 33Ase dibujaron las curvas dosis ­

respuesta para 1a produccion de testosterona de celulas

controles y tratadas con citocalasina B. En este caso no

hubo variación en 1a respuesta maximapero 1a citocalasina

B produjo un corrimiento de 1a curva hacia la derecha.

Esta disminución en la sensibilidad llevo a1 EDSO de 0,04

no de hLH/m1para las celulas controles a 0,08 no de hLH/m1

para las tratadas. Conel fin de ubicar el sitio de accion
de los microfilamentos en 1a secuencia disparada por la LH.

en los mismos preparados se determinó 1a produccion de

AMPc. La fidura 338 muestra las curvas dosis - respuesta

correspondientes. Se observa. aquí también. que la

citocalasina E produjo un marcado corrimiento de 1a curva
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Figura 33: (A) Curvas dosis-respuesta para 1a produccion de
testosterona por celulas de Leydiq controles (t) y tratadas
con citocalasina B 10 uN (o). (B) Curvas dosis respuesta
para la produccion de AHPC por celulas controles (o) y
tratadas con citocalasina B 10 uM (X).



—145—

hacia la derecha. Los EDSO (0.08 nQ' hLH/ml para las

celulas controles v 5.8 nq hLH/ml para las tratadas)

marcaron una diferencia muchomayor que la resultante en la

respuesta androoenica. Esto estaría indicando que la

inhibición por citocalasina B en la respuesta

esteroidodenica de las celulas de Leydiq a la LH se

ubicaría a nivel de la interacción del complejo hormona ­

receptor con la AC. Por otra parte, la estimulación con

db-AMPCno se vio aiectada por 1a droda, 1o que confirmarïa

la intervención de los microfilamentos en 1a activación de

la AC por hormonas.
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V-Efectgs nuglgacss 9- la gb

El estudio de la accion de las qonadotrofinas a nivel

nuclear se centro fundamentalmente en el analisis de una

posible modulación de la actividad de topoisomerasa I. En

una primera etapa hubo que caracterizar esta actividad que

no había sido descripta en células de Leydig.

Qacagtscigégiüu de la Leagisgmecasa l ge células Qe Levdig

La preparacion de un extracto total de celulas de

Levdio. con una concentracion de 0,5 Men NaCl. presento

una actividad capaz de relajar al plasmido superenrollado

pER 322. Esta actividad se detectó por la aparicion de

confúrmeros de relajacion (topoisúmeros) en un del de

aoarosa 1% .

Conel fin de ubicar intracelularmente 1a actividad de

topoisomerasa I se obtuvieron distintos extractos a partir

de celulas de Levdiq aisladas y purificadas. Para ello se

separaron los núcleos de la fraccion soluble. Los núcleos,

purificados por gradiente de sacarosa. se extrajeron con

soluciones de distinta fuerza idnica (0.15; 0,2; 0.4; 0.6;

0,8; 1; 1,5 y 2Men NaCl). En la figura 34 se Graficaron
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función de la concentración de NaCl utilizada para 1a
preparaciún de los extractos nucleares.
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las actividades relativas de topoisomerasa I (expresadas

como porcentaie de la maxima) en funcion de 1a molaridad

del NaCl. En todos los casos los valores fueron

normalizados por proteínas. Se observa que con 0.5 M de

NaCl se lourd extraer entre el 75 v el BOXde la actividad

de topoisomerasa I. A esta fuerza idnica se solubilizan

las proteínas débilmente unidas a la cromatina. E1 maximo

de actividad se obtuvo extrayendo con concentraciones de

NaCl entre 0,8 v 1 M. En 1a fraccion soluble. en cambio.

1a actividad relajante. si bien estuvo presente, fue

minoritaria respecto de 1a nuclear. Esta actividad podría

incluso deberse a perdidas de 1a enzima nuclear por rotura

de los núcleos durante su procesamiento.

La actividad relajante analizada en estas células no

requirió Mo++ni ATP.

Uegulasiüa eg: genedetceiieae de la actividad de

Para determinar el efecto que pudiera-tener la hormona

luteinizante sobre 1a actividad de topoisomerasa I se

utilizaron dos enfoques. El primero de ellos apuntó a
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revelar aloün cambio aoudo en 1a enzima por estimulación

con 1a hormona. Para ello se incubaron celulas de Leydio,

aisladas y purificadas, en presencia de hLH (S no) o

db-AMPC(1 mM)durante distintos tiempos (entre O v ó

horas). A1 finalizar 1a incubación. se comprobó 1a acción

de 1a hormona v del db-AMPcdeterminando en los medios de

incubación las concentraciones de AMP:v/o de testosterona

(tabla 3 respectivamente. A partir de las celulas

previamente incubadas, se purificaron núcleos v la
cromatina se extrajo con TEM0,5. En estos extractos se

determinaron las actividades relajantes, normalizadas por

cantidad de proteínas. En la {iqura 35 se ve que no hubo

variaciones sionificativas en 1a actividad de topoisomerasa

I hasta las seis horas de incubación en presencia de 1a

oonadotrofina. Tampocose pudieron detectar diferencias

cuando 1a actividad se determinó en extractos totales de

las celulas de Levdiq incubadas en las mismas condiciones.

En 1a tabla 3 se asentaron las actividades específicas de

los extractos nucleares.

Cuandoel mismotipo de analisis se realizó sobre

celulas estimuladas con db-AMPc,pese a obtener una buena

respuesta esteroidoqénica. no hubo cambios en las



Fidura 35: Gel de aqaroea para 1a
actividad de topoisemerasa I en

ó. respectivamente).

de
extractos nucleares

G.5) de celulas de Levdig incubadas en presencia de
hLH durante O. 20. 40. 60. 120 y 240 (carriles 1
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Tabla 3.- Actividad de tdpoisomerasa I y producción de testos
terona v AMPcpor células de Leydiq después de
distintos tiempos de incubación con hLH.

Incubacion con hLH (minutos) O 20 40 60 120 240

Actividad nuclear de
topoisomerasa I (unida
des/mc proteina) x 103 9.o 9.2 9.1 8.5 10.6 9.5

6Testosterona (nd/10' cél.) 1.3 2.5 4.6 6.3 17.7 31.8

CAMP(pmoleS/IO 6cél.) 8 120 153 209 294 371
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actividades totales o nucleares de toooisomerasa 1. Es

interesante destacar la reproducibilidad obtenida en la
extracción v la determinación de la activ1dad de

topoisomerasa I (fioura 35 pese a que se partio de orupos
de células distintos.

