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INTRODUCCION

Consideracicones generales

El surgimiento y la evolucidn de 1los organismos
multicelulares se basd en la habilidad de las c=lulas
eucaridticas para xpresar su  informacidn genética de
diversos modos y para funcionar en forma cooperativa, como
un soulo organismo. Una de las adquisiciones mas antiguas
fue probablemente la de los epitelios. en los que las
cEZlulas se unieron para formar capas, separando el espacio
internc del exterior. Ademas de las ceElulas epiteliales
pueden haber aparecido, entre las c&lulas diferenciadas
primitivamente, las nerviosas, las musculares Y las

conectivas.

Ern el desarrollo de 1los animales superiores, las
mismas estrategias evolutivas se utilizaron para producir
un mayor numero de tipos celulares especializados y mé&todos
de coordinacidn mds sofisticados. Claros ejemplos de esto
son el sistema inmune de los vertebrados, el sistema

nervioso y los sistemas hormonales.
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La coordinacidn entre las distintas células de un
orrganismo multicelular requiere la comunicacian entrre
ellas. Ezta comunicacidén se precisa para el desarrollo vy
la organizacidn de los tejidos, para el control del
crecimiento y la divisidn y para la coordinacidn de sus
diversas actividades. La importancia y la complejidad de
la comunicacidn  intercelular en los animales superiores
sugieren gque una gran proporcidn de los genes de estos

organismos estan ' involucrados en dichos procesos.

Se puede considerar que las células se comunican
esencialmente a travéEs de tres mecanismos: a) forman
uniones en hendidura que comunican directamente los
citoplasmas; b) tienen moléculas unidas a 1la membrana que
influyen sobre las c#lulas adyacentes; vy c)secretan

sustancias quimicas que actdan sobre c&lulas alejadas.

Este dltimo mecanismo indirecto presenta a su vez tres
modalidades: 1) la mayoria de las ce€lulas de un organismo
secreta senales quimicas que funcionan como mediadores
locales, rapidamente captados y destruidos; 2) las células
endidcrinas secretan hormonas que viajan por la sangre para

actuar sobre c&lulas ampliamente distribuidas en el cuerpos



y Z) las c#lulas nerviosas forman sinapsis con las c#lulas
blanco y secretan mediadores guimicos de muy corto alcance,
denominados neurotrasmisores, que salo actdan sobre la

cilula adyacente.

Las ce&lulas nerviosas y las enddScrinas estan altamente
especializadas y trabajan en forma coordinada para regular
las distintas actividades de millones de c2lulas de un
animal. Las céluwlas nerviosas tranmsmiten la informacidn
mucho mas rapidamente que las enddcrinas porque no dependan
de factores como la difusidn o el flujo sanguineo para
llevar la informacidan. La sefial nerviosa es conducida
velozmente por i1impulsos el&ctricos. Solamente con la
liberacidn de un neuwrotransmisor, en una terminal nerviosa,
los 1impulscs elé&ctricos se transforman en  una senal
quimicasy entonces, el neuwotransmisor sdlo debe difundir a
través de distancias microscdpicas para alcanzar la c£lula
blanco. En cambio las hormonas se diluyen muchisimo en el
torrente sanguineo y por lo tanto deben ser capaces de
actuar en muy bajas concentraciones (mencores que 10-3 M),
Los newotransmisores se diluyen muy poco vy alcanzan
concentraciones relativamente altas (10'4 M) en las

inmediaciones de la c&lula blanco.



Fara el control de la funcidn gonadal, los sistemas
enddcrina y nervioso estan fisica y funcionalmente unidos
por una reqidn especifica del cerebro denominada
hipotal amo. Este drgamno se uwbica por encima de la
hipofisis, & la que estd unida por el tallo pituitario. La
funcidn de intermediario que ejerce el hipotalamo entre
ambos sistemas la desarrollan c&lulas que tienen
propiedades mixtas. En ellas se dam procesos nerviosos,
transmitiendo impulsos elé&ctricos peroc tambign liberan
seniales quimicas a la sangre. Cada una de estas ce£lulas
neurosecretoras puede ser estimulada por otras regiones del
cerebro para liberar una hormona peptidica especifica a los
vasos sanguineos del tallo pituitario. La hormona entonces
modula especificamente la secrecidn de una segunda hormona
por la glandula pituitaria. Muchas de estas hormonas
hipofisarias, tambié&n proteicas, regulan a su vez el
funcionamiento de otras glandulas enddcrinas. Un ejemplo
tipico 1o constituye 1la hormona luteinizante (LH) que es
una glicoproteina cuya secrecidén por la hipofisis anterior
esta regulada por la hormona liberadora de gonadotrofinas
de origen hipotaldmico, y en el macho, estimula la

produccién de andrdagenos (esteroides sexuales masculinos)



por el testiculo.

Las hormonas hipofisarias, asi como muchos
neurotransmisores, drogas y toMinas, inicCian sus acClones a
traves de interacciones especificas con molEcul as
complementarias. El concepto de "receptor" tiene su origen
en el estudioc de torxinas 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 c&lulas. Faralel amente,
las investigaciones de Ehrlich (2) sobre la toxina del
tetanos y la accidn antimicrobiana de algunos colorantes 1o
llevaron a formular el concepto de receptor. Los trabajos
de Clark (Z,4), relacionados con la atropina vy 1la
acetilcolina, revelaron que los receptores para estas
sustancias estaban presentes en muy pequefias cantidades y

muy probablemente scbre la membrana celular.

La mayoria de las sefales quimicas afectan a sus
c&lulas blanco alterando las propiedades o la velocidad de
sintesis de proteinas preexistentes o iniciando la
produccidn  de nuevas. En las distintas c2lulas la misma

sevial suele modificar distintas proteinas y por 1lo tanto



tener distintas respuestas. Esto rno puede #plicarse
siempre por diferencias en los receptores. En muchos casos
la misma moliécula se une a receptores protelcos ideénticos

Y, sin embargo. produce respuestas muy diferentes.

Sutherland y sus colegas (5,6) propusieron a la
membrana celular como el sitio de accidn de las hormonas
peptidicas, basados en observaciones que incluian el
hallazgo de qQque la interaccidn de catecolaminas con 1la
membrana plasmatica de los eritrocitos producia 1la
activacidn de la adenilato ciclasa. Desde entonces, se ha
demostrado que 1la mayoria de las hormonas peptidicas son
capaces de producir una importante gama de respuestas
bioldgicas uniendose & sus receptores de membrama. EI
desatio actual consiste en develar los complejisimos
mecanismos que traducen el reconocimiento inicial de un
ligando en una respuesta celular determinada. En esta
tesis se utilizd cono modelo para el estudio de la accidn
hormonal la hormona luteinizante y sus efectos sobre 1las
clulas de Leydig del testiculo. El resto de esta
introduccidn pretende sintetizar el desarrollo de los
conocimientos actuales sobre el mecanismo de accidn de la

IH en las células de Leydig Y algunos aspectos
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La elucidacidn del modo de accidn de las hormonas en
sus calulas blanco requiere un conocimiento preciso de la
localizacidn celular de los sitios receptores a los cuales
se une inicialmente el ligando. Los estudios realizados
"Yin wvivo" (7.8) e "in vitro" (9,10) con hormonas marcadas
con iodo radiactivo demostraron que entre las cé&lulas
intersticiales del testiculo, las c£lulas de Leydig, son
capaces de captar preferencialmente LH o0 gonadotrofina
coridnica humana (hCG). Algunos de estos experimentaos
fueron realizados en dispersiones de c&lulas
intersticiales, que retienen tanto la capacidad de unir la

hormona como la de biosintetizar testosterona a partir de

precursores radiactivos (11,12).

l.os receptores gornadales para LH o hCG fueron
localizados en la fraccidn de membranas (13) y pudieron ser
solubilizados con detergentes (14). Estos receptores en
c&lulas de Leydig se identificaron como glicoproteinas

asimetricas de peso molecular de 120.000 daltons, con un
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componente fosfolipidico minoritario (1%9), ham sido
purificados hasta casi homogeneidad vy parecen estar

compuestos por dos subunidades de 20,000 daltons (16).
Estos datos. obtenidos por técnicas de fraccionamiento vy
cromatografia de afinidad, han sido confirmados por
estudios mas recientes mediante el entrecruzamiento
covalente de la hormona con el receptor (17) y la marcaciaan
"in wvitro" de los receptores para LH con (35s1-metionina
(18). La capacidad de unidn de LH de 1los testiculos de
ratas adultas es aproximadamente de 1 pmol/g lo que

equivale a unos 20.000 sitios por ce&lula de Leydig (192).

l.os receptores de LH en células intersticiales del
testiculo han sido visualizados por varias técnicas como
inmunofluorescencia (20), autorradiografia de hCG marcada
con ferritina, con técnicas indirectas de inmunoferritina
- : ;. 125 2y an .
(21) y localizacidn de I-hCG (21,22). Estos m=todos
demostraron wna ubicacidn predominante de los complejos
hormona receptor en la superficie celular, concordante con

resultados previos de estudios de fraccionamiento

subcelular.



Interaccidn de los receptores con la adenilato ciclasas

Es conocido que la respuesta fundamental del testiculo
a la gonadotrofina es la estimulacicdn de la produccidn y la
secrecian de testosterona (23). Sin embargo, antes de la
respuesta esteroidogenica, el primer efecto de la LH en la
funcidn de las células de Leydig consiste en la activacian
de la adenilato ciclasa (AC) y por lo tanto la sintesis de
AMFC (24,25). Los niveles de AMFc se incrementan a los
pocos sequndos de la interaccidan hormona receptor, mientras
que el aumento en la secrecidn de testosterona recién es
evidente después de S - 10 minutos (26). For otro lado la
respuesta esteroidogénica de las celulas de Leydig puede
ser reproducida por analogos del AMFc (27) vy 1la
sensibilidad de la respuesta androgéenica a la gonadotrofina
es aumentada por la accidn de inhibidores de las
fosfodiesterasas (28) . enzimas responsables de la
hidralisis del nucledtido ciclico. Estas observaciones son
consistentes con wun papel del AMFc como intermediario
intracelular de la activacidn esteroidogéenica por

gonadotrofinas.
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Varios experimentos posteriores confirmaron al AMFc
como segundo mensajero en la estimulacidn por LH de la
esteroidogenesis testicular. Dufau y colaboradores (29)
probaron que la curva dosis respuesta para la ocupacidn de
sitios intracelulares para AMFc (provenientes de la
subunidad regulatoria de la quinasa proteica dependiente de
AMFc) se superponia a la de produccidn de testosterona.
Muchos de los efectos de la LH podian lograrse mediante 1la
estimulacidén con toxina de cdlera (30) o con forskolina
(31) siendo estas dos sustancias activadores inespecificos
de la AC. L& produccidn de AMFc y testosterona, estimulada
por adrenccorticotrofina en hibridos de ceElulas de Leydig y
de adrenal (Z2), es una prueba mas del papel del nucledtido
en la activacidn de la esteroidogénesis. El GMFc, en
cambio, no actua como segundo mensajero en las acciones de

la LH sobre el testiculo (33).

La hipdtesis del receptor mévil, que ha sido propuesta
como un mecanismo por el cual la AC es modul ada dentro de
la membrana celular por la interaccidn con el receptor, se
basa en la suposicidn que el receptor y la enzima son
mol2culas distintas y aisladas. Se propuso que la

ocupacidn del receptor por la hormona aumenta la afinidad



del receptor por otros compornientes de la membrana, como los
involucrados en la activacidn de la AC. Este modelo en dos
etapas es corncordante con la posibilidad de que exista
difusidn lateral de 1los receptores vy las molé&culas
enzimaticas en la matriz fluida de la membrana plasmatica.
Esto también explica la activacidn no aditiva de la AC, en
ciertas c<lulas, por distintas hormonas y la modulacidn de

procescs de membrana independientes, por una misma hormona.

Si bien 1os receptores para hormonas parecen estar
fisicamente diferenciados de 1la AC, los dos tipos de
mol <cul as poseen una relacisn intima en el aspecto
funcional. Los estudios de la relacidn entre la AC vy 1los
receptores especificos para hormonas proteicas, en una
variedad de condiciones fisiol#gicas y de desarrollo, han
demostrado la cercana correlacidn entre estas dos
actividades. For ejemplo, la aparicidén de receptores para
gonadotrofinas en el testiculo fetal estad asociada a la
aparicidn de la respuesta en AMFc y &a 1la capacidad de
sintetizar testosterona ante el estimulo hormonal (LH)

(Z4).



nlgunos modelos mas recientes han descripto una mayor
complejidad funcional del sistema de la AC. El sistema
tiene por lo mencs tres sitios a los que se unen distintos
ligandos modificando la actividad enzimatica (35,386).
Estos sitios son: 1) el receptor para la hormona: 2) el
sitio catalitico que reacciona con el complejo Mg-ATF; y )
wuri sitio regulatorio intermedio que reacciona con
nucledtidos de guanina. Los efectos de estos nucledtidos
han sido estudiados en varios tejidos dependientes de
hormonas. Arn&logos sintéticos de GTP, resistentes a la
hidradlisis enzim&tica, son capaces de estimular & la
mayoria de los sistemas de AC, sugiriendo un papel de
activadores alostéricos para 1los nucledtidos de guanina.
El Gpp(NH)p activa 1la AC uniéndose al mismo sitio que el
GTF. La unidn de Gpp(NH)p a las membranas celulares ha
sido correlacionada en algunos tejidos con el grado de
activacidén de 1l1la AC. El modelo actual postula que los
receptores de membrana forman complejos oligomEricos con
urna proteina regulatoria de la membrana (N) e impiden que
ésta reaccione con GTP. La hormona, al unirse al receptor,
libera la proteina para que se le una el nucledtido vy de

ese modo pueda interactuar con la subunidad catalitica del
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istema de la AC (37,38).