Conel fin de analizar la posibilidad de un efecto a

lardo plazo de las qonadotrofinas sobre la topoisomerasa I

de celulas de Levdid. el enfoque utilizado consistid en

tratar los animales con hCG“in vivo". Las ratas. por lo

menos dos por lote. fueron invectadas con una dosis

desensibilizante de hCG(200 UI) V sacrificadas distintos

tiempos después del tratamiento. De cada rata. se

Htraieron los testículos v se purificaron celulas de

LEVdÍGpurificadas. Por otro lado. se verificó la acción
de la hormona a través de los niveles de testosterona

serica (tabla 4). Las células de Levdid se fraccionaron

sedün el esquema de la fioura 1 v se determinó la actividad

de relaiaciún del plasmido pBR 322 en los extractos

nucleares.
En la fidura 36 se muestra el del de aqarosa

En estecorrespondiente a un experimento representativo.

del se determinaron las actividades de topoisomerasa I de



Fiqura 36: Gel de auarosa para la determinación de la
actividad de topoisomerasa I de extractos nucleares (TEM
0.5) obtenidos O. 12. 24 v 48 haras después de la inyección
de EGOUI de hCG (carriles 2 a 5. respectivamente). Carril
1: plasmido pBR322 superenrollado.



extractos nucleares obtenidos 0. 12. 24 v 48 horas despues

del tratamiento con donadotrofina (carriles 2 al S). 24 v

48 horas despues de la inyeccion con hCGse vid una marcada

estimulación de la topoisomerasa I. Por otro lado. no se

detectaron cambios sidnificativos en la actividad de

topoisomerasa l a los 45 minutos o a las 4 horas despues de

la invección (tabla 4). Este último resultado es

concordante con los experimentos anteriores. realizados

mediante estimulaciones "in vitro". en los cuales 1a LH no

produjo variaciones en 1a actividad nuclear de

topoisomerasa I durante las primeras ó horas de

estimulacion.

Efectqs de La ggnagetcgiina sggca la actiyigad de

topoisomegasal gg distintas fracciones subcelulares

En esta etapa se estudió 1a posibilidad de que los

efectos de 1a hormona sobre 1a enzima presentaran algún

tipo de selectividad respecto de las distintas fracciones
subcelulares. Para este fin. las células de Leydid

estimuladas "in vitro" o "in vivo" se fraccionaron seqün el

esquema descripto en materiales y metodos (figura 1). La

actividad de topoisomerasa I se midió entonces en los



[abla 4.- Hctiv1dad de toooisomerasa I en células de Levdiq
v testosterona sérica de ratas invectadas con hCG

Tiempo después de la O 0.75 4 1: 24 48
invección (horas)

Topoisomerasa I (unid./
mo protein) H 10 11.6 13.2 12.1 19.5 25.5 33.3

Testosterona
Serica (no/100 m1) 360 420 1368 745 1210 830



extractos nucleares obtenidos con distintas fuerzas ionicas

v en el citosol. Esta ultima +raccion se denominócitosol

va que se determinó previamente que una vez

ultracentrifuoada (105.000 H o durante 30 minutos) entre el

95 v el 100%de la actividad enzimática se recupero en el

sobrenadante.

En 1a fidura 37 se muestran los productos de la

reacción enzimática de extractos nucleares (0.5 Mde NaCl)

de celulas provenientes de animales controles (carril 1). e

invectados con hCG24 v 48 horas antes (carriles 2 y a

respectivamente). Se ve aquí nuevamente la estimulacion

inducida por el tratamiento con qonadotrofina. Cuando se

obtuvieron extractos con TEM1 a partir de los núcleos va

extraídos con TEN0.5. se observa que el tratamiento no

produce ninduna modificacion en la actividad de

topoisomerasa l de esta fraccion (fioura 37. carriles 2 a1

4). Se distinouieron así dos actividades nucleares de

topoisomerasa I. una susceptible de ser modulada por el

tratamiento hormonal. mientras que la otra. mas firmemente

unida a la cromatina. no es modificable por 1a hormona.
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123 11567
Fiaura 37: Gel de auarosa para la determinaciún de la
actividad de topoisomerasa I en (A) extractos nucleares
(TEM0.5 v (E) extractos nucleares (TEM1). O (carriles 1
v 5). 24 (carriles 2 v ó) y 48 (carriles 3 v 7) horas
después de la inyección de 200 UI de hCB. Carril 4: pBR
-v¿22 superenrollado.



Ya se habia visto que la LHno era capaz de modificar

la actividad nuclear de topoisomerasa I en células de

Levdio en suspension (Fioura 35). En otro experimento.

también realizado con células en suspensión estimuladas con

LH“in Vitro”. se estudió 1a actividad de topoisomerasa

presente en el citosol. La figura 38 muestra el resultado
de 1a medicion de 1a actividad enzimática en la fracción

soluble de células de Levdiq incubadas en presencia de hLH

(5 no) durante O. 20. 40. 60. 120 v 240 minutos (carriles 1

al ó. respectivamente). Se observa que despues de cuatro

horas de estimulación con 1a donadotrofina hubo un ligero

incremento en la actividad de topoisomerasa I de esta

fraccion (carriles 5 v ó).

En 1a fidura 39 se observa un qel de aoarosa

correspondiente a la determinacion de actividad soluble de

topoisomerasa I de células de Leydio de animales tratados

con hCG. Los tiempos analizados fueron O. ó. 24 y 48

horas. Con este esquema se ve que hay una caída de la

actiVidad citosdlica a las 24 v 4B horas. coincidente con

la estimulacion de 1a actividad medida en extractos

nucleares (fiouras 36 y 37).



Fidura 38: Gel de aqarosa para la determinación de la
actividad de topoisomerasa I en Citosol de células de
Levdiq incubadas durante Ü. 20. 40. óO. 120 v 240 minutos
(carr1les 1 a ó. respectivamente). Carril 7: plasmido pBR

17'77)u¿_ superenrollado.
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Fiqura 39: Gel de aqarosa para la determinación de la
actividad de topoisamerasa I en CitDSOl de células de
LEleQ obtenidas de animales invectados O, 2. ó. 12, 24 y
48 horas antes (carriles 1 a ó). Carril 7: plásmido DER
322 superenrollado.
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Estos experimentos suoieren que la hormona

luteinizante provocaria una estimulacion secuenCial de la

actividad soluble v 1a nuclear de topoisomerasa 1. sin

afectar. por lo menos en los tiempos estudiados. una

tercera +racciün que se hallaría mas internalizada en la
cromatina.