La enzima de la celula de Leydig es casi totalmente
dependiente de los nucledtidos de guanina para responder a
las gonadotrofinas (39). La estimulacidn de l1la AC es
ampliticada por la presencia de Gpp(NH)p. For otro lado,
existen evidencias en otros sistemas (40,41) de un papel
importante de las proteinas capaces de unir GTF en el
metabolismo de los fosfoinositoles y sobre todo, en 1la
movilizacidn del idén calcio. Este idn produce, en cZlulas
de Leydig, un efecto potenciador de la esteroidogénesis
estimulada por LH (42), posiblemente a través de un
mecanismo en el que interviene la quinasa de proteinas

dependiente de calcio y fosfolipidos (43).

La capacidad del AMFc de activar una quinasa en el
higado resultd ser uwn rasgo comin de las cé&lulas
eucaridticas, en las que todas las acciones del AMFc
parecen estar mediadas por la fosforilacidn de proteinas.
Este mecanismo &s iniciado por una quinasa de proteinas

(FE) dependiente de AMFc. La FE transfiere el grupo
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fosfato en la posicidn 6 del ATF al sustrato proteico.

La espedcificidad de las respuesta mediadas por AMFC
dependen del tipo de PE, y particularmente de los sustratos
presentes en cada tipo celular. Se podria esperar gque
existiera una gran variedad de FE con especificidad para
los distintos sustratos. Sin embargo, sdlo se han
identificado unas pocas formas de la enzima. La mayoria de
las Fk controladas por hormonas en tejidos blanco dependen
de AMFc, y unas -“pocas de GMPc, calcio o fosfolipidos.
Estas Fk son estimuladas por concentraciones micromolares
de los nucledtidos y responden casi instantaneamente al
aumento en los niveles del nucledtido ciclico disparada por
la hormona. La FE dependiente de AMFc en su forma inactiva
es un tetramero compuesto por dos tipos de subunidades, una
capaz de unir AMFc y la otra con actividad catalitica. Hay
en cada tetramerc dos subunidades regulatorias (R) y dos
cataliticas (C). Cuando el AMFc se une a las reqgulatorias
(2 moléculas de AMFc por cada subunidad) se liberan las

cataliticas en su forma activa:



RQCQ (inactiva) + 4 AMFc ==== RzﬁMPcI‘+ 2 C (activas)

LLa subunidad catalitica e= probablemente comin a todas
las formas de FK dependientes de AMFc, mientras que las
regulatorias muestran diferencias. Las formas solubles de
la FE dependiente de AMFc pueden ser separadas en dos
clases utilizando columnas de intercambio idnico. La FE de
tipo I es menos acida, puede ser facilmente eluida por
sustrato o NaCl 0,5 M y se reasocia lentamente decspuss de
la activacidn con AMFc. La de tipo Il es mas acida, es

eluida lentamente porr las histonas y sales pero se reasocia

répidamente para formar el oligdmero inactivo. Las dos
holoenzimas son similares en su composicidn Yy peso
molecular. Las diferencias se presentan en el peso

molecular vy la Ffuncidn de las subunidades regulatorias.
as de tipo I unen Mg-ATF, mientras que las de tipo II
catalizan la fosforilacidn de su propia subunidad
regulatoria. No esta claro audn el significado funcional de
estas diferencias. Ambos tipos de FE dependientes de AMFc
fosforilan de modo relativamente especifico residuos serina
en regiones definidas de la estructura primaria de muchas

proteinas.
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Como se habia encontrado en la glandula adrenal vy en
el ovario con adrenocorticotrofina vy LH respectivamente
(44,45), la Fk dependiente de AMFc es estimulada en c&lulas
de Leydiqg por a&ccidn de la LH  (46). Desde entonces el
arupo de Dufau ha caracterizado las guinasas de proteinas
existentes en las ce#lulas intersticiales del testiculo
(47-50).En estos trabajos se demostrd qQue la quinasa de
cElulas de Leydig en columnas de intercambio idnico se
comporta como del tipo I pero las demas carateristicas son
las del tipo iI. La enzima presenta en geles de
poliacrilamida un doblete de pesos moleculares S54.000 vy
565.000 daltons. La unidn de AMFc, por otro lado., disminuye
en forma dependiente de la hormona utilizada para estimular

previamente las c&£lulas.

Una vez activada., la quinasa produce una cascada de
fosforilacidn de proteinas en cflulas de Leydig intactas
(31). Las curvas de aparicidn de proteinas fosforiladas vy
de produccicdn de andridgenos en funcidn de la concentracidén
de LH son muy similares (52,53). A los pocos minutos de
. ;o 32 - . .
incubacién con F aparecen por lo menos cinco proteinas
fosforiladas. Urna de ellas, de S7.000 daltons de peso

molecular, es la subunidad regulatoria de la FE dependiente
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de AMFc (S4). Otras han sido localizadas en los microsomas
y podrian regular la sintesis de otras proteinas de vida
media corta Qque, &a su vez, estimularian la actividad
mitocondrial de ruptura de la cadena lateral dzl colesterol
(55-57). Una de estas nroteinas podria ser la S6 de
ribosomas (98). Las dem&s proteinas que se fosforilan por
accidn de la LH son proteinas basicas que se encuentran en
el nicleo. Fese a estos datos, la naturaleza y la funcién

de la mayoria de estas proteinas no se conoce aun.

Se menciond anteriormente que la sintesis de algunas
proteinas estaria involucrada en la estimulacidn de la
produccidén de testosterona por las células de Leydigqg. Esta
hipatesis esta avalada por los efectos provocados por
inhibidores de la sintesis de ARN y de proteinas (59-61)
sobre la esteroidogénesis estimulada por gonadotrofinas.
Ees particul armente interesante el efecto de la
ciclchesimida, ya que provoca una inhibicidn de la sintesis
de testosterona siguiendo una cinitica de primer orden con
una vida media de 13 minutos (62). Utilizando geles de

poliacrilamida se han encontrado varias proteinas que son
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inducidas por LH en células de Leydig (63-63). TambieEn se
gncontrd una proteina de I3.000 daltons y una vida media de
11 minutos que, si bien no es inducida por la hormona
podria ser necesaria para su  accidn (63 . Un trabajo
reciente (66) confirmd la estimulacidn por gonadotrofinas
de la sintesis "de novo" de proteinas de vida media corta,
necesaria para la produccidn de esteroides en cElulas de
Leydig tumorales. Como en el caso de las fosfoproteinas,
no se ha podido aun demostrar la funcidn de estas proteinas

en el mecanismo de accidn hormonal.

Internalizacican del complejoc hormona receptor

Es conocida 1la capacidad de las c£lulas blanco para
responder & cambios en la concentracidn de ligando mediante
la regulacidn del numero de receptores. Esta modulacién de
los sitios se daria a traves de un mecanismo de endocitosis
de la hormona mediada por el receptor. Sin embargo no es
del todo claro el +fin para el cual se produce 1la
internalizacidén de la hormona. Las dudas surgen de 1la
localizacidn del complejo hormona receptor asociado al
aparato de Golgi o a los lisosomas donde, aparentemente, el

ligando es degradado (67-59). Estos hechos sugieren que la
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internalizacidén de la hormona podria tener un papel critico
en la regulacian de la sensibilidad de las c¢elulas ante
nuevas eXposiciones a la hormona (70,71). Si bien el
desarrocllo del proceso de internalizacian y degradacidn es
demasiado lento para explicar las respuestas agudas
inducidas por la hormona, no se descarta que cambios
importantes como el crecimiento celular, la diferenciacidn
celular o la induccidn de proteinas estEn controlados por
estos procesos. Guizdas distintas subclases de receptores
controlan funciones bioquimicas en diferentes organelas

celul ares.

Uno de los principales factores que se requieren para
la endocitosis mediada por receptor parece ser la movilidad
lateral de-estas macromoléculas en el plano de la membrana.
Con tecnicas de fluorescencia se ha demostrado que, &
temperaturas fisioldgicas., el numero de receptores méviles
¥y su velocidad de difusidan disminuyen con el tiempo de
incubacidan (72,73). La disminucidn en la difusidn se
deberia a la formacidén de aqregados qgue, en dltima
instancia son endocitados (74-76). Si bien los estudios de
fluworescencia indican Qque los receptores, originalmente

miviles, son inducidos a agregarse por la unidn de ligandos
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monovalentes, t&

n

nicas mas sensibles muestran que, en

algunos cas

Q

=, existe una preagregacisn 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 agregacidn de 1los receptores es una
condicidnm necesaria, aunque no siempre suficiente, para

disparar la respuesta bioldgica en la célula blanco.

Todos estos procesos de membrana resultan finalmente
en una internalizacidn del complejo hormona — receptor via
endocitosis. Brown vy Goldstein demostraron que los
ligandos. en este caso las lipoproteinas, se acumulaban en
regiones especificas de la membrana (82). M&s de un S0O%Z de
la lipoproteina unida a la membrana del fibroblasto se
concentraba en un 2% de la superficie celular (83). Estas
zonas de la membrarmna., en muchos casos. tienen COMmo
caracteristica que en su lado interno estdn recubiertas por
la proteina clatrina. de donde toman el nombre de '"pozos
recubiertos". Los pozos recubiertos producen
invaginaciones gue finalmente se vesiculan para formar las
"vesiculas recubiertas" (84), Qque luego pierden la
clatrina, posiblemente para ser reciclada a la membrana

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




postulan en cambio que 1los pozos recubiertos nunca se
separan de la membrana, sino que antes de transformarse en

receptosomas pierden la clatrina (86).

Esta nueva organela, tambign denominada endosoma,
parece tener como destino su fusidn con liscosomas. Ademas
de las evidencias morfolégicas (87,88), los efectos de
agentes lisosomotrdpicos que inhiben la degradacidén (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 detectd
hasta el Q0% de la marca (22,93). Cuando se estudid el
efecto de 1la cloroquina en la internalizacidn de

I-insulina se observd un aumento de la radiactividad en
la fraccidén lisosomal pero acompanado de un incremento
proporcional en la fraccidn del Golgi (24). La cloroquina
podria tener un efecto en los procesos funcionales de las
vesiculas aue intervienen en la internalizacidn vy la
degradacidn de las hormonas proteicas, posiblemente
relacionados con las variaciones de pH. Recientemente se
ha demostrado que las fracciones de endosomas contienen una

bomba protdnica dependiente de ATF (23) . Esto parece
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indicar que durante su tramsito vesicular, el complejo
ligando - receptor comenzaria a ser procesado, qQuizas
empezando por una disociacidn del complejo debida & la
acidificacidn de las vesiculas. Este hecho permite
plantear la hipdtesis de un reciclado de los receptores
(?48) gque se ha demostrado en el caso de la inmsulina en
adipocitos (97) pero que en otros sistemas no se produce

(98) .

En 1276, varios grupos simultaneamente encontraron que
la administracidén de hCG o LH a ratas machos provoca una
disminucidn en el nimero de receptores para gonadotrofinas
en el testiculo (99-102). Diez horas despusgs de una
inyeccidan de 500 UI de hCG los receptores para LH en
células de Levydig disminuyen a menos del 10%4 del control vy
permanece por debajo de ese valor durante 96 horas (100).
Esta desaparicidn no es atribuible a 1a ocupacién de los
sitios (103) sino a un fendmeno de "regulacidn negativa".
Sin embargo, previamente a ese descenso en el ndmero de

-

receptores, entre las 3 vy las & horas despuss de 1la
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inyecciin se produce un aumento del numero de sitios
(102-104) que no depende de la sintesis proteica y se puede
reproducir "in vitro" (103) . Despugs de esa etapa se
manifiesta la regulacidén negativa, por la cual la LH (o la
hCG) reduce sus receptores de membrana por incremento de la
velocidad de internalizacidn (106) y, en algunos casos, por

inhibicidn de la sintesis del receptor (107).

Contemporaneamente al descubrimiento de la regulacidn
negativa de 1os receptores para LH en testiculo, se
presentaron evidencias de la internalizacidn de la hormona
y su pocible degradacidn en lisosomas como mecanismos de
terminacidén de la accidn hormonal en células de Leydig
(108,109). Estudios posteriores de Ascoli y Fuett,
realizados en lineas tumorales de c&lulas de Leydig,
demostraron que la mayor parte de la hormona marcada que se
une a esas cé&lulas es finalmente degradada y la marca es
liberada al medio como 3° - monoicdotirosina (110). Este
proceso de degradacidn es inhibido por agentes
lisosomotrapicos como el NH,Cl, la cloroquina vy el Triton
WR-1339. También se probd que la degradacidn de la hormona
25 un proceso que requiere energia y puede ser inhibido por

compuestos que interfieren con la gluc&lisis o 1la



fosforilacian oxidativa (111). Un trabajo posterior del
mismo autor prueba que para que se produzca la degradacidn
de la gonadotrofina é&sta debe ser internalizada intacta vy
que. luego. la degradacidén afecta & las subunidades
individualmente (112). Foco se sabe. en cambio, del
mecanismo por el cual 1llega la hormona al sitio de

degradaci®sn como de la internalizacidén en si misma.