giggtg del emEg5995€ la actividad de topoisomerasa l

Para analiear este punto se prepararon xtractos

totales de células de Levdiq purificadas. En estos

preparados se veri+icaron las presencias de 1a actividad de

topoisomerasa I v la capacidad de union de AMPc a

fracciones proteicas. Despuesde preincubar los extractos

durante 20 minutos en presencia o en ausencia de 1 mMAMPc

se estudd la cinética de la actividade de topoisomerasa I

en los mismos. La {iqura 40 muestra como. para los

distintos tiempos de incubacion estudiados. siempre es

mavor la cantidad de plasmido relajado por el extracto

preincubado con AMPcque por el control. Ütros nucledtidos

como el GMPco el ATP no presentan ninqún efecto sobre 1a

actividad enzimática de estos extractos.
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AMPc ­

Fidura 4Q: Bel de aqarosa para 1a determinación de la
cinética de la actividad de topoisomerasa I en extractos
totales de celulas de Levdiq preincubados durante 20
minutos en presencia (+) o en ausencia (—) de ANPC 1 mm.
Los tiempos estudiados fueron 5 (carriles 7 v 8). 10
(carriles 5 v ó). 15 (carriles 3 v 4) v 30 (carriles 1 y 2)
minutos. Carril 9: plásmido DER322 superenrollado.
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cuando el extracto total. previamente estimulado con
HMPc.fue tratado con fosfatasa alcalina durante 10 minutos

a 34°C se observo una clara inhibición de la actividad de

relaiaciün. inclusive llevandola a niveles menoresque los
del extracto control (tioura 41A). Por otro lado el AMPc

fue incapaz de modificar la actividad de topoisomerasa I de

extractos nucleares. Ademas1a presencia de un inhibidor

de 1a PH dependiente de AMPcdurante 1a preincubacidn con

AMPcimpidió la.estimu1acion descripta (figura 418).

Todos estos datos sugieren un mecanismo de

fosforilacidn. en el que intervendrïa la PKdependiente de

HMPC.como mediador de 1a estimulacion de 1a topoisomerasa

I por hormonas proteicas.
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Fiaura 41: Gel de aqarosa para 1a determinación de la
actividad de topuisomerasa I en: A.- extractos totales
preincubades durante 20 minutos en presencia de AMPCv
lueqo incubados 1Qminutos con (+) y sin (-) fosfatasa
alcalina: 5.- extractos totales preincubados durante 20
minutos en presencia (carriles ó v 4) o ausencia (carril 5)
de AMPCv con (carril 4) o sin (carriles 5 v ó). Carriles
' 7' v 7: plasmido pBR322 superenrollado.
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DISCUSION

La accion de las hormonas proteicas en sus celulas

blanco lleva implícita una serie de etapas que van desde el

reconocimiento de la hormonahasta la activacion de oenes

esoeci+icos. En este estudio se ha intentado aclarar
alounos de estos pasos utilizando comomodelo la accion de

LH sobre las celulas de Levdio del testículo. La

oonadotrofina tiene en estas celulas dos tipos de e+ectos=

alounos son aoudos v tienen como principal fin la

estimulacion de la biosíntesis v la secreción de andrdoenos

v otros. de índole trofica indispensables para el

mantenimiento de este tejido esteroidooenico. Esto hace

del modelo un sistema interesante para el estudio de los

diversos mecanismos disparados por la accion de una hormona

proteica.

Es bien conocido el papel fundamental que desarrollan

los receptores en la accion hormonal. Tanto los receptores

Citoplasmaticos como los de membranapresentan propiedades
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de reconocimiento de la hormona por un lado v de activacion

de la respuesta celular por el otro. Esta dualidad pone de

manifiesto el caracter de eslabon esencial de un receptor

en la serie de fenómenos oue desencadena una hormona. La

primera parte de esta tesis se enfocó en el analisis de la

etapa de reconoc1miento entre la hormona v su receptor.

La herramienta que permitió el descubrimiento de los

receptores hormonales v que se ha transformado en la

fundamental en el estudio de la interacc1on hormona ­

receptor es el uso de lioandos marcados radiactivamente.

Para obtener datos reproducibles v que puedan ser

comparados por distintos laboratorios es necesario conocer

la actividad específica del compuesto radiactivo. Hasta
ahora. la mavoría de los laboratorios obtenían el dato de

la actividad específica de las hormonas peptídicas.

marcadas con iodo radiactivo. a partir de los pasos de

purificacion del lioando iodado. Sin embaroo. ese metodo

suele acarrear errores porque. comoha sido demostrado por

Cresto v col. (206). el proceso de iodacion puede dar

proteinas monoiodadas así como moléculas con dos o sin

ninoún iodo. La actividad específica asi obtenida

corresponde. entonces. a un promedio de distintas especies
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pue no presentan la mismaactividad biolooica. Ademas. se

comprobo (207.208) oue la iodacion de hormonas como la LH

produce una variedad de compuestos marcados ademas de la

hormona. A estos inconvenientes se suma el hecho que.

dados los +enúmenosde rad101151s v transcurrido un cierto

tiempo despues del calculo inicial de la actividad

específica. va no basta una correccion por decaimiento del

radioisotopo para obtener un valor correcto (209).

Para obtener un valor de actividad esoecifica mas

realista. otros autores (210.211) han utilizado una tecnica

de autodesplazamiento. En estos casos se asume que la masa

del trazador en la solucion radiactiva es idual a aquella

que presenta la misma relacion unido/libre (B/F) que 1a

hormona fria en un Grafico de B/F versus loo [masa (no) de

hormona fría o volumen (ul) de solucion de hormona

marcada]. Esta suposición es valida siempre v cuando la

masa del trazador sea despreciable frente a la hormonafría

adreoada. comoresulta de los estudios aquí presentados.

En este trabaio se modi+ico 1a tecnica v se la

completo con el fin de hacerla aplicable a cualquier

lioando para el cual se cuente con un aceptor. Se
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introduio con ese fin el concepto de maxima capaCidad de

unión v un metodo para su determinación. Esta tecnica es

espec1almente util en el caso de las hormonas proteicas

para las que los metodos de marcación son bastante

inespeci+1cos v aoresivos. lo que suele afectar
profundamente la activ1dad biolóoica de la hormona marcada.

Utilizando esta tecnica los valores de actividad específica

se obtienen iustamente a partir de 1a actividad biolóoica
due se desea estudiar (en este caso la de unión al

receptor). Podría tambien aplicarse determinando las

respuestas biolóoicas de células enteras.

Unavez desarrollada la técnica de autodesplazamiento

se pudo entonces encarar el estudio de la interacción

hormona—receptor. La primera etapa consistió en analizar

la asociac1ón del lioando al receptor. Para poder calcular
las constantes cinéticas de asociación se tuvo en cuenta no

sólo 1a hormonapeoada a la superficie de la celula sino

también acuella que. a cada tiempo. hubiera SldO

internalizada v deoradada. De este modo se tendria un

panorama de la unión de la hormona a sus receptores en

condiciones mas parecidas a las fisiolóoicas. Al

realizarse la unión en células enteras se permite que se
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lleve a cabo el procesamiento completo de 1a hormona. con

las modi+icaciones oue esto puede acarrear sobre la primera

interacc1ón de la hormona con la membranaplasmatica.

Utilizando esta aproximación se calculó 1a eneroía de

activación del proceso de asociación. El valor de 12.4

kcal/moi indica que esta reacción es muvrapida va que 1a

barrera eneroetica a superar es baia. Esto. junto a la

alta afinidad. parece ser una caracteristica importante del

reconocimiento hormona - receptor va que permite que muy
peouenas concentraciones del lidando sean capaces de

desencadenar respuestas rapidas como es el caso de 1a

estimulación esteroidooenica en las células de Levdio.

E1 estudio de 1a disociación. llevado a cabo sobre

membranasde testículo (fio. 9). reveló 1a presencia de

dos componentescinéticos distintos. Durante los primeros

lo ó 15 minutos iniciales. a 34“C. hay una disociación

rapida seouida por un proceso muy lento. Aun después de

tres horas. un 50%de 1a hormona permanece unida a la

membrana. Esto plantea basicamente tres opciones: 1) la

formación de aareoados de receptores. previa a 1a

internalización. lo que disminuiría 1a reversibilidad de 1a

reacc1ón (105): 2) 1a presencia de dos tipos de sitios de
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union. nunca demostrada pero sí superida (215): v 3) la

aparic1dn de nuevos receptores.

Un analisis en el equilibrio seoún Scatchard presento

un orafico curvo. Descartada la posibilidad de un +endmeno

de cooperatividad neoativa por el xperimento de

diSDCiaCIÜn.se puede inferir la existencia de dos tipos de

receptores: uno de alta afinidad v baia capacidad v otro de

baua afinidad v una capacidad moderada. Es de notar que el

valor hallado para la primera constante de afinidad esta de

acuerdo con el encontrado en la literatura (210). Es muv

probable que el uso de una hormona marcada con alta

actividad esoecifica impida ver el seoundo sitio.

Generalmente se puede encontrar en la literatura que la

actividad especifica utilizada esta alrededor de los 40-50

uCi/uo. En este caso se utilizo una hormona que poseía una

actividad específica de 2.84 uCi/uo. con lo que se pudo

aumentar la cantidad de radiactividad aoreqando suficiente
cantidad de hormonafría.

La posibilidad de un desenmascaramiento de receptores

esta avalada por una serie de observaciones. Ya se

menCionoque existe una reoulacidn poSitiva inicial de los
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receptores (102.104) que no depende de la sínteSis de

proteinas R105). Ademas. recientemente se han presentado

ev1dencias de la Histencia de poblaciones enmascaradas de

receptores para oonadotrofinas en el cuerpo lúteo (214).

La aparicion de estos receptores parece estar

correlacionada con procesos de modulación de la fluidez de

la membrana (215). Este fenómeno. como la irreversibilidad

de la union del lioando al receptor, podria estar

relacionado con la terminacion de la accion hormonal v
favorecer procesamientos posteriores del compleio hormona­

receptor. inclusive el reciclado del receptor (96). En los

experimentos de internalizaciún también se mani+iesta 1a

presenc1a de dos tipos de treceptores. En este caso se

diferencian por las distintas velocidades con que son
endocitados. Esto llevo a definir dos constantes de

internalizacion. Sin embarooesto parece ser independiente

de un posible reciclado de los receptores va que. en los

xperimentos con colchicina. en los que la endocitosis esta

fuertemente inhibida. se observa una marcada subida en 1a

curva de union a 1a membrana. alrededor de los 90 minutos

ifio. 30). Es probable entonces que. en la situacion

fisiolúoica (fio. 25 v 28) los fenomenos de reoulacion
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positiva v de internalizacion tiendan a compensarse.

cuando se estudio hasta que punto la internalizacion

era responsable de la desaparición de los receptores en las

celulas desensibilizadas. se vio (fio 24) que 72 horas

despues de la inyeccion de 200 UI de hCG un 35% de los

sitios de union oridinales se hallaban aún en la membrana.

aunque ocupados. Sdlo una seaunda dosis de uonadotrofina

fue capaz de eliminar casi todos los receptores de la

superficie. Estos resultados concuerdan con los de otros

autores 216) que demostraron. mediante tacnicas

inmunohistoouimicas. que la union de la hCG a celulas de

Levdiq porcinas. en cultivo. tiende a ser irreversible v

que la desaparición del complejo hormona - receptor de la

superficie es muv lenta. Ütros experimentos. realizados

"in vivo”. indican la presencia del complejo hormona

receptor en la superficie de las células de Levdia de rata

hasta 48 horas despues de la inveccion de hCG (20.217.218).

En alounos de estos casos (216), se ha probado que muchos

de los compleios remanentes en la membrana son los

orioinales. lo que concuerda con la baja velocidad de

disoc1acion aqui descripta. Esto parece descartar la

p051bilidad de que la síntesis "de novo" o el reciclado de
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los receptores sean la causa principal de la presencia de

los complexos en la membrana.

Es de esperar entonces que la velocidad de

internalizaciún tenoa un papel determinante en estos

fenómenos. Los resultados presentados aquí indican una

internal'zacion muv lenta de la LHen celulas de Levdio.

Pese a que un pequeño porcentaje de la hormona unida a la

membrana es rapidamente endocitada. el resto presenta una

velocidad de internalizacion muchomenor. Estos resultados

son concordantes con los derivados de estudios mor+oloqicos
tanto "in vivo" como"in vitro“ en celulas luteales o de la

oranulosa (217.88). Ahmedv col. (219) suoieren que, en

celulas luteales. los compleios hCG - receptor son

internalizados mas rapidamente que las demas proteinas de

membrana. Sin embaroo. otros estudios (220) demostraron

que ciertas proteinas marcadas presentaban velocidades de

internalizacion hasta 100 veces menores que el resto de las

proteinas de la membrana. Robinson v col. (221)

demostraron que el compleio hCG - receptor tiene una

velocidad de internalizaciún. en celulas de la oranulosa.

entre siete v nueve veces menor que la del promedio de las

proteinas de membrana. La constante de internalizacion que
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se encontro aouu para la LHen celulas de Levdio es del

mismo orden que la informada por Robinson v col.. Estas

baias veloc1dades podrian leicarse por una exclusión

selectiva de los complejos hormona —receptor respecto de

los pozos recubiertos (88.222). Estos datos difieren. sin
embaroo. de los resultados obtenidos con células de Levdiü

tumorales (110). lo que podría estar reflejando las
diferencias entre las celulas normales y tumorales.