Junto con el hallazgo de gque una dosis alta de hCG
provocaba la pérdida de los receptores testiculares para
LH, también se encontr&é que los testiculos de esas ratas
tratadas presentaban producciones basales de AMFc vy
testosterona elevadas. Ademds estos testiculos perdian,
durante los I & 4 dias posteriores a la inyeccidn, su
capacidad para responder produciendo AMFc vy testosterona
ante la estimulacidon "in vitro" con gonadotrofina (102).
Las respuestas se recuperan a partir del quinto dia.
Estudios realizados en c&lulas de Leydig aisladas
demostraron que la respuesta esterocidog®nica no podia ser
recuperada por la estimulacidn con db-AMFc ni con toxina de
calera (113,114). Estos datos sugieren gue la
desensibilizacidn de las células de Leydig producida por

gonadotrofinas esta relacionada al menos con dos fendmenos:
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un bl oqueo en-zimatico distal y una lesidn prodimal
involucrando la concentracidn de receptores Y el

acoplamiento a la produccican de AMFc. Ascoli demostrd que
la pérdida de la respuesta no esta relacionada con la
degradacion de 1la hormona (115). For otro lado se
descubrieron lesiones en el camino esteroidog=nico,
independientes del numero de receptores. La acumulacidn de
progesterona vy 17 hidroxiprogesterona en el plasma de los
animales tratados v en las c£lulas de Leydig de esos
animales, despu#s de la incubacisn "in vitro" con hCG,
localiz& el bloqueo principal al nivel de la conversidn de
los 17 o« hidroxiesteroides en andrdgenos (116).
Fosteriormente se demostrd en este laboratorio gque otra
enzima estevoidogénica, regqulable por la hormona, la
hidroxi - metil - glutaril - coenzima A reductasa,
constituia um nuevo punto de lesidn, esta vez en el camino

biosint&tico del colesterol (117).

Otras enzimas esteroidogé€nicas no son afectadas por el
tratamiento hormonal. La reduccivsn de la actividad de las
enzimas microsomales es acompanada por una disminucidn en
el contenido de citocromo F—-450. La dependencia de la 17 -

hidroxilasa y la 17-20 - desmolasa respecto del citocromo
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F—430 est&d indicada ademas por la constancia de 1la

actividad especifica de las enzimas cuando &Esta se Hpresa
en funcian del citoeromo (118).

lLa similitud entre 1las lesiones producidas por

estrédgenos v las producidas por hCG, sugieren un papel de
los estrédagernos enddaenos en el desarrollo de los blogueos
enzimaticos presentes en la desensibilizacidn inducida por
gonadotrofinas. La estimulacidén con hCG produce un rapido
aumento en los miveles de estradiol testicular que resulta
en una traslocacidn de los receptores citosdlicos hacia el
nicleo. For otra parte, el antiestrdédgeno Tamoxifeno es
capaz de 1impedir las lesiones esteroidogeEnicas distales
durante la desensibilizacién (119). En cé£lulas de Leydig
en cultivo, <se demostrd que los estrdgenos no estan
relacionados con las lesiones esteroidogénicas tempranas vy
que estas lesiones podian tambiZ£n ser producidas por
incubaciones con db-AMFc (120,121). En estos mismos
trabajos se encontrd una proteina de peso molecular 27.000
daltons que aparece & horas despu&s del estimulo con  LH,
cuva sintesis depende de estrdgenos vy qQue podria estar
relacionada con la requlaciédn del camino biosint&tico de

los andrdaencs. Otros autores, en cambio. no encontraron



el efecto de los estregenos 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 accign de dosis desensibilizantes de gonadotrofinas
(124), asi como los efectos de LH deglicosilada, capaz de
inducir la pErdida de los receptores pero no la
desensibilizacien de la cé&lula de Leydiq (125), demostraron
que la desensibilizacisn no resulta de un evento a nivel
del receptor sino de uno previo a la regulacidén negativa de
los sitios. Uno de 1los puntos afectados podria ser el
acoplamiento del receptor con la AC. Fese a que
recientemente se ha sugerido que la desensibilizacidn
podr ia deberse a alguna lesidn a nivel de un compartimiento
del AMFc involucrado en el control de 1la esteroidogénesis
(124). hasta el momento, las evidencias indican gque la
causa de la insensibilidad en la produccidn de AMFc estaria
en un defecto en la interaccidén entre el receptor vy 1la
proteina regulatoria de la AC (127) o entre esta dltima
proteina y la unidad catalitica (128). En algunos
sistemas, no en todos. la sintesis proteica es reguerida

para que ocurra la desensibilizacidn inducida por 1la



hormana (129). Ultimamente se ha relacionado el mecanismo
de desacoplamiento de la ciclasa y el receptor durante la
decensibilizacidn con eventos que involucran al
citocesqueleto (130-1373). Lo interesante de este opunto es
que abre un pancrama scbre el papel de los microtidbulos vy
microfilamentos ern el mecanismo de accidén de las hormonas

peptidicas (134).

Resensibilizacicn testicular y poblaciones celulares

Uno de 1los aspectos poco estudiados del proceso de
desensibilizacidn testicular es el modo en que las celulas
de Leydig salen de ese estado y el efecto de nuevas

xposiciones a la hormona. No hay datos sobre el papel que
tendrian estos fenimenos en situaciones clinicas o
experimentales en las que se administran grandes dosis de
hCG o LH, en algunos casos durante largos periodos, para
estimular la produccion de testosterona. Se ha visto que
un tratamiento crénico con hCG produce una hiperplasia de
las ce&lulas de Leydig (135) pero no se sabe quz efecto
tendria una 1nica dosis desensibilizante sobre esas
c2lulas. La administracidn de hCG durante largos periodos,

en algunas situaciones clinicas como la anorquia bilateral



(126) o el hipocaonadismo hipogonadotréfico, produce
aunentos en 1los niveles plasmaticos de testosterona. Dos
arupos han demostrado ademds, que la administracidn de
miltiples dosis de ILH, inversamente a lo que ocurre con una
inica inveccidn. incrementa la capacidad esterocidogénica de
las células de Leydig (138,139). En nuestro laboratorio
(140) se demostrsd que una seqgunda dosis de hCG, en vez de
inducir uwn nuevo ciclo de desensibilizacidn, acelera el
proceso de resensibilizacidn, En este estado, los
receptores para LH no son detectables y, sin embargo, los
testiculos presentan una respuesta androgEnica normal a 1la
estimulacidn "in vitro” con LH. Un dato interesante es que
no hay variaciones detectables en la produccidn de AMFPc por
el &rgano entero y que. ademas. se da una reversidn de los

bloqueos esteroidogenicos.

A partir de todos estos datos se plantean varias
opciones: 1) que hubiera un mecanismo de estimulacidn de la
sintesis de andrdgenos independiente del AMPc como segundo
mensajerc: o 2) que edistiera una accidén selectiva de 1la
qonadotrofina sobre alquna poblacidn minoritaria de c£lulas
de Levdiq. Esta ultima hipdtesis se basa en el hallazgo de

que. en qgradientes de densidad. las c#lulas de Leydig se



distribuven en varias bandas (141-147Z) . Esta
hetercaeneidad de las celulas sugiris la posibilidad de la
aparicisn de distintos estadios de un ciclo celular (144).
Seaun el arupo de Fayne (142) las tres poblaciones
responderni de distinto modo a 1la estimulacidén con LH o
db-AMFC. pese & tener el mismo tipo de receptor. Esta
disimilitud en la respuesta podria estar dada por
diferencias en las actividades enzimdticas del camino
esterocidoaénico entre las distintas poblaciones (14%5).
Estas diferencias también se manifiestamn en los cambios de
distribucidn. en las poblaciones, de 1la produccidn de
andrsgenos durante la maduracidn sexual de la rata macho
(146). Es interesante notar que el mismo grupo encontrd
efectos diferenciales de una dnica o de wvarias
administraciones de gonadotrofina sobre la respuesta
esteroidoagénica v las enzimas relacionadas en las distintas

poblaciones celulares (138,147.148).

Accidn de las hormonas peptidicas a nivel gendmico

Se menciond mads arriba gue la sintesis de proteinas es
necesaria para la estimulacién de la esteroidog&nesis en

cElulas de Levdia. Inclusive. se ha demostrado (121) que



ciertas proteinas son especificamente inducidas por las
agonadotrofinas. Es comunmente aceptado que el AMFC puede
actuar como mediador intracelular de varias hormonas v, por
ende. como requl ador de la expresidn de qgenes en
cucariotes. Un efecto directo del AMFc & nivel de 1la
transcripcidn se encontrd para varios genes como el de la
prolactina (149,150), la fosfoenolpiruvato gquinasa (151),
la lé&ctico deshidrogenasa (152) vy, posiblemente, el de la
tirosina hidroxilasa (153) . En alaunos casos se ha
comprobado que estos efectos son mediados por la FE

dependiente de AMFc (154).

Durante bastante tiempo se pensd gque los efectos del
AMFc eran siempre mediados por mecanismos de fosforilaciadan.
Desde los trabaios de Langan (155) en los gque se demostrd
gue el glucagon v el AMFc estimulan la incorporacidén de
fadsforo a la histona Hl. se ha difundido la hipdtesis de
gue el AMFc puede mediar los efectos hormonales sobre 1la
transcripcidn estimulando la fosforilacidn de proteinas
nucleares. Esto se ha visto reforzado por numerosos
trabajos gque han demostrado 1la traslocacidn de la FE
dependiente de AMFc v su presencia en el nudcleo (156-159).

Sin embarao. hasta ahora no se ha encontrado ninguna



relacican causal directa entre la regulacidn de la sintesis
de FAIRNm \% las fosforilaciones o desfosforilaciones
dependientes de AMFc. Cuatro son los modos propuestos por
los cuales la fosforilacién de proteinas nucleares
afectaria la transcripcidn @ 1) la fosforilacidn de
proteinas reaqulatorias especificas capaces de unirse al ADN
activaria (o reprimiria) selectivamente algunos genes; 22)
la fosforilacién de las ARN polimerasas u otros elementos
de la maguinaria de transcripcidan podria aumentar las
velocidades de iﬁiciacidn o elongacidns 3) la fosforilacian
de proteinas estructurales (H1, Z. HMG 14 & 17) podria
alterar la conformacidn del nucleosoma de modo de facilitar
la transcripcidn: vy finalmente 4) la fosforilacisan podria
alterar la actividad de enzimas gue afectan las
modificaciones covalentes de proteinas de la cromatina o

del ADN.

No existen ain evidencias directas de la regulacidan
por AMFc de 1la Fosforilacidn de ARN polimerasas u otras
enzimas nucleares. Nada se sabe tampoco scobre los efectos
gue podria tener sobre la cromatina la fosforilacidn de
proteinas como la HMG 14, aunque se ha demostrado que eéta

proteina se une a zonas de la cromatina



transcripcionalmente activas (160). For otro lado se
conoce que la fosforilacidn de algunas histonas afecta la
afinidad de su unidn a otros componentes de la cromatina
(161). Recientemente Murdoch ' col aboradores han
demostrado gue en una misma c£lula el AMFPc es capaz de
reaular la transcripcidn de genes por dos mecanismos
moleculares distintos (162). El AMFC estimula la
transcripcidn del aen de la hormona de crecimiento y la
fosforilacidn de una proteina nuclear de 19.000 daltons, lo
que pareceria reflejar acciones nucleares directas de la FE
dependiente de AMFCc. En cambio, la estimulacién por AMFc
de 1la transcripcidn del gen de la prolactina parece ser
consecuencia de eventos dependientes de calcio., quizds a

traves de otras guinasas.

Algunas observaciones recientes 1llevan a considerar
una via alternativa., analoga a la presente en bacterias,
por la cual el AMFc regula la expresidén de genes sin que
medie la fosforilacidén proteica. El complejo formado por
AMFc v la subunidad requlatoria de la FK de tipo II pueade
ser un candidato para esa funcidn (163,164). For un lado
se ha informado que la subunidad requlatoria de la FE de

tipo Il es capaz de traslocarse al nicleo (158.165). For
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el otro. se han encontrado homoloagias entre la rearon de
wrron a wMPFc de la CAF (proteina que une AMFC en bacterias)
v la de la subunidad reaqulatoria de tipo I1I {164): ademas
la secuencia de aminodcidos de esta subunidad tiene alaunas
caracteristicas similares a la de las proteinas capaces de
unirse al ADN (167). Esto plantea gque la discciacian de la
FE. por aAMPFc podria activar dos procesocs: 1) la
tostorilacican de proteinas por la subunidad catalitica v 2)
la reoul acidn de la tranescripcidn por la subunidad

reaul atoria.

Topoi1somerasas de tipo I

Uno de los candidatos para actuar como blanco nuclear
de las hormonas son las topolisomerasas. Estas enzimas son
las encaraadas de controlar v modificar el estado
topolédgico del ADN. Al cortar transitoriamente una cadena
del ADN v pasar la otra a traves del corte (topoisomerasas
de tipo I) o al cortar ambas cadenas v pasar otro segmento
doble cadena (topoisomerasas de tipo II), estas enzimas
puaden catalizar numerosas interconversiones entre isdmeros

topolaaicos del ~DN (topoisdmeros).
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La enzima de tipo I fue hallada oriainalmente en E.
coli (168) v poco despuss en celulas eucaridticas (169).
Dado aue =stas enziimas no requerian cofactores de alta
eneraia (ATF o NAD) se postuld que la enzima. &l cortar el
ADN forma simultameamente un intermediarioc covalente ADN -
enzima. La ruptura transitoria del ADN permite cambios en
el mimero de superh&lices. La disociacidn de la enzima del
ADN esté& acompaiiada por el cierre del corte. Actualmente
se han descripto actividades de topoisomerasa I en una gran
variedad de tejidos (170-175), de algunos de los cuales vya
ha sido purificada la enzima (175). Esta presenta un peso
molecular que oscila alrededor de los 100.000 daltons
aungque existen algunas de mas de 200.000 daltons. En su
mayoria son activas en presencia de Mg*t y de quelantes,
aurique ce obtiene actividad habiendo Mgt en el medio
(176.177) . inclusive es estimulada por este idém en alqgunos
casos (178). Las enzimas eucaridticas pueden relajar ADN

superenrollado tanto positiva como negativamente

(169.176,177) .