Existen numerosas evidencias del papel de los

microtubulos en los mecanismosde internalizacion (223).

Los resultados de los experimentos con colchicina (fio. 27

v 50) muestran que esta drooa inhibe fuertemente la

internalizaciún de la LH en celulas de Levdio. La

colchicina produce serias alteraciones en el sistema de

microtubulos. lo que indica que la endocitosis del complejo

LH- receptor en estas celulas involucra 1a accion de estos

elementos del citoesqueleto. Este resultado. si bien

nuevamentecontradice los presentados por Ascoli en celulas

tumorales (110). ha sido recientemente confirmado por

estudios "in vivo“ con esta drooa. así como con

vinblastina. otro inhibidor de los microtübulos (214). En

otros sistemas. la colchicina impide la transferencia de la
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1251—Prl internalizada a la fraccion del Goloi. pero no

1nter+iere en la internalizacidn en si. En las celulas de

Levdio en cambio. se demostro aqus que es la primera etapa.

la de internalizacion. la que se inhibe por accion de la

colch1c1na. üuedaria aún por determinar si estos

inhibidores de los microtúbulos interfieren en los pasos

posteriores de procesamiento del compIEio hormona ­

receptor. Por lo pronto. ni 1a vinblastina ni la

colchicina impiden el aumento de los niveles de

testosterona plasmática despues de la invecciún de hCG

214). comotampoco la colchicina es capaz de afectar la

sensibilidad ni la magnitud de 1a respuesta esteroidouenica

de celulas de Levdiq en suspension (fiq. 32). Esto indica

que la colchicina no presenta efectos tóxicos sobre las

celulas de Levdio. Otra conclusion interesante es que 1a

acc1ún de los microtúbulos. fundamental para la

internalizaciún. no es necesaria para una respuesta
esteroidooenica normal.

Existe un consenso generalizado en que las hormonas

peptidicas internalizadas por las celulas blanco son

finalmente deoradadas en los lisosomas. La mavor parte de

las evidencias son indirectas ya que en General los
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productos de deoradación difunden v.por lo tanto. son muy

dific1les de fiiar. Por eso ha sido de qran utilidad el

uso de aoentes lisosomotrópicos comola cloroouina v el

NHCl. En las células de Levdid ni la cloroquina (fio. 26

v ¿9) ni el NHC1 afectan al proceso de internalización en

si pero inhiben la aparición de productos de hidrólisis de

la hormona con 1a consecuente acumulación de marca

radiactiva en el interior de las celulas. Estos resultados

coinciden con los obtenidos por Ascoli v Puett en celulas
tumorales (110.111). Los resultados aqui presentados

confirman la hipótesis de que la hormona unida a las

celulas de Levdiq, después de ser endocitada, es deqradada

en los lisosomas v los productos de 1a hidrólisis son

liberados al medio extracelular. Este proceso de

deoradación presenta un periodo de latencia de unos veinte

minutos lo que se podría explicar por el transito

vesicular que requiere la hormona para lleoar a los

lisosomas (223). En las celulas tumorales. Ascoli (111)

encontró que la cloroquina. en concentraciones similares a

las usadas aquí. inhibe parcialmente la esteroidodenesis

activada por qonadotrofinas. el experimento presentado en

la fioura 31 demuestra que la cloroquina no afecta la
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sensibilidad ni 1a respuesta maxima de las celulas de

Levdio a la LH. De esto se deduce tambien oue la

deoradac1on de 1a LH no esta relacionada con la

estero—dooenesis estimulada por la hormona. hecho que

tambien +ue probado por Ascoli en su sistema (112' mediante

otra estrateoia experimental.

Se menciono que no es necesaria 1a intearidad de los

microtübulos para obtener una respuesta esteroidoqenica

normal. En cambio. cuando se ensavú el efecto de la

citocalasina E. se vid que esta drooa depolimerizante de
los microfilamentos disminuve 1a sensibilidad de 1a

respuesta androaenica (fioura 33). En la parte B de esa

fioura se demuestra que esa inhibicion es refleio de una

inhibición mucho mas marcada de la produccion de AMPC

estimulada por LH. Esto lleva a postular un papel de los

micro+ilamentos en 1a interacción receptor - HC. Existían

evidencias de que la citocalasina B. así como los

anticuerpos anti-actina (principal componente de los

microfilamentos). era capaz de evitar la estimulación de la

produccion de AMPcpor LH en ovario, sin afectar 1a union

xplicaciones masde 1a hormona (225). Una de las

adecuadas para esto es que los microfilamentos intervienen
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en la movilidad lateral de los receptores. permitiendo así

la interaccion con los demas componentes de la membrana.

entre ellos la proteína N. Es interesante notar que. al

ioual que en el ovario (225). en celulas de Levdiu los

microfilamentos v no los microtúbulos son los componentes

del citoesqueleto relacionados con la activacion de la AC

mientras que en la mavoría de los demas sistemas sucede lo

contrario 226). Ütro punto llamativo es que Hall v col.

(227) encontraron en células de Leydid que los anticuerpos
anti-actina inhibían la esteroidodenesis estimulada por LH

pero no la produccion de AMPc. Los autores postulan que el

paso dependiente de los microfilamentos es el transporte de

colesterol hacia la mitocondria. Esto debería ser probado

de un modomas directo. pero abre la posibilidad de que la

citocalasina B tenoa un efecto tóxico sobre la actividad de

la AC.

E1 fenomenode resensibilización de las celulas de

Leydid fue inicialmente descripto por Calvo (140). En sus

trabaios, continuados luedo en esta tesis, se observo que

una inyeccion de hCG aplicada a animales previamente

deSensibilizados no looraba inducir un nuevo ciclo de
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desensibilizaciún. En este estado. el númerode receptores

para LH permanece muv bajo (iio. 13 v 24) y. sin embarqo.

los testículos son capaces de responder a la estimulac1on

con la oonadotrofina con una produccion de testosterona

superior a la inducida por la hormona en testículos de

animales controles (fio. 14). Ademas. la seaunda dosis de

hCG es capaz de acelerar la reversión de los bloqueos

enzimaticos revelados por la acumulación de productos

intermediarios de la esteroidooenesis. Aún siete días

después de la primera invección de hCB. una seuunda dosis

no pudo volver a desensibilizar las celulas de Levdiq (fio.