La mayor parte de la actividad de topoisomerasa I en
c2lulas eucaridticas esta localizada en el nucleo. aungue

se han informado actividades en mitocondrias (179) Yy en
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cloroplastos. Estudios de inmunofluorescencia en alandulas
salivales de Drosophila indican que la enzima esta asociada

los sitios transcripcionalmente activos. Ya en 1766 se

i

suairi® el requerimiento de un "desenroscamiento" del ADN
para la transcripcidén, de modo que 1la rotacidn de un
seamento de ADN alrededor de su eje se llevaria a cabo en
lugar de una rotacién del ARN naciente (180). Varias
evidencias indirectas sugieren qgue. especialmente en
clulas eucaridticas,. la topoisomerasa I podria estar

involucrada en la transcripcidan.

Las primeras evidencias en ese sentido se originaron
en la presencia de una actividad relaiante de ADN en un
complejo viral (181) que también contiene otras enzimas
necesarias para la transcripcidn Y en nucleolos
amplificados de ovocitos de Xenopus (182) donde no se
detecta actividad de replicacidén pero es muy activa la

transcripcidn del ADN ribosomal por la ARN polimerasa I.

En trabaios mas recientes (183.184) se ha encontrado
que en los extremos 37 de ciertos cortes provocados por

deterqentes en el ADN de Tetrahymena termophila se hallan

proteinas unidas covalentemente. Esto sugiere la accidn de



una topolsomerasa de tipo I. Adem&s., los cortes se ubican
cerca de los sitios hipersensibles al atagque con ADNasa
pancreatica I. Dada la correlacidn entre estos sitiocs v
posibles sitios de requl acidén de la transcripcidn
(185-137) . la presencia de topolsomerasa [ sugiere una
intervencidn de esta enzima en la misma. For otro lado. la
perdida del fenotipo transcripcional en levaduras con
mutaciones ge las hacen deficientes en topoicsomerasa I o I1I
(188.189) indican la necesidad de alquna de estas enzimas

durante la tranmscripcidn.

Es posible que una fraccisn del ADN intracelular o
algunas reqgiones del cromosoma estén en un  estado de
superenrocllamiento negativo por encima o debaijo del numero
de superhelicidad correspondiente a 1la formacidn del
nuclecsoma. For lo tanto el estado de superenrollamiento

puede afectar la expresidn gendmica (190).

Todos estos datos hacen que se pueda considerar a la
topoisomerasa 1 como un factor importante en la regulacidn
de la xpresisn de qgenes y por lo tanto un candidato para

ser blanco de las acciones hormonales.



ORJETIVOS

Son muchos los aspectos conocidos sobre el mecanismo
de accidn de las hormonas peptidicas en las celulas blanco.
5in embarao existen varias etapas en este mecanismo qQue no
han sido adn descilfradas. En nuestro laboratorio se ha
utilizado como modelo. para profundizar en estos aspectos.
la accidn de la LH sobre 1las ce&lulas intersticiales del
testiculo. Lo interesante de este modelo, aparte de su
importancia en el sistema de reproduccidn de los mamiferos,
es que la gonadotrofina produce dos tipos de efectos en las
c=lulas de Levdig. For un lado estimula en forma aguda la
produccidn de andrdgenos, fundamentalmente testosterona.

For otra parte es responsable del mantenimiento celular.

ejerciendo un efecto tréfico sobre el tejido.

En este trabajo se encararon varios aspectos del
mecanismo de accidn de la LH en cé&lulas de Levydig,
relacionados tanmto con la respuesta esterocidoag#nica como

con la tréfica. Los objetivos propuestos fueron:
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1) Estudio fisicoquimico de la unidn de la hormona a sus

recenptores de membranas.

) An&lisis de la resensibilizacicdn de las ceElulas de
Levdiq. Se buscd caracterizar este fendmeno. completando
los estudios iniciados en nuestro laboratorio. Entre los
interrogantes abiertos figuran el papel del AMFc v los
efectos sobre distintos tipos celulares. en la respuesta a

nuevas estimul aciones.

3 Investigar los mecanismos de internalizacidn vy
degradacidn de la LH v su relacidn con la respuestsas
esteroidogsnica. En este punto se incluyen los estudios

sobre la funcicdn del citoesqueleto en el procesamiento de

la hormona.

4) Finalmernte., se estudiardn los efectos nucleares de la
accidn  hormonal. Se enfocara este punto hacia el estudio
de la modulacidén de la actividad de topoisomerasa I como

posible blanco de la accidn de la LH en el testiculo.
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MATERIALES Y METODOS

Ja

Ih

Animales de experimentaci:

Todos los estudios fueron realizados con ratas machos.,
cepa Wistar. criadas en nuestro instituto. La edad estuvo
siempre entre los S5 v los 80 dias. Los animales fueron
mantenidos en ambiente con temperatura constante e
iluminacidn controlada v alimentados con nutrimento Purina

v agua "ad libitum".

Los tratamientos con qonadotrofina se realizaron por
inyeccidn subcutdnea de 200 UI de hCG (Endocorion. Elea.
BEs. As.). disueltas en 0.2 ml de buffer fosfato Dulbecco
(FBES). A los animales controles se les administrd un

volumen iaual de FES.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacidn. y en
los casos en que fue necesario se recolectd la sanare v el
suero se aquards a -—-20°C para la determinacidn de los

rniveles de testosterona.



Obtengidn v purificacidn de las czlulas de Levdia

Se utilizd para la dispersidn del teiido tubular del
testiculo la técnica descripta por Mendelson v col. (Z28).
Los testiculos descapsulados.,. colocados en tubos de
plastico (Falcon) (thasta 6 testiculos por tubo). fueron
suspendidos en M127 (Difco) en una relacidn de 1 testiculo
por ml de medio conteniendo 0,23 ma/ml de colagenasa
(Worthinaton). La incubacidan se realizd a 35°C. durante 15
minutos en un incubador metabdlico con aqgitacidn constante
(180 rpm). Fimalizada la incubacidn., la reaccidn se detuvo
por dilucidn com M199 (8 ml por ml de inmcubacidn). Con el
obieto de dicpersar mejor el tejido., se aqgitd en forma
rotatoria el tubo. durante 32 minutos. deiandolo reposar
otros 3 minutos. Cuando los tubulos hubieron decantado., el
sobrenadante fue aspirado con una jerinaa de pléstico v
filtrado a traves de una malla de nvlon (Nitex) .,
recoqiéndose el liquido filtrado en otro tubo de plastico.
La resuspensidén se repitid uwuna vezr mds v el liquido
filtrado se iuntd con el anterior. Este filtrado.
conteniendo c=lulas intersticiales impurificadas. se

centrifuad a 700 x g durante 10 minutos.



Fara eliminar los aldbulos roios presentes en este
preparado. las celulas se resuspendieron en 4 ml de una
soglucidrm Tris—-HCl 1.7 WM pH 7.2. NH&CI 140 mM  (191) v se
incubd la mezcla durante 10 minutos a 3I5°C con aagitacidnm
constante (100 rpm). La lisis se detuvo por dilucidn (40

ml) con FES. Las c#lulas se recuperaron por centrifugacidn

a 700 »x a durante 10 minutos.

Finalmente las células de Levdig se purificaron por

centrifugacidn (3.300 % g, 10 minutos) a través de 8 ml de
urna solucidn de Metrizamida (Nyvegaard) al 117 . El
precipitado asi obternido estaba compuesto por un 95 - 98%
de cilulas de Leydig determinadas por la técnica

histogquimica para la Zp—hidroxiesteroide deshidrogenasa

(192).

[1¢p}
m
m
D]
175
1
1N
—
1,
13
(=8
Hio
i
]
111l
[|=8
(1
n
It
1
13
it
i
in
o
0
o
—
b1}
n
-
a
3
m
1]
[=8
110
n
)
j—
-
(ad
u
n
a
M

i
M
i<
(w8
-
10

Fara separar las distintas poblaciones celulares se
utiliz& el metodo descripto por Conn vy col. (19). A
partir de una solucién de Metrizamida en MI9, 80%L (E/Vv).

cse prepararon soluciones de las siqguientes concentraciones:
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2. 20, 15 v 11% colocando S, 10, § v 10 ml de cada una.
respectivamente. en tubos de plastico de SO ml de

lul as, resuspendidas en S ml de M199

i

cabacidad. Las <«

despugs de la lisis de aldbulos roios. fueron colocadas en

la parte superior del aradiente v los tubos fueron
centrifuaados a 3.300 g durante 10 minutos en una
centrifuaa Sorvall. Finalizada 1la centrifugacidn, se

individualizaron 4 bandas de celulas., denominadas O. IA., IR
v II (en orden de densidad creciente) de acuerdo con lo

erncontrado por Fayne v col. (142).

Se tomd cada una de las bandas con pipeta de pldstico,
se pasaron a distintos tubos. se diluveron con M199 (20 ml)
v se centrifugaron a 1,000 x g durante 10 minutos. EIl

lavado se repitid una ver mas.

Las hormonas peptidicas (hCG: hLH v oFrl) fueron
marcadas con Nal231 (New England Nuclear NEZ-033A) (libre de
portador, 17 Ci/ma). a temperatura ambiente, utilizando la
tecnica de lactoperoxidasa de Thorell & Johansson (193) .,

~

excepto que la reaccidn se realizdéd a pH 7.4 durante 2
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minutos. l.aa primera purificacidn de la hormona marcada se
realizd & través de wna columna (0.9 cm » 20 cm) de

Sephadex G--75. eguilibrada con buffer fosfato de sodio S0
mM., pH 7.3 conteniendo ©.2% de albumina de suero bovino
(BSA) (Siama. fraccion V). NaCl 100 mM v azida sddica 0.05%
. Cuando se requirid una LH marcada de mavor pureza se la
recromatografid en una columna de tamizaie molecular ACA S4
(Ultroael. LER) de 64 cm de largo v 1.3 cm de diametro. La
columna se mantuvo siempre en un cuarto frio (6°C). Como
eluvente se utilizéd un buffer fosfato. BSA O.1%. pH 7.4.
Se iuntaron fracciones de 0.6 ml que lueqo se contaron en
un contador de centelleo sdlido. El1 volumen total de 1a
columna fue 93,2 ml v el Vo determinado por azul dextrano
fue 29.7 ml. Se utilizaron como marcadores de peso
molecular 1la hemoalobina v el citocromo c (FM= 64.000 vy
12,300 respectivamente). En este paso se separan S picos
radiactivos correspondientes a agreqados (dimeros vy

mavores). la hormona. las subunidades v finalmente 1251

o
1291—tircsina. El pico correspondiente a la hormona tuvo
siempre una MCU entre 25 y 80%, mientras que los deméas

picos préacticamente no presentaban unidn a un preparado

testicular de membranas. La determinacidn de la actividad
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cspecifica de las hormonas marcadas se realizd por un
m&todo desarrollado en el laboratorio. lLos principios v la
comprobacidan de este metodo se detallan en la seccidn de

resultados.

o

Se homoageneizaron las prastatas ventrales de ratas

machos. a 0°C en 4 volumenes de FHES., pH 7.4 v, lueoc de

filtrar a traves de un tejido de nvlon. fueron
centrifugadas a 27.000 x g en una centrifuga refrigerada.
International RZ20, a 2-4°C durante 30 minutos. El

precipitado fue suspendido en 4 voliumenes de FES vy usado

para los estudios de unidn.

Se realizaron dos tipos de experimentos. En uno., se
equilibraron 100 ul de la preparacidén de membranas con
concentraciones diferentes de hormona marcada (entre 13.000
v 400.000 cpm) en un volumen final de 200 ul, a temperatura
ambiente durante 20 horas. La unidén no especifica se
determind en incubaciones paralelas conteniendo S wa de
prolactina ovina "fria". En el otro tipo de experimento,

100 ul de la preparacidn de membranas fueron eguilibrados



con SO.000 com de oFrl marcada v cantidades diferentes de
lhormona no marcada (0-20 na/tubo). en un volumen final de

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

rno especifica se evalud en la forma descripta.

Finalizada la incubacidn. se diluvd la mezcla con 2 ml
de FES frio v se centrifuagaron los tubos a 95.000 Q. &
2-4°C duwrante 15 minutos. Los precipitados se lavaron dos
veces con el mismo buffer v. luego de centrifuagarlos. se
determind la radiactividad remanente en los mismos con un
contadorr aamma auvtomatico Beckman Auto—-Gamma 4000. con una

eficiencia de conteo del &0Q%.