15 v 16). Esto suuiere que, de aldün modo. la primera

inveccidn de la hormona. además de desensibilizar a las

celulas. provoca cambios perdurables en las mismas. La

aparicion de un seoundo pico en los valores basales de

testosterona plasmática. va mencionadopor otros autores

(114.229) permite postular que a los tres días de la

administración de hCG. las celulas va estan saliendo del

estado de desensibilizaciún. Esto se refleia en los altos
valores basales de testosterona cuando se incuban los

testículos o las celulas aisladas. La producción del

esteroide estaría mantenida por la hormonaque. 72 horas
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despues de la inyeccion, permanece unida a la membrana

celular (fio.24). La sequnda inyección. no solo no produce

una nueva desensibilizacidn. sino que acelera la

resen51bilizaciún de las celulas. Estos resultados indican

que la desensibilizacidn producida por una inveccion de hCG

es un evento temporal, lo que concuerda con los efectos de

tratamientos crónicos con oonadotrofinas en ratas (147.139)

v en la experiencia clínica (136.137).

La demostración de que la inyeccion de hCGtenía

efectos disímiles en las actividades enzimáticas de tres

poblaciones de celulas de Levdiq (147) llevó a investioar

el efecto de una segunda inyección sobre esas poblaciones.

En el fraccionamiento de las células obtenidas por

tratamiento con colaoenasa se distinouen cuatro bandas con

capacidad de unir LH. La banda 0 esta constituida por

restos celulares (143.230) y practicamente no responde a 1a

qonadotrofina. Las bandas IA. IB y II corresponden a las

descriptas por Payne y col. (142). Se demostro aqui que.

72 horas despues de la administración de una o dos dosis de

hCG. practicamente no se detectan sitios de union para LH

en ninouna de las tres poblaciones. El estudio de 1a

capac1dadesteroidooenica de los distintos tipos celulares
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mostro que todas las poblaciones son desensibilizadas por
una do51s de ¿OOUI de hCG. Por otro lado. la seounda

invecc1on de la hormona induce el estado de

resen51bilizaciún en todas las poblaciones. Esto se

manifiesta por la reversion de los bloqueos enzimáticos v

la recuperacion de la respuesta esteroidooenica a la

estimulacion "in vitro" con LH. pese a que existe una

marcada disminución de la sensibilidad.

El comportamiento homooéneo de las distintas

poblaciones de celulas de Levdio frente a1 tratamiento con

hCGesta de acuerdo con trabaios recientes de Aquilano v

Dufau (230) v de Laws y col. (231) que. mediante ensavos

morfoloqicos v bioquímicos. demostraron que la aparicion de

poblaciones mas livianas de celulas de Levdiq esta

relacionada con la presencia de células sin núcleo o

dañadas. En principio se descartarïa entonces la

existencia de poblaciones de células de Levdiu

funcionalmente distinouibles, considerándose inclusive que

la separacion física de estas poblaciones sería

consecuencia de los daños producidos sobre las celulas
durante su obtención.
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Una posible explicacion para el fenomeno de

resen51bilizaciún se entronca con las conclusiones

obtenidas por Hodoson y de Hretser (229). Estos autores

encuentran. como aqui. que el estado desensibilizado

producido por una invecciún de hCGno puede ser mantenido

mediante nuevas administraciones de donadotrofina. La

ausencia de un nuevo período refractario se puede

relac10nar con la acción trúfica que eierce la

qonadotrofina sobre las celulas de Levdio. Este tipo de
acción se refleia. por un lado. en un aumento del número de

celulas en ratas adultas tratadas crónicamente con hCG

(135). Por otra parte. Ewino v Zirkin 232) demostraron

una muvbuena correlación entre el desarrollo del retïculo

endoplasmico v la funcion esteroidooenica. Sus estudios de

microscopía electronica demostraron que uno de los efectos

tróficos de la LHes la regulación de la biooenesis v el

reciclado del retículo endoplasmico liso. La primera

inyeccion de hCGdispararía el desarrollo de una maquinaria

esteroidodenica con una capacidad incrementada. Teniendo

en cuenta que las enzimas involucradas en la conversión de

preonenolona a testosterona se encuentran principalmente en

el reticulo endoplasmico. esta nueva maquinaria sería
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rsponsable de la reversion de los bloqueos enzimaticos de

la esteroidoqenesis, acelerada por la seounda dosis.

Un hecho interesante es que. comose ve en las fiouras

14 v lo. la respuesta en testosterona de las celulas
resensibilizadas no esta asociada a un aumento

sionificativo de la produccion de AMPC. Surqio entonces el

interrooante sobre el papel del AMPcen la respuesta a la
LH de las células resensibilizadas. Para determinar si el

estímulo de la produccion de testosterona esta o no mediado

por AMPcse trabaid con celulas de Levdio totales en virtud

de lo mencionado anteriormente. Cuando se midio la

produccion de testosterona de las celulas de Levdiq

resensibilizadas en funcion de la concentracion de hLH, se

observo un marcado corrimiento hacia mavores

concentraciones de la curva dosis - respuesta para estas

celulas respecto de las correspondientes a las celulas

controles (fio 20). En este punto fue interesante

investioar si existia alquna relacion entre la disminución

en la sensibilidad v la baja produccion de AMPC. La

realizacion de curvas de produccion de testosterona en

funcion de la concentracion de db-AMPcmostro que no hay

diferencias en la sensibilidad entre las células controles
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resensibilizadas cuando son estimuladas por el

nucleótido. Esto indicaría que el AMPCpuede ser mediador

de 1a respuesta esteroidoqenica a la donadotro+ina en el
estado resensibilizado. Los cambios encontrados en la

sensibilidad serían debidos. entonces. a alteraciones

previas a la activación de 1a PK.

Por otra parte. 1a ocupación de los sitios de unión

intracelulares para AMP:que se encuentra en el estado

resensibilizado. indica que hay un aumento en 1a producción

del nucleótido cíclico en respuesta a 1a estimulación con

LH. aunque en concentraciones tan bajas que no permiten su

detección en el medio extracelular. Sin embargo. estos

niveles de AMPcpodrían ser suficientes para activar la

síntesis de testosterona. Otros trabajos (30.126) han

suderido una compartimentalización funcional en las

respuestas mediadas por AMPcy 1a PK y postularon que 1a

fracción de AMPcnecesaria para 1a activación celular tiene

un acceso mas directo a los receptores relacionados con 1a

modulación de las enzimas claves de la esteroidooenesis.
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Dado que el EDSOde 1a estimulacion con db-AMPc no es

modificado por el tratamiento resensibilizante. pese a la

menor sensibilidad de la respuesta a la hormona. se puede

postular que este corrimiento en la sensibilidad se debe a

una menor produccion de AMPC.reflejada en la ocupación de

los sitios intracelulares para el nucleotido. La menor

produccion de AMPCdurante 1a estimulacion con LH de las

celulas de Levdiq resensibilizadas puede estar relacionada

con la falta de receptores para LH presentes en 1a

membrana. Los resultados presentados muestran que células

que han recuperado parcialmente sus receptores son capaces

de responder a la LH pero presentan una sensibilidad

intermedia entre la de las celulas controles v las

resensibilizadas. Esto estaría indicando una correlacion

entre el numerode receptores disponibles y la sensibilidad

de la respuesta androqenica.