Corn el obietoc de obtener la capacidad méaxima de unidn
(MCU) de 1la preparacidn de hormona radiactiva. se
equilibraron diferentes muestras de la preparacidn de
membranas con 30.000 cpm de hormona marcada. obteniéndose
la unidn no especifica tal como se describid. A partir de
la ordenada al oriaoen de un arafico 1/ (radiactividad unida
en forma especifica) versus 1/(volumen de receptor
aareaado) es posible determinar la fraccidn de hormona
marcada que se uniria a una concentracidn infinita de

aceptor (MCU).
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Los testiculos descapcsul ados fueron homoqeneizados en
1 ml de Mu012 4 M (103) & 4 ml de FES sequn se requiriera
determinar los sitios totales (& los disponibles.
respectivamente. En el primer caso. despues de la
homogeneizacidn. la preparacidn fue diluida 15 veces con
buffer Dulbecco v centrifugada a 20.000 » g durante 195
minutos en una centrifuga refrigerada. En el segundo caso
se pasd a la etapa de centrifugacidn directamente. El
precipitado fue resuspendido en FES v recentrifuoado en las
mismas condiciones. El precipitado asi obtenido. fue
resuspendido en 4 ml de buffer v utilizado como fuente de

receptores.

Al icuotas de 100 ul de la fraccidn receptora fueron
incubadas con 50 ul de 1291-hcG & 1251-hLH (200.000 cpm: AE
= 10-30 uCi/uaq). durante 16 horas a 23°C & 2 horas a 35°C.
La unidn no especifica se determind por aaregado de 100 Ul
de hCG (Endocorion). Despu&s de la incubacidn., se

agregaron 2 ml de buffer frioc v los tubos se centrifugaron

a 1.300 » g durante 10 minutos. Los precipitados fueron
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lavados una vez v la radiactividad <e determind en los
precipitados remanentes. lueqo de la aspiracidan  del
sobrenadante. La unian especifica de la hormona se express

como fmoles o cpm de hormoma unida por testiculo o por ma

de proteinas.

En otro tipo de experimento los sitios receptores para
LH se determinaron directamente sobre las c2lulas de Levdiqg
purificadas. Fara ello el esquema fue idéntico al
descripto en el parrato anterior salvo gque la fraccidn
receptora estaba constituida por c£lulas intersticiales en

suspensidn (100.000 — 400,000 c&l.). En este caso los

resultados se pueden expresar en sitios por ce&lula.

Fara determinar el valor de la constante de afinidad
(Ka) se realizaron #perimentos de saturacian o de
competencia como los descriptos para la unidn de la ofFrl v
los datos se analizaron seaun los métodos de Scatchard
(194) o lineal directo (199). Fara ello se utilizaron
proaramas de computacidén para una Hewlett Fackard HF86.

desarrollados en nuestro laboratorio (196).
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\nida a membrana celular

Fara separar la hormona unida a la superficie celular
ce utilizd el matodo del tratamientc &cido (105.197) con
alagunas modificaciones. Una vez realizada la incubacicn de
las células o membranas con la hormona marcada o "fria”. se
centrifugaron las mezclas y el precipitado se resuspendis
en 1 ml de una solucidn de aglicina S0 mM y NaCl 100 mM, pH
Z.0. Despuds de una incubacidn de 2 minutos en hielo. la
reaccidn se detuvo por agreaado de 2 ml de M199 previamente
llevado a pH 2.0. Los tubos se centrifugaron a 1.000 % g
durante 10 minutos y. lueqo de aspirado. el sobrenadante se
descartd., Segun 21 experimento realizado el precipitado se
contd en un contador gamma o se reutilizd como fuente de

receptores.

isn de la 1291-LH degradada
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Fara cuantificar la tradiactividad correspondiente a
los productos de degradacican de la hormona marcada. el
medio de incubacidn. libre de c£lulas. se contd en un
contador de centelleoc sdlido. Lueaoc. se tratd con un

volumen de 4dcido triclorocacetico (TCA) al 20% . La mezcla



se incubd durante 30 minuteos a 4°C v se centrifuad a X.000
rom en una centrifuga Sorvall refriacerada. El sobrenadante
fue aspirado v descartado; el precipitado se resuspendid en
0,3 ml de NaOH 1 N v se contd. La diferencia entre las dos
mediciones corresponde a la radiactividad de los productos

de dearadacisn de la hormona (111).

in viva! a la administracicn de hCG

Fara estos estudios. cada grupo consistid de 6
animales. tres de ellos recibieron vehiculo, mientras que
los otros tres fueron invectados con 200 UI de hCG
(Endocorion). dos horas antes de ser sacrificados. Se

iuntd la sanare v en el suero se determind testosterona.

La capacidad estercidogéEnica de los testiculos de las
ratas controles o tratadas con hCG se examingd "in vitro"
por estimulacidn con gonadotrofina. Los testiculos fueron
extirpados i1inmediatamente despues de que los animales

fueran sacrificados. luego descapsulados v colocados en 3

mnl de M199, conteniendo 1-metil - 3-isobutil xantina (MIX)
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(Aldrich) 0.1 mM v EBSA 0,14 . La estimulacidn maxima
producida por aonadotrofina se determind aaregando S00 ng
de hCG {11.000 Ul/ma) o dibutiril AMF ciclico (db-AMFc)

(Siama) 1 mM. Los viales de incubacidn se colocaron bajo
atmisfera de carboageno (Og 95% y Clo 5%) v fueron incubados

durante 4 horas a Z4°C.

El medio de incubacidn fue decantado a tubos de vidrio

v centrifugado a 1.500 » g durante 10 minutos. El
sobrenadante fue aspirado v guardado a -20°C hasta 1la
medicidn de testosterona. progesterona Y

17« hidroxiprogesterona. Fara la determinacidn de AMFc. se
tomd una alicuota de 0,5 ml antes de conaqgelar el resto y se
la hirvid durante 10 minutos. Luego de centrifugar, el

sobrenadante se auardd congel ado.

Las células., obtenidas seaun la técnica va indicada.
se incubaron en un volumen final de 1 ml de M199
(aproximadamente 200,000 células intersticiales en un
ensavo tipo) con MIX 0,1 mM, BSA 0,4% vy suplementado con

distintas hormonas o reactivos seqgqun la experiencia a
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realizar. Salvo que <ce indiqgue lo contrario las
incubacicones se llevaron a cabo durante 4 horas a 34°C, en
un incubador tipo Dubnoff v baioc atmésfera de carbdageno.
Finalizada 1la incubacidn. los tubos se centrifuaaron a 800
¥ a durante 10 minutos. a 4°C. El liquido sobrenadante se
pass & tubos de vidrio vy se hirvid durante 10 minutos. Se
centrifuagaron luego a 3.000 rpm durante 10 minutos v el
medio sobrenadante se quardd a -20°C para la determinacidn

de esteroides v AMFc.

El precipitado celular se utilizd en algunos casos
para la determinacidn de la actividad de unicn de las
proteinas guinasas siquiendo la técnica que mds adelante se

detall .

El dosaie de la testosterona se realizdé por
radioinmunoensayo sobre una dilucidn 1:25 de los medios de
incubacidnm. Se utilizd un suerc anti-hormona. obtenido por
inmunizacidn activa de conejos (198). El antisuero se
utilizé en uwna dilucidn apropiada para ligar el SO de la

hormona marcada usada comno trazador (3H—Test05ter0na. New
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Emnaland Nuclear NET-387. 40-60 Ci/mmol) (10.000 cpm). El
ranaoc de utilidad es de 12.5 a 800 pa de hormona, en un
volumen final de 0.3 ml. Se incubd durante 16 horas. 4°C.
La hormona libre se separd por agreqgado de 0.2 ml de una
suspensian de carbdn  (Norit A) - dextrano (T 70) (0,5 -
0. 09% p/v) en el buffer de en=avo. La radiactividad se

determind en un contador de centelleo 1liquido.

El radioinmunoensayo de proagesterona se realizd sequn

la tEcnica de Abraham Y col. (199). La
17 hidroxiproagesterona se midid con un anticuerpo
especifico. como lo describieran Nieschlag vy col. (200) .

El anticuerpo contra la 17«hidroxiproaesterona mostrd una
reaccisn cruzada con la proaesterona. por esto las muestras
de medio de incubacidn debieron ser extraidas previamente v
cromatografiadas en placas de alumina usando como solvente
de desarrollo cloroformo @ &ter (B0 : 20). Se usd un
patran interno tritiado. para corregir por pardidas durante

la purificacidn.

La testosterona sérica se determind despuss de dos
extracciones con S ml de <ter etilico (Merckhk). El residuo

remanernte despuéds de la evaporacidn de los extractos



etereos se resuspendid en 0.5 ml de buffer de reaccidn.
Fara la determinacian por radioinmunoensavo de tecstosterona

se toma una alicuota adecuada de esta soluciadn.

El tratamiento de los datos de los radioinmunoensavos.

asi como los de las determinaciones de AMFc. fue hecho con

un proarama de computadora desarrollado en colaboracidén con

el Dr. Orti.

Determinacidn de 1 oncentracicn de AMFC

i
in
1.

El AMEFCc fue determinado en los medios de incubacidén,
previamente hervidos. sequn el método de Brown vy col.
(223) . sin modificaciones. La curva patrdén se utilizd

entre 0,06 v 40 pmoles de AMFc (Siama).

El precipitado celular, obtenido lueqo de 1la
incubacidn de las c<£lulas intersticiales.se lavd con 1 ml
de M199. conteniendo MIX ©,1 mM. El precipitado se
resuspendid en 1 ml de buffer TMM (Tris-HCl1 20 mM pH 7.4

MIX 0,1 mM v 2Z-mercaptoetancl 10 mM). Esta suspensidn
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celular se sonicd durante 15 segundos en la posicidn 7 de
un  sonicador Brinkmann. El1 homooenato sonicado se mantuvo
a 0°C v se usa como fuente de quinasa de proteinas. La
mezcla de incubacidn contenia S0 ug de proteinas. 1 uCi de
3H-AaMFc (New Enaland Nuclear. 40 Ci/mmol) en 200 ul de
buffer fosfato de potasio 80 mM pH 6.5. conteniendo acetato
de maanesio 10 mM, 2Z-mercaptoetancl 1 mM y MIX O,1 mM.
Fara calcular la unidn especifica se aaregsd ademas en otra
serie de tubos AMFc 1 uM. La incubacidn se efectus a 6°C

durante 2 horas. para determinar los sitios libres. Una
vez finalizada la incubacidn. se aaqregaron 2 ml de TMM v se
filtrd a través de un Millipore (0,45 w). El tubo se lavd
dos veces con 2 ml de TMM. v lueqo. con 2 ml del mismo
buffer se lava el filtro. El filtro se de.id secar vy se

cont® la radiactividad unida usando toluernoc centellante. en

un contador de centelleo 1iquido.

Un esquema simplificado del procedimiento de obtencidn
de extractos de células de Levdia se observa en la figura
1. Las c#lulas de Levdia purificadas como se menciond

anteriormente se lisaron en una solucidn hipotdnica de



CELULAS DE LEYDIG
1)Na COzH 1mM
2)CONGELAR -70 °C
3)BUFFERa Ct; 5.000g 20’

AN

NUCLEOS IMPUROS CITOSOL

A+0,25% TX 100

— = 1,62 M SACAROSA
—>22 M
th 30.000 rpm. 30°

v
NUCLEOS

TEM 0,5M
PEG 6%
vy Ct; 10.000g 30’

ppt EXTRACTO
NUCLEAR

Fiagura 1: Esqguema de obtencidn de extractos celul ares.



bicarbonato 1 mM. MaCip 0.2 mM vy ditiotreitol (DTT) 0,5 mM.
Fara completar la ruptura celular la suspensidn se conageld
& =70°C dwante 10 minutos. Despu#s de descongelar los
tubos se les aareqd 2 volumenes de buffer TEM (Tris-HC1 20
mM pH 7.S9: ECl 20 mM: MqC12 S mMy DTT 1 mM v el inhibidor
de proteasas fluoruro de metil fenil sulfonilo (FMSF) 1 mM)
v se llevd a 0,22 M en sacarosa. La relacidn Ma/K

utilizada en este buffer permite estabilizar las membranas

nucleares. impidiendo una hidratacidn brusca de la
cromatina. La mezcla se homoageneizd en un Ultraturrax ( 2
% 15 sea ) v lueao se centrifugd a 5.000 g durante 20
minutos. El sobrenadante se rotuld como citosol. se le

aareaqdé alicerol hasta alcanzar un concentracidn de JIQ%L  v/v

v se quardds a —-20°C.

Fara la purificacisn de los nucleos a partir del
precipitado proveniente del paso anterior se procedid sequn
lo descripto por Aquilano vy Dufau (201) con algunas
variantes. El preparado de nucleos impuros se resuspendid
en TEM gue contenia sacarosa 0,25 M vy 0,25% de Tritdédn X100,

La mezcla se homoaeneizd v se sembrd sobre un  gradiente

+)

v 1.6

8

discontinuo de sacarocsa ( 2 M) en TEM. El

gradiernte se centrifugs a 124.000 % g durante 30 minutos en



un rotor Beckman SW S6 (Z1.500 rpm). Despues de aspirar v
descartar el sobrenadante. el precipitado se lavd en TEM
0,15 M en NaCl v se verificd la pureza de los nidcleos

observandolos en un microscopio de contraste de fases.

Las proteinas nucleares se extraijeron mediante la
homoaeneizacidn de los nidcleos con una jeringa de pldédstico
de 1 ml en un buffer TEM (Tris-HC1 SO mM pH 7.95: DTT 1 mM:
FMS5F 1mM: EDTA 1 mM y distintas concentraciones de NaCl).
Cuando rno se 1indigue 1o contrario las extracciones se
realizaron en NaCl 0.3 M (TEM 0,3), fuerza idnica necesaria
para extraer las proteinas unidas debilmente a la
cromatina. Se deis la mezcla en hielo durante una hora v
lueqo se le aareaqd polietilenglicol (FEG 8000) hasta una
corncentracidn de 6% v/v, para precipitar la cromatina.
Despu<s de otros 30 minutos a 0°C se centrifugs a 15.000 x
a durante 195 minutos vy el sobrenadante se llevd al 30% en

alicerol. El extracto nuclear se guardd a —-20°C.

Todos 1los pasos de obtencidn de extractos se

realizaron manteniendo la temperatura entre O v 4°C.
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En otros cascs. a partir de los nucleos puros se hizo
un primer extracto con TEM 0.5 tal como se describiera en
los parrafos anteriores. Lueqo. el precipitado de
cromatina se resuspendid en TEM 1 (1 M en NaCl) v o Se

extraio mediante el procedimiento va descripto.

Las células de Leydig purificadas v lavadas dos veces
con FBS +Ffrio se resuspendieron en buffer TEM v se
homoaeneizaron por pasaie a traves de una jeringa de
plastico de 1 ml (80 veces). Una vez comprobada la lisis
celular por observacidén al microscopio de contraste de
fases., se procedid a aumentar la fuerza idnica hasta 0.9 M
en NaCl por aaregado de un volumen de TEM 1. La mezcla se
volvid a homoageneizar (40 veces. por jeringa) v se dejs a
Q°C durante una hora pgra permitir la extraccidn de las
proteinas laxamente uniidas a la cromatina. Despues de 1la

wtraccidn, se aareqd FEG hasta una concentracidén final del
6% v lueao de permitir la precipitacidén de los dcidos
nucleicos se centrifuad a 15.000 % g durante 13 minutos.

El sobrenadante se llevd al 307 en qlicerol vy se lo

denomind extracto total. Este extracto se conservd a -20°C
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hasta la realizacidn de los experimentos.

Ensavo de topoisomerasa 1

La relajacian del plasmido pRR 322 (obtenido en el
laboratorioc del Dr. EBaldi utilizando el m&todo descripto
por Maniatis y col. (202)) se llevd a cabo en 10 ul de una
mezcla que contenia: Tris—-HCl1 S0 mM pH 7,33 NaCl 0,2 M: DTT
1 mM: BSA 30 wuaq/ml: EDTA 1 mM3y 1 ug de plasmido
superenrollado vy cantidades variables de proteinas
provenientes de los distintos extractos. Despu&s de la
incubacidn a 3I4°C (durante 30 minutos en un ensavo tipo) la
reaccidn se detuvo por el aagregado de 2 ul de una solucidn

aue contenia: dodecil sulfato de sodio (8SDS) 6% alicerol

607 v azul de bromofenol 0,05%.

Fara determinar el agrado de relajacian del ADN la
mezcla se sembrd en un Qel horizontal de aacarosa 1%. El
buffer de corrida estuvo compuesto por Tris—acetato 20 mM
pH 8.0 v EDTA 1 mM. La electroforesis se llevd a cabo a
temperatura ambiente. durante 14 horas con una diferencia
de potencial de I volts/cm. Al final de la corrida el gqel

se tifd con una solucidn de bromuro de etidioc al O,0002%
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ve.epara su analisis. se ilumind con luz ultra viocleta. Las
tfotoaratias se tomaron con pelicula Kodak Tri X de 4090 ASA

utilizando un +iltro roijo.

Se definid una unidad de topolisomerasa 1 como la
cantidad de enzima capaz de relajar un S04 (0,5 ua) del
plasmido superenrollado pEBR 322 en 30 minutos a Z4°C. La
actividad de topoisomerasa I se cuantificd seqgun el metodo

de las curvas de dilucidn descripto por Martin A%

col aboradores (203).

Los extractos +totales de c#lulas de Levdia (3 - 8 uag
de proteinas) se preincubaron en presencia o en ausencia de
AMFc 1 mM  durante 20 minutos a 3J4°C. La mezcla de
incubacidn tenia adem&s Tris—-HC1 S0 mM pH 7.5, NaCl S0 mM,
DTT 1 mM. MaClyg S5 mM vy ATF 2 mM. Despu&s de la
preincubacian Sse ajustaron las condiciones para la
determinacisn de la actividad de topoisomerasa I tal como

se describid en la seccidn anterior.
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Otras determinaciones

Las proteinas se cuantificaron por el m&todo de Lowrv
(204) salvo en los ertractos preparados para la medicidn de
topolsomerasa en los que se utilizd el m&todo de EBradford

209) . Esto se debe. por un lado & la mavor sensibilidad
de ecste idltimo méEtodo v por el otro a la interferencia que
produce el FEG con los reactivos del mitodo de Lowrv. ER

ambos casos se utilizd BSA como patrdn.

Las c¥lulas de Levydia se contaron en una camara cuenta
alibulos de Neubauer. Se utilizaron para ello dos tEcnicas
de tincidn: una especifica para c#lulas de Levydia (192) \%
la otra con azul de metileno. En la primera la mezcla de

tincidén estuvo compuesta por:

100 uwl de dehidroepiandrostercna (5 ma/ml en
propilenqglicol)

100 ul de Endocorion (1.000 UI/ml en FES)

400 ul de p - nitro - azul de tetrazolio (4 ma/ml
en FEBS)

200 ul dep—$MD (16 mg/ml en PES)
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400 ul de suspensidn celular (aareaados al final).
Esta mezcla se incuba a 34°C durante 3 horas. Las

czlulas teinidas de azul se consideran celulas de Leydiaq.

La tinmncidn con &azul de metilenoc requiere de la
siguiente mezcla de reaccidn: S0 ul de la suspensidén
celular + 150 uwl de azul de metileno (2% en aaua). Esta
mezcla se incuba 10 minutos a temperatura ambiente v lueaqo
se diluye con 300 ul de M199. Finalmente se cuentan las

cElul as.
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RESULTADOS

I-Medicisn de la actividad especifica de hormonas marcadas
Se presenta aqui una téecnica simple v adtil para
obtener las actividades especificas de las hormonas

marcadas rtradiactivamente, con una descripcidn detallada de
los principios matematicos involucrados v de la

comprobacidn experimental del mé&todo.

—
3
18
rt
0
a
Q

Descripcisn y aplicacidn de

Cuando solamente estd presente un udnico tipo de sitios
de unidn. se puede escribir la siguiente ecuacisn (124):
B/F = K (@ - K)
donde R es la hormona unida, F la libre, K es la constante

de afinicdad v @ es el nimero total de =itios receptores.

El anadlisis de la unidn de un ligando radiactivo a sus
receptores puede ser realirado variando la concentracid&n de
hormona marcada (saturacidn) , o por un estudio de

competicidn donde una cantidad constante de liagando



radiactivo es mezclada con concentraciones diferentes del
mismo reactivo. no marcado. Se pueden entoces obtener dos
araticeos: B/F versus radiactividad total (cpm) aaregada  a
la me&zcla de imcubaciesn vy  B/F versus cantidad (ng) de
hormona "fria" saregada . respectivamente. 6Gi el sistema
receptor es el mismo en ambos casos. es decir si se aplican
la misma Ka v el mismo & (cosa que es siempre cierta cuando
se utiliza la misma preparacidn de receptor o anticuerpo vy
ambos experimentos son realizados simultaneamente v en las
mismas condiciones) vy las hormonas radiactiva v "fria"
presentan iqual comportamiento frente al receptor. luweqo.
para un valor determinado de B/F la masa de hormona unida
al receptor debe ser la misma en ambos casos. La ecuacidn
que refleja esta situacidn es:
(B1/T1) . plx = (B2/T2) . (p2% + p) C11

donde, para el primer experimento. Bl es la radiactividad
unida en forma especifica. Tl es (radiactividad total -
radiactividad no especifica) MCU v pl¥ es la masa de
hormona radiactiva correspondiente a T1. B2, T2 v p2%x son
los mismos parametros correspondientes al sequndo

experimento v p @s la masa de hormona "fria" agregada.



En la ecuacidn [11, pl%x/T1l v p2%/T2 son iguales a la
inversa de la actividad especifica (ARE) de la hormona
marcada. en t&Erminos de cpm/nQ.  Asi:

(BR1/AE) = (RZ/AE) + (B2.p) /T2 (2]

De la ecuacidn [2]:

AE = (B1 - B2)T2Z/B2.p = (B1.T2 - BR2.T2)/B2.p [3]

La suposicidn original era gue:

El1/F1 = BZ/F2

donde Fl1 es la cantidad de hormona libre (T1 - El1) v F2 es
T2 - RZ2.
Lueago:

B1/(T1 - B1) = R2/(T2 - H2?) C43]

Reordenando la ecuacidn [41]:
B1(T2 - R2) = B2(T1 - E1l) {51
B1T2 - BIRZ = B2T1 - EBZB1 (6]

B1T2 = B2T1 [7]

Reemplazando [71 en la ecuacidn [31]:

AE = (B2T1 - B2T2)/B2.p = B2(T1 - T2)/BZ2.p




Lueao:

AE = (T1 - T2)/p £81

La ecuacidn [8] indica aque la actividad especifica
puede obtenerse de los araficos antes mencionados. a
igualdad de valores para B/F v que es necesario descontar
la radiactividad total usada como trazador cuando 1la

tiormona "fria" es la variable.

Un wvalor mas confiable de la actividad especifica se
obtiene de la siguiente manera. De la ecuacian [B81]:

AE = TZ/p2% = (T1 = T2)/p

Reordenando la ecuacian [81]:

Tl = T2 + (TZ2/p2%).p (9]

Esta es la ecuacidn de una linea recta cuvas variables son
Tl v p. For otra parte., la ordenada al origen es T2, o sea
el total del trazador marcado usado en el edxperimento de
competencia, v la pendiente es la actividad especifica de
la preparacidn de hormona radiactiva. Realizando un
qréfico Tl versus p, para diferentes valores de B/F, uno
puede obtener uwuma linea recta usando una rearesidn lineal

simple. v de alli calcular el valor de 1la actividad
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especifica del ligando radiactivo.

Comprobacidn experimental

La figqura 2 muestra el perfil de purificacidan obtenido
lueao de la marcacicn de prolactina ovina con Na1251. La
actividad especifica de esta preparacidn hormornal
(calculada & partir de la eficacia de la incorporacicn de
1251 a la +fraccidn protéica, 6%, determinada por la

g

integracidn del agré&fico) fue de 32.6 uli/ua.

-

La figura I3 muestra el ensayo de autocdesplazamiento,
donde se varid la ofFrl "fria" o la preparacidn radiactiva.
calculéandose la relacidén B/F en ambos casos. For razones
que se discutirédn més adelante. se considerd una MCU del
100%. A partir de estas representaciones v usando un vranqo
de B/F entre 0,08 y 0,045, se obtuvieron los valores de T1
v p Yy se graficaron como se muestra en la figura 4. La
actividad especifica, calculada como la pendiente de este
arafico, fue 3I3F,3 ulCi/ug, valor que se encuentra en

concordancia con €l mencionado de Z2,6 uli/uaq.
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Fero. como se discutid en la introduccidn. este no es
urn valcocr exacto sinmo que corresponde a un promedio de
especies marcadas con distintas actividades especiticas.
Con el obietou de obtener una AE mads confiable de la hormona
capaz de unirse a sus aceptores., se considerd la maxima
capacidad de unidn de la preparacidn hormonal. La figura S
muecstra el ardfico de 1/(radiactividad unida) Versus
1/{(volumen de receptor aaregado). donde la inversa de la

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

Considerando este valor, se corriqieron los valores de
B/F v se los volvid a araficar en funcidn de la cantidad de
prolactina no marcada o de 1la nueva radiactividad total
agregada v correqgida (figura 6). Usando estos agraficos vy
la linea recta obtenida a partir de ellos. se calculd una

actividad especifica de 12.4 uCi/uaq.

Fara observar el efecto de considerar una actividad
especifica o la otra. se realizaron arafticos sequin
Scatchard (194) (figqura 7) utilizando los valores de B/F vy
los de 1la radiactividad unida en forma especifica del

wperimento de saturacidn. Fuede observarse que la

constante de afinidad en ambos casos es la misma (5.4 nM‘l
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Figura S: Determinacidn de la mé&xima capacidad de unisn de
la preparacidén de hormona radiactiva.
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Figura 7 Graficos de Scatchard obtenidos de los

experimentos de unidn utilizando las AE calculadas a partir
de las fia. 3 v 6.



para una AE de 3.3 uCi/ua y 4,7 nM-1 para una AE de 12.4
uCi/ua). mientras que se produce un aumento sianificativo
et la concentracicdn de sitios receptores (de 29 pM a 97 pM

para la menor actividad especifica).

Los valores obtenidos para la gonadotrofina coridnica
humana marcada con 125 1. usando membranas de testiculo de
rata como sistema receptor y para JH-testosterona. usando
un anticuerpo especifico, fueron los siguientes: para la
hCG. la AE determinada por el perfil de elucidn de la
columna cromatourafica. con posterioridad a 1la marcacidn,
fue de 12.5 ulCi/ug, mientras gue el resultado obtenido por
el mstodo descripto fue de 11,5 ulCi/ug. For otra parte.
los resultados para JH-testosterona fueron: 36.0 Ci/mmol,
cuando la AE se calculaba a partir de los datos obtenidos
de New England Nuclear, recalculados seguin el decaimiento
radiactivo del tritio v 37,0 Ci/mmol cuando se utilizd 1la

técnica del autodesplazamiento.



II-Farametros de la unidn de la LH
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La primera etapa en el estudio del mecanismo de accidn
de la hormona luteinizante en c&lulas de Levdig consistid
en €l analisis de los parametros cingticos v termodindmicos

de la unidn ligando — receptor.