Ha sido va demostrado (28) que se obtiene en celulas

de Leydio una respuesta esteroidooenica maxima con la

ocupacion de un 1% de los receptores para LH. Por otra

parte. existe una clara correlación entre la union a

membranas de Gpp(NH)p inducida por la hormona y la

activacion de la ACv. ademas, la cantidad de moleculas del
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nucleotido que se unen a 1a membrana es considerablemente

mavor que el número de sitios de unión para LH. Todos

estos datos. unidos a los encontrados en este trabajo sobre

la union v la internalizaciún de la LH v sobre 1a

sensibilidad de la respuesta despues de los distintos

tratamientos con hCG. permiten plantear un modelo para 1a

primera etapa del mecanismode accion de la oonadotrofina

en celulas de Levdiq. En el tejido normal la ocupación del

primer tipo de sitios de union para LH (alta afinidad. baja
capacidad) sería capaz de disparar la respuesta

esteroidooénica. La presencia de los demas sitios

(considerados "en exceso“) reoularía la sensibilidad de la

respuesta favoreciendo, quizas, los fenómenosde aqreqaciún

e interacción con otros componentes de la membrana. Esto

estaría mediadopor los microfilamentos. 1o qe leicaría
el efecto de 1a citocalasina B sobre la sensibilidad de 1a

produccion de AMPCfrente al estímulo hormonal. El estado

de desensibilización se produciría, en primera instancia,

por dos fenómenos: 1) el desacoplamiento de 1a AC (127,128)

y 2) una rapida internalizacion de los receptores de alta

afinidad. responsables de 1a respuesta aquda. Posiblemente

estos dos mecanismos no sean independientes. Lueqo
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surdirían los demasbloqueos enzimáticos descriptos y la

internalizaciún lenta de los demas receptores.

Paralelamente. la administracion de hCG produciría un

incremento de toda la maquinaria celular. especialmente de

aquellos componentesrelacionados con la esteroidoqenesis.

Una sedunda dosis acentuarïa este efecto trofico de las

donadotrofinas, sin ser capaz ya de volver a desensibilizar

las celulas. Este estado de hipertrofia celular permitiría

que. pese a la casi total ausencia de receptores v la

escasa produccion de AMPc, una nueva exposicion a la LH

pueda estimular la síntesis de testosterona.

Hablar de una hipertrofia celular implica mencionar

incrementos en 1a síntesis de proteínas. Ya en 1976 se

sudirio que las oonadotrofinas eran capaces de producir una

activacion de la cromatina testicular 233). Sin embarqo

ese trabajo se realizó sobre el testículo total v hasta la

observacion de Aquilano v Dufau (201) sobre la activacion

por hCG de la ARNpolimerasa de celulas de Levdid no se

había informado sobre ninquna actividad enzimática nuclear

que fuese modulada por donadotrofinas.
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La actividad de topoisomerasa I no había sido

descripta aún en células de Leydiq por 1o que en primera

instancia se la caracterizó. Se demostro lueoo que los

tratamientos con donadotrofinas tanto “in vivo“ como "in

vitro“ no modifican 1a actividad de topoisomerasa I. Sin

embardo. una dosis desensibilizante de hCG es capaz de

aumentar 1a actividad específica de 1a enzima de celulas de

Levdio entre las 12 y las 48 horas después de la inveccidn.

Es interesante, notar que otros autores (201) encontraron
que dosis desensibilizantes de hCG producían una

estimulacion prolongada de las actividades de ARN

polimerasa de celulas de Levdio. E1 perfil temporal para

esta activación resultó ser practicamente idéntico al de 1a

topoisomerasa I. Ambasenzimas podrían estar afectando los

procesos de transcripcion que desembocanen 1a hipertrofia

celular. Hodqson y de Kretser también demostraron que 1a

hipertrofia se manifiesta a partir justamente de las doce

horas v se mantiene por lo menos hasta las 48 horas después

de 1a invección de hCG (229).

Cuando se profundizó en el mecanismo de 1a

estimulacion de la actividad de 1a topoisomerasa I por

donadotrofinas se vid que, en células de Levdig, existe una
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compartimentalizacion de la enzima. Se detectú una

actividad iuertemente unida a 1a cromatina. solo extraíble

con NaCl 1 H. que no fue afectada por ninouno de los

tratamientos hormonales probados. El resto de las

actividades medidas fueron moduladas por la qonadotrofina

en una secuencia temporal. A partir de las cuatro horas se

observa un incremento pequeño pero sionificativo de la

actividad citosolica que entre las 24 y 48 horas desciende

a valores menores que los basales. Coincidentemente, la

actividad nuclear extraíble con NaCl 0,5 Mesta estimulada

entre las 24 y las 4B horas posteriores a 1a inyeccion de

hCG. Estos resultados suoieren que existe una actividad

latente de topoisomerasa I en el citosol que sufre un

proceso de activacion v traslocacion hacia el núcleo.

inducido por la qonadotrofina.

En cuanto al mecanismo de activacion en sí, se

demostro que en extractos totales de células controles el
AMPc aumenta considerablemente 1a actividad de

topoisomerasa I. Varios fenómenos nucleares parecen estar

regulados por este nucleútido. El AMPcha sido relacionado

con el control de la Hpresion de qenes específicos

(149-153). Varios qrupos han sugerido que alquno o quizas
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todos los pasos de la producción de ARNmestan reoulados

por mecanismos de fosfo —desfosforilaciún dependientes de

AMP: (156-159). Por otro lado, existen factores proteicos

como las HHG14/17 capaces de modular la actividad de

topoisomerasa I v de ser fosforilados por cascadas de

quinasas dependientes de AMPc (234). Ademas. es

interesante destacar que 1a topoisomerasa I de hepatoma ha

sido encontrada fosforilada en serina (235) y, por otra

parte, 1a fosfPrilacion de la topoisomerasa I en serina
estimula 1a actividad enzimatica (236). Recientemente Tse