En la figqura 8 pueden verse tres curvas de asocciacidén

de 125I—hLH a c2lulas de Leydig. en funcidn del tiempo v a

tres temperaturas diferentes (8. 26 v 3F4°0C). Estos
experimentos S realizaron sobre cé&lulas enteras en
suspensidn. permitiendo asi que se complete el

procesamiento de la hormona por la cé&lula. estableciendo un
equilibrioc dindmico. similar al existente en el animal. En
cada panel se incluyen los datos de hormona unida a la
membirana celular v de hormona internalizada. Estos dos
parametros se discernieron mediante el tratamiento de las
c2lulas con un medio acido. Este procedimiento despeqa el
100% de 1la hormona uwunida a la membrana celular v no
destruve la integridad celular a juzgar por 1los datos de
microscopia Sptica,. manteniendo la respuesta

esteroidoasnica (1035). Fuede verse que tanto a 8 como a 26
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v a 24°C se ocbhserva el proceso de entrada de la hormona al

interior celular.

A partir de estos datos se calcularon las constantes

de velocidad de sequndo orden para la reaccidn:

Los valores se calcularon basandose en la hormona unida
total (internalizada + superficie + degradada)l, es decir

que representan constantes de asociacidn aparentes y que

‘deberan ser recalculadas una vez gue se conozcan las dem&s

constantes involucradas en el estado estacionario

(agrupactdn, endocitosis, recambio de receptores.

transporte. dearadacidén., etc.). Los resultados fueron:

para 8°C ki = 0.0021 nM~l @min-l; para 26°C 0,0084 nM-l
1

min~! y para Z4°C 0.0135 nM~l min-l.

Estos valores de k1, transtformados a M-1. seq‘l. fueron
utilizados para realizar un gréafico de Arrhenius, sequn la

siguiente ecuacidn:
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k= @.e ~ E/RT
0 su expresidn logaritmica:
In kK = - _E; + C
RT
La figura ? muestra el arafico cobtenido donde puede verse
la linealidad que existe entre las constantes halladas v
(1/T) (con T en grados kelvin). La energia de activacian
(E). calculada a partir de la pendiente de este grafico.

resulté ser de 1?.410 cal/mol v A = 1,62 x 1014 M_1 seg—l.

El t&rmino A se denomina "factor de frecuencia" v
representa la frecuencia total de encuentros entre dos
mol&cul as reaccionantes. Es evidente que cuanto mavor sea

el valor de E menor sera el factor e'E/RT

Y.« COMO para
muchas reacciones el factor de frecuencia no var ia
considerablemente, sera la energia de activacidn la que
determine. a menudo. si la reaccidn es rdpida o lenta a una
dada temperatura. Una reaccidn bimolecular con un valor de
E de 20.000 cal/mol tendrda una velocidad mensurable a
temperaturas ordinarias. El valor obtenido indica gque la

reaccidn de asociacicn entre la hormona v su receptor es

una reaccién rapida a las temperaturas fisiolagicas.
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Figura 9: Grafico de Arrhenius mostrando la relacién entre
las constantes de velocidad de asociacicsn vy la temperatura.
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Una vez analizada la ascciacidn de la LH a las c&£lulas
de Levdig. se encard el estudio de la reaccidn inversa, la
disociaciadn. Fara ello. uwun preparado de membranas de

lulas de Levdiq se trata con hormona marcada durante dos

103

C
horas. lueqo se lavdéd., se lo dividid en alicuoctas v reincubd
a 3I4°C en presencia o ausencia de un exceso de hCG no
marcada. A cada tiempo se determind por duplicado 1la
cantidad de 125 I-hLH unida. La figura 10 presenta el
arafico de disoq}acién del compleijo hormona receptor en
funcidn del tiempo. A pesar de que este experimento se
realizd en membranas de células de Levdig yv no en c=lulas
enteras, los resultados obtenidos muestran una curva de
disociacidn de tipo bifasica, con una primera componente
rapida vy una segunda de disociacidn mds lenta. Ademas.
dada la superposicidn de las dos curvas (con v sin hCG)
guedaria descartada la posibilidad de que en la unidn de la
qornadotrofina a sus receptores testiculares se produzca un

fenédmeno de cooperatividad negativa.

Esta curva de disociacidén corresponderia a una

expresidn del tipo:
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Figura 10: Curvas de disgociacisn para la unién de 129 1-hnLH

a membranas de celulas de Leydig, en presencia (®) o
ausencia (B) de hCG en exceso.
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-t 0

Bt = Bl K2t + g o-k'2t

donde Bt s la hormona unida &l tiempo t v Bl v B2 la

hormona unmida a cada componente, a t = 0. De aqui se
obtienen los siquientes valores: Bl = 15,87 pM: k2 = 0,12
R B A T S = 5Ty, =4 |
min ~3 B2 = F1.43 pM v K72 = 9,3 ¢ 10 min~*.
La presencia de esta segunda componente podria

representar un seaqundo sitio de unidn (nunca descripto
hasta ahora para LH)., o©o bien microagreaaciones en la
membr ana con vesiculizacidn local que impediria la
discciacidn de la hormona involucrada en este proceso. Es
de notar qQue este proceso de microagregacidén es una de las
etapas del fendmeno de internalizacidn del complejo hormona

receptor.

Los datos referentes a la asociacidn \Y a la
disociacidén hasta aqui descriptos sugieren desviaciones de
la linealidad en un qgrdafico de Scatchard realizado en
condiciones de equilibrioc v utilizando una hormona marcada
con baja actividad especifica. La fiqura 11 nos muestra el
arafico correspondiente que, realizado en c£lulas enteras,
a 34°C v con una 125 [_hLH de 2.8 uCi/s/uvg. representa un

estudioc en estado estado estacionario mads gue un analisis
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de equilibrio. De todas formas. con los debidos recaudos.
sirve para comparar este resultado con los va presentados,
tambiéEn realizados sobre ceé&lulas enteras v a temperatura
fisiolagica. La curvatura del grafico de Scatchard, podria
deberse a la presencia de dos sitios de unidan para LH,.
descartada la opcidan de un Fencdmeno de cooperatividad
negativa (figura 10). El andlisis del grafico seqin la

técnica de las pendientes 1limites (212). para dos sitios de

unidn, dio los siguientes resultados: Kal = 11,6 ¥ 10IU M-1

con @1 = 0,015 nM v Ka? = 7,2 x 109 Ml con 82 = 0.048 nM.
Este resultado fue observado en cuatro experimentos
diferentes. incluyendo dos realizados en membranas
testicul ares. No se puede aun inferir si este sequndo

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

estado especial de la membrana en proceso de
micyroaagreaqacidn, previo a la internalizacidan de los
receptores.
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Como primer enfoque en el estudio de 1la respuesta
testicular despuss de una o dos dosis desensibilizantes de
hCG (200 UI) se hicieron ensavos "in vivo". Fara ello se
invectaron animales con una dosis de gonadotrofina v se
analizd la evolucidn de los niveles de testosterona serica
durante los diss subsiguientes. En la figura 12, panel de
la izguierda. se ve que luego de una brusca subida durante
las primeras 24 horas. la concentracidn de tecstosterona
comenzs & descender. pese a que los niveles de hCG
plasmética permanecieron altos hasta las 48 horas., pero
presentd un nuevo pico a las 72 horas. Ya al dia 4 los
valores volvieron a bajar a los niveles fisioldaoicos. La
administracidn de uwna sequnda dosis de hCG. 48 horas
después de la primera, impidid el descenso en los valores
de testosterona a los dias 4 v S despugs de la primera

inveccidn.
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La peardida de la respuesta "in vivo" de las ceElulas de
Leydia entre las 24 v las 72 horas posteriores a 1la
inveccian de 200 Ul de HhCG. se demostrd porgque la
administracidn de una sequnda dosis. 2 horas antes de
sacrificar los animales. no indujo ningun incremento
significativo en la testosterona plasmatica (figura 12,
panel de la derecha). La respuesta estetroidogénica de las
c2lulas de Levdig a la estimulacidn exdgena. reaparecis

recign 96 horas despugs de la primera inveccidcn.

Una segunda adminlstracidn de hCG. 48 horas despugs de
la primera inveccidn, mostrd uwun perfil de estimulacidén
similar (fiqura 12, panel de 1la derecha). AN  més. la
estimulacidén al quinto dia resultd mavor que la obtenida
después de una dnica dosis de hCG (2504 sobre el valor
basal para una dnica inveccidn versus I50% sobre el nivel
basal para la dosis repetida). Este resultado indica que
la seaunda dosis de hCG. administrada 48 horas despuss de
la primera inveccidn., no sédlo fue incapaz de desensibilizar
una vez mas la respuesta esteroidoagsnica. sino gque ademas
mostrs un aumento en la respuesta a la estimulacidn exdaena
con aonadotrofina. Esto llevd a investigar el efecto de

este tipo de tratamiento sobre la respuesta de las células
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de Levdia "in vitro“.

Con &l obieto de observar la adaptacidn del draano
enteroc a las nuevas condiciones creadas por el tratamiento
con aonadotrofina, se decidid (en esta primera parte de la
investioacidén) utilizar testiculos intactos en luagar de 1la
fraccidn intersticial aislada. Esto reflejaria las
variaciones gue ocurrieran en todos los tipos celulares v

qQue pudieran contribuir al proceso de desensibilizacidn.

Receptores para hCG vy respuesta "in vitre” de los
testiculos de ratas tratadas

Para estos estudios se trabajd en el terceroc v quinto
dia después de la primera administracidn de hCG, cuando el
tejido testicular muestra un estado de desensibilizacidn
estable vy en el tercer dia posterior a la segunda
inyeccidn., cuando la respuesta "in vivo" se encuentra
aumentada (figura 12, panel de la derecha). De aqui en
m&s. siempre que se mencione el estado resensibilizado se
hara referencia a este idltimo tratamiento descripto. salvo

que se indique lo contrario.
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El mimero total de sitios receptores se encontrd
signiticativamente reducido tres dias después de la primera
administracidn de hCG (figura 13) vy ligeramente recuperado
al guinto dia. La inveccidn de una segunda dosis mantuvo
la capacidad de unidn al nivel minimo. cinco dias despuss

de la primera dosis.

La respuesta esteroidogéenica de testiculos de ratas
tratadas con 200 Ul de hCG se muestra en la figura 14. A
las 72 horas. la& testosterona basal era mavor respecto de
los controles vy los testiculos no respondieron al estimulo
con hCG o db—-AMFc. A las 120 horas. se recuperdé por
completoc la respuesta a la gonadotrofina v al nucledtido.
Cuando se administrd una sequnda inveccidn de hCG a los
animales. 48 horas despues de la primera administracidn, al
estimular los testiculos con hCG o db-AMFc. se observd una
respuesta superior a la normal cinco dias despufs de la

primera inyveccidn (figqura 14, panel superior).

Con el fin de uwbicar el punto de la "lesidn" en el
mecanismo de respuesta a la gonadotrofina durante 1la
desensibilizacidn v, a la wvez, analizar el papel de esa

lesidn durante el proceso de resensibilizacidn, se midid.,
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Figura 1Z%: Capacidad de unidn de gonadotrofina., despuss de
la administracidn de una (@) o dos dosis (0O) de hCG.
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en las mismas incubaciones, la produccidn de AMPc inducida
por la hormona. La fiqura 14 muestra los resultados. Tres
dias despuss de la primera inveccidn., no se observd
respuesta mientras que los niveles basales eran elevados.
comparados con los controles. Cinco dias despuEs de la
primera dosis, los niveles de AMFc estaban aumentados.
aunque menores que los normales, a pesar de haberse
recuperado la produccidn de testosterona. For el
contrario. la estimulacidn observada en la biosintesis de
esteroides por los testiculos de ratas tratadas con dos
dosise de hCG no estuvo acompanada por un aumento
significativo en la liberacidén de AMFc al medio de
incubaciadn. Este hecho podria sugerir la presencia de una
via altermnativa independiente de AMFc como segundo
mensaijero o, lo que parece mas plausible. que la produccidén
de AMFc en el dltimo caso fuese no detectable por nuestras
técnicas v que el sistema fuera sensible a pequenas
variaciones en el contenido o la distribucidn de AMFc.
Esta dltima posibilidad se encuentra apoyada. al menos en
parte. por el hecho de que 1los testiculos obtenidos de
ratas tratadas con dos dosis de hCG. respondieron mejor a

la estimulacisn con db-AMFc. indicando gque el sistema no



prescinde totalmente del nucledtido. For otra parte. la
estimulacidn disminuida de la 5roduccidn de AMFc despuss de
dos dosis de aqonadotrofina. comparada con la respuesta
obtenida wusando testiculos cinco dias despuds de una dnica
inveccidn de hCG. reveld una nueva desensibilizacidn de 1la
adenilato ciclasa que no fue correspondida por un nuevo

bloqueo en la biosintesis de testosterona.

Con el objeto de observar los blogueos enzimaticos méas
all& del receptor v la adenilato ciclasa v dentro del
camino esteroidogénico. se determind la concentracién de
dos intermediarios: progesterona v 17« hidroxiprogesterona.
Fara este propdsito, un qrupo de animales (3 ratas) recibid
200 UI de hCG v fue sacrificado tres dias mds tarde. Otro
grupo recibid una segunda dosis, 48 horas despugs de la
primera vy fueron sacrificados tres dias despuss {(cinco
desde la primera dosis). Un tercer arupo recibid solamente
vehiculo. De cada rata, un testiculo fue incubado como se
describiera en materiales vy m&todos. en presencia de hCG
(500 na). v el otro se incubd en las mismas condiciones sin
la hormona. En 1los medios de incubacidn se determinaron
las concentraciones de testosterona. progesterona \%

17 hidroxiprogesterona.
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La rel aciones proqgesterona / testosterona v

17 hidroxiproaesterona / testosterona aumentaron de 0,025
(0,02 — 0O,03F) para los testiculos de los animales controles

{en condiciones basales o estimulados con hCGE) a 0.14 (0,12
- 0.16) en el caso de los testiculos de los animales
tratados con una dosis de gonadotrofina. Cuando 1los
animales recibieron wna sequnda dosis estas relaciones
volvieron a los valores controles (0,043 0,02 - 0,06). Sin
embarqgo., audn en los testiculos de las ratas invectadas con
dos dosis de hCG existia una acumulacidn significativa de
los intermediarios dosados. indicando una reversidn parcial

del blogqueo enzimatico.

Estos resultados. tomados en conijunto, presentan un
modelo en qgue los receptores de membrana se encuentran
disminuidos., la respuesta en 1la produccidn de AMPC "in
vitro" a la estimul acidén con gonadotrofina es.
practicamente. no detectable pero que refleja una reversidn
parcial de los blogueos enzimdticos presentes en el estado
de desensibilizacidén., con una estimulacidén maxima, o

inclusive supraméasxima, de la produccidn de testosterona.



Con el obieto de evaluar la respuesta de los

testiculos cuando la sequnda administracidan de HKCG se

1

realizaba en la etapa de recuperacidén despuss del estado
desensibilizado. los animales fueron invectados siete dias
despuss de la primera inveccidn v sacrificados 72 horas mas
tarde. La figqura 15 muestra que la capacidad de 1los
testiculos para unir la aqonadotrofina se encuentra
sianificativamente disminuida tres dias despugs de la
primera dosis qe RCG v parcialmente recuperada siete dias
mas tarde. Cuando se administrd por segunda vezr hCG., siete
dias después de la primera inveccidn, la capacidad de
unidn. medida tres dias mas tarde (10 despuds de la primera
dosis) fue sianificativamente reducida. indicando una nueva
etapa de Fequlacidn negativa de los sitios de unidn para

hCG.

$5in embarqgo esta requlacidn negativa no estaba
acompanada por una disminucidn concomitante en la
produccidn de testosterona. como se muestra en la fiagura 16
(panel superior). For otra parte. la produccidén de AMFc
fue abolida (determinada sequn la té&cnica descripta)
confirmando la desensibilizacidn de la adenilato ciclasa

(fiqura 16, panel inferior). Una vez mas, puede observarse
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que., luego de uma sequnda administracisn de hHCG. €l sistema
comienza a responder a la estimulacidn exdqgena por
qonadotrofima con un numero reducido de sitios de unidn
para hCG., produccisan de AMPc no detectable en el medio de
incubacidn v una sintesis de testosterona normal o
incrementada. como si no pudiese ser desensibilizado otra

vez., lueno de la primera dosis de hCG.

Fara ahondar en el mecanismo de este fendmeno de
resensibilizacidn, se debid tener en cuenta la existencia
de varios tipos celulares., normalmente considerados como de
c=lulas de Levdiaq. La resensibilizacidn podria ser refleijo
de cambios selectivos en tales poblaciones, como ser un
nimero aumentado de cé&lulas maduras, o la evolucion de
alaun tipo celular minoritario hacia una esteroidoa#nesis

refractaria a la desensibilizacidn.
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Estudioc de la resensibilizacicn en las distintas
poblaciones de czlulas de Leydiag

Antes de abordar el efecto de 1los diversos

tratamientos con gonadotrofina sobre las distintas

poblaciones de ce#lulas de Levydig, fue necesario poner a
punto el metodo de separacidén de los diferentes tipos
celulares, caracterizarlos en cuanto a la unién de LH vy su
respuesta esteroidogenica. Fara esto. despuss de obtener
la fraccién de celulas intersticiales totales y de haber
eliminado los gldbulos roios, se las i1ncubd  con 125 1—hLH
durante wna hora a 3I4°C vy se lavé la hormona libre. La
suspensidn celular fue lueao sometida a centrifugacidn en
un gradiente discontinuo de Metrizamida (ver materiales vy
matodos) . La fiqura 17 muestra el perfil de radiactividad
que presentd el gradiente obtenido a partir de células de
ratas controles. Se ve la aparicidn de cuatro bandas
capaces de unir LH. Utilizando la nomenclatura suqgerida
por el grupo de Fayne (147) se denominaron . desde arriba

hacia el fondo del agradiente., 03 IA:; IB vy II.
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Fiqura 17: Fertil de uwunid“n de hLH a subpoblaciones de
células de Levdia,., de ratas controles y tratadas con una o

dos dosis de hCG,

separadas por gradiente de Metrizamida.
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En otro experimento, las c=lul as ce Levdig
provenientes de ratas controles se separaron en las cuatro
subpobl aciones. Cada banda se sometid &a un estudio de

receptores seqgun el método de Scatchard. Todas las bandas

. ) . . .10
presentaron 1gual constante de afinidad (Kka = 2 - 4 u 101“
rrl). con um numero similar de sitios de unidén por ceélula.
Cuando las distintas poblaciones se estimularon con

cantidades crecientes de LH "in vitro" se construveron las
curvas dosis respuesta para la produccidn de testosterona.
La banda © no fue capaz de producir testosterona en
respuesta al estimulo hormonal. Las curvas
correspondientes a las deméds poblaciones se muestran en la
figura 18 A. A partir de estas curvas dosis respuesta se
calculd la sensibilidad de cada una de las poblaciones.
Fara ello se utilizd como parametro el EDS0O, o sea la
concentracidn de LH necesaria para obtener el 3504 de 1la
respuesta maxima. A menor valor del EDS0O., mas sensible es
el sistema. Los valores de los EDS0 fueron entonces: para
la banda 1A, 0,04 ng hiLH/ml; para la IR 0,04 ng hiLH/ml vy
para la II 0,05 ng bhLH/ml. Se puede apreciar que no
existen diferencias significativas entre las diferentes

poblaciones de cé¢lulas de Leydig de animales controles, por
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lo menos en lo gque. concierne a la uwunidn de la LH v la

estimulacicdn de la esteroidog=nesis por la gonadotrofina.

Como se mencionara anteriormente. la separacidn de
c&lulas de Levdia de animales controles, previamente
marcadas con 12-9.I~LH. en un gradiente discontinuo de
Metrizamida permitid distinquir cuatro picos radiactivos
(figura 17, panel superior). El efecto de los distintos
tratamientos con hCG, una uUnica dosis y dos dosis con 48
horas de intervalo. sobre la capacidad de unidn de estas
bandas se observa en la fiqura 17, paneles medio e inferior
respectivamente. Dado que iqual cantidad de ce#lulas se
sembraron en cada gradiente, la disminucidn de los sitios
de unidn especificos refleja el fendmeno de regulacidn
neqativa para los receptores de LH. Ambos tratamientos
produieron una disminucidn de los receptores disponibles
gque va del <90 al 1004 en todas las poblaciones. Esta
disminucidn en el numero de sitios de unidn para LH  fue
corroborada con estudios de unidén de 125I--LH a celulas
obtenidas por fraccionamiento a través de aqradientes de
Metrizamida. realizando las incubaciones luego de desarmar
los gradientes y analizando los resultados segun el matodo

de Scatchard.




-106-

Como paso siguiente se estudid la respuesta a la
estimulacidn "in vitro" con cantidades saturantes de
gonadotrofina en las distintas poblaciones. En la figura
19 se muestran los niveles de produccidn de testosterona v
AMFPc  lueqo de la incubacidn de las cElulas provenientes de
las distintas poblacicocnes con 10 mg de hLH. En el panel C
se gqraficaron las respuestas correspondientes a las c&lulas
extraidas de animales controles. En lo que se refiere a la
produccisn de testosterona. se confirmd lo demostrado en la
figura 18 @A: la banda IB es 1la que tiene una mavor
respuesta maxima. seguida en orden decreciente por la II vy
la 1A, La banda O practicamente no produce testosterona
ante el estimulo hormonal. For otro lado., la produccidn de
AMFc sique un perfil similar a la del esteroide. La
administracidn de una dosis de hCG tres dias antes del
sacrificio de los animales v de 1la determinacidn de las

respuestas in vitro" (figura 19. panel 1D) resulta en un
estado de desensibilizacidn, caracterizado por una falta de
respuesta a 1la aonadotrofina en la biosintesis de
testosterona asi como de AMFc. pese a que las

concentraciones basales de esos dos compuestos secretados

al medio de incubacidén son mayores que las correspondientes
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a los amnimales controles. Cuando se administrd una sequnda
inveccidn de hCG, 48 horas despuds de la primera., tres dias
mas tarde se alcan:za el estado de resensibilizacidn. En el
panel 2D de la figura 19. se ilustra este hecho: todas 1las
poblaciones (exceptuando la ) responden a la estimulacidn
"in vitro" con S na de hLH p: 2duciendoc testosterona en
cantidades similares o superiores a las cé&lulas controles.

En cambio no hav incremento en la secrecidén de AMFc

inducido por la hormona.

Fara estudiar la sensibilidad de la respuesta
esteroidogenica a la LH, se incubaron las células de Levdig
de las distintas poblaciones, provenientes de animales
resensibilizados. con cantidades variables de hLH (0,001 -
10 na). Se construveron asi qgraficos de produccidn de
testosterona en funcidn de la hLH agreacada (figura 18 R).
Es interesante observar el corrimiento de estas curvas
dosis - respuesta hacia 1la derecha (menor sensibilidad)
respecto de las curvas correspondientes a los animales
controles (panel A). Este despla-amiento es equivalente en
las tres poblaciones estudiadas y se traduce en los ED3JO

que van de 0,043 + 0,006 na hLH/ml para el promedio de las
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tres bandas controles a 0,69 + Q.2 para las bandas de los
animales tratados. Este cambio de 1la sensibilidad se

retleisd tambi1&n en las concentracicnes necesarias para

=

obtener una respuesta maxima gue se alcanzd con 0.5 na de
LH en los controles v reguirid entre S v 10 nag de LH en los
tratados.

En 1la tabla 1 se muestra el aumento en las relaciones
proaesterona / testosierona en los medios de incubacian  de
las tres poblaciones de c&lulas de Levdiqg correspondientes
a ratas desensibilizadas., en condiciones basales o de
estimulacidn maxima (10 ng de hilH). El promedioc de estas
relaciones aumentd de 0,044 + 0,012 para los controles a
0,229 + 0,073 para los tratados con una unica dosis de hCG.
La seounda dosis de hCG vuelve a baiar estos valores
llevandolos a un promedio de 0,10 + 0,036, siendo por lo

tanto el comportamiento de las tres poblaciones muy similar

en cuanto a la reversidén del blogueo esterocidogénico.

Todos los resultados mostrados en esta seccidn parecen
coincidir en el hecho gue las tres poblaciones de células
de Leydiq con capacidad esteroidogénica se comportan de un
modo homoa<neo ante los procesos de desensibilizacidn vy

resensibilizacian. For este motivo,
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labla 1.—- Relaciones progesterona/testosterona en las diferentes
poblaciones de c&lulas de Levdiag.

Banda IA Banda 1IH Randa I1I
GRUFOS Basal +hCG BRasal +hCG BRasal +hCG
CONTROL 0.00379 00,0050 0.0039 00,0046 0.0025 0.0036
1 Dosis hCG 0.0226  0.0230 0.0177 0.0192 Q.0369 0.0290
2 Dosis hCG 0.0088 0.0125 0.Q067 (O.0072 0.0105 0.0116

Los datos representan las relaciones progesterona/testosterona,
obtenidas como promedio de tres incubaciones independientes.
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los estudiocs siauientes sobre los mecanlismos de la
resensibilizacian se realizaron sobre celulas de Levdig
totales. Con ese fin las ce#lulas intersticiales se
purificaron a traves de un colchdn de Metrizamida al 117%,
obteniéndose entonces la sumatoria de las bandas IA. IB vy

II.

Como primera etapa del estudio sobre celulas totales
se analizd la sensibilidad de la respuesta esteroidoaénica
en las cé&lulas resensibilizadas v en las controles. En la
figura 20 se muestran las curvas dosis respuesta
(produccian de testosterona versus concentracidn de LH)
correspondientes a cé&lulas controles. desensibilizadas v
resensibilizadas. en un experimento tipo. La respuesta de
las c#lulas controles practicamente no presenta umbral Y
llega a su maximo con una concentracisn de hlLH de 1 ng/ml.
El EDS50O calculado como promedio de 8 experimentos fue de
0.047 + 0,02 na hLH/ml. Las c&lulas provenientes de
animales tratados con una udnica dosis de hCG. tres dias
antes de ser sacrificados., no respondieron en todo el rango

de concentraciones de hLH usado, confirmando asi la
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desensibilizacidn testicular. En cambio. cuando los
animales fueron tratados con uwuna sequnda dosis de

gonadotrofina. 48 horas despuss de la primera y tres dias

arntes de ser sacrificados, las cé&lulas presentaron una

buena respuesta en la produccidn de testosterona. Ecsta
respuesta. sin embargo., requirid una concentracicn de por
lo menos ©O.1 ng/ml de hLH para manifestarse, concentracidn

con la cuxal las c£lulas controles alcanzaban el 80% de su
respuesta maxima. La maxima produccidn de testosterona se
cbtiene en las c£lulas resensibilizadas recien con S ng de
la LH uvtilizada., contra 0,5 ng en el caso de las controles.
Todo este corrimiento hacia la derecha de 1la curva