Dinh v col. (237) demostraron que 1a topoisomerasa 1 es

inhibida por fosforilaciún “in vitro" en tirosina. Los

resultados presentados aquí demuestran que 1a estimulacion

con AMPCes mediada por fenomenos de fosforilaciún. La

compartimentalizacion funcional del AMPC(30,126), 1a PK

(29) v la topoisomerasa I podrían explicar los diferentes

tiempos necesarios para 1a activacion de 1a topoisomerasa I

por 1a qonadotrofina y el AMPc. Pese a esta diferencia, el

hecho que solo se haya aqreqado AMPcqarantiza 1a homoloqía

del sistema y permite suqerir un mecanismo mediado por AMPc

para 1a activacion de 1a enzima por 1a hormona.
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Recientemente se ha informado que la forma fosforilada

de la subunidad reoulatoria de la PK del tipo II

dependiente de AMFC(RII) posee una actividad intrínseca de

topoisomerasa l (238). Este hallazoo, sumado a la

demostracion de una traslocacidn de RII al núcleo de

hepatocitos (158). permite una interpretacion olobal de los

resultados aquí presentados. La hipótesis sería que la LH

induce un aumento del nivel de AMPcque a1 activar a la PK

produce dos efectos. Por un lado, se produce la

fosforilacidn de proteínas. entre ellas RII. Por el otro,

esta subunidad. ahora con actividad de topoisomerasa I. se
donde intervendrïa en latraslocaría al núcleo

transcripcion de genes específicos. Esto explicaría

también porque el AMPCno es capaz de estimular la enzima

en un extracto nuclear.

Existen. por supuesto, otras posibilidades: la FH

podría estar fosforilando otros factores que, a su vez,

modifican la actividad enzimática: o la mismaenzima podría

ser sustrato de la PK. De todos modos, estos resultados

presentan un modelo interesante para la explicación de los

efectos nucleares de hormonas proteicas que utilizan al

AMP: como seoundo mensajero.
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FESUHEH

hn esta t951s se estudlaron alumnos asoectos del mwcan1sm0

de acc1on de 1a hormona 1ute1n12ante en las celulas de :evdio de

1a rata. Esta hormona orot91ca oroduue en el t911do t utlcular

dos tlDOS de e+ectos= uno aouoo. que se man1+iesc« oor una
ráoida estimulaCIÓn de la sint951s v secrec1on de testn/Lerona v

otro tardno. de t1oo trofico. Esta dualidad en la Iüsouesta

hace oue este slstema sea un modelo 1nteresante oara el estudlo

del mecan1smo de acc1on de hormonas oue actuan a nivel de

receotores de membrana V oue utlln an como segundo mv «mero al

HHPC.

Los resultados de esta tESIS se han d1v1d1do un c1nco

secciones di+orentes. 51 bien cada una de el] a ouede

ana11zarse nor seoarado. ex1ste un encadenamlento ent:e estas

distintas oartes. 'En orlmera 1nstanc1a su desarrolla con

detalle un metodo oara la medlciün de la actividad ESDELlfica de

hormonas o 11uandos marcados rad1act1vamente. herram1enta

1nd1soensable nara el estudio dü la 1nteracc1ún hormona­

receotor. Para ello se utilizo como base el metodo de

autodesolazamiento. oue fue amoliado. Derfeccionado v comprobado

exoerimentalmente. Lueoo se Basa al estudlo de 1mreacc1on

entre la LHv su receotor testicular. Se encontro que. ‘en las.

cond1c10nes exoerimentales adecuadas. es ooslble deiwctar dos



timos de SltlDS de union oara LH. lo nue aun no habla sido

descrioto. Se calcularon las constantes de disociac1on. las de
arinidad v la enero: de activacion de la reaccion.

Se estudio lueoo el oroceso de internalizaciún del CUMDIEID

hormona - receotor oor el cual la hormona inicialmente unida a

la membranacelular es endocitada v +1nalmente deoradada_ Para

ello se analizaron las cinéticas de internalizac1on v

deoradacion v el Daoel del Citoeeuueleto v los lisomumas en

estos orocesos. be vio due la dedradac1ún de la hormona es

inhibida oor la cloroouina v el cloruro de amonio. ambos “mentes

lisosomotrooicos. que no afectan. en las concentraciones usadas.

la resouesta esteroidooenica. La colchic1na. en cambio. inhibe

Tuertemente la internalizacidn en si. uuedando la hormona sobre

la suoerficie celular. Esto demuestra 1a intervenc1afl de los

microtubulos en la endocitosis oero no en la activación de la

adenilato ciclasa ni de aloún otro oaso de la sinnvsis de

testosterona. En cambio. los microfilamentos aatarían

involucrados en esas etapas. fundamentalmente en la orouucc1on

de HMPc.va due la citocalasina B dieminuve marcadanehte la

sensibilidad de la estimulacion nor LHde la oroduccmon del

nucleotido. La

La deSaDaFICIÜñ. inducida oor la hormona. de los sitios

receotores de membranaen estas células es mucho mas lenta due

la descriota Dara otros modelos. Esto oer.1tiü el EStUdlUde la



relac1on entre el numero de receotures v 1a reshuesta

esteroidooenica. Para ello se aorowechd el modelo de 1a

resensibiliaaciún. en due las celulas son caoaces de resoonder a

la oonadotrofina en condiciones en due Los receptores son ca51

nulos v no se detecta aumento en la oronuccidn de HMPC. Primero

se descarto oue esto no +uera el resultado de un vrecto

selectivo de 1a administracion de hCGsobre alouna ooblacimn de

células de Levdio en esoecial. Lueoo se demostro oue ex1sIu una

oroducc1on de HHPc inducida oor 1a hormona. due Dese a ser muv

Deouefiaoermite el disoaro de la estimulacion esteroidouenica

louai o mavor oue la normal. Esto aoovaria la teoria de nue la

oonadotrofina oroduce un crecimiento de la maGUenaria

ester01dooenica. uue acompaña a La hioertrofia cnlular

demostrada oor otros autores.

Para due existan efectos troficos comolos mencionadoc 1a

hormona debe oroducir aloün tino de modificac1on a Nivel

nuclear. Se elioio comoposible blanco de esta accion nuclear a

1a toooisomerasa 1. una enzima que narece estar asociada a la

transcriocion. La actividad de toooisomerasa I es incrementada

nor accion de la oonadotrofina. Este eructo recien se detncta a

oart1r de las 12 horas desoués del tratamiento. Se estudió

finalmente el mecanismode esta estimulacion. encontrandome due

el HMPcv una cascada de fosforilacidn modulan la actividad en

extractos totales “in vitro". Esto oerm1te oostular a 1a



tcmoisomer'asa I como un blanco nuclear" de hormonas cuva acción

es mediada nor AMP-"c.
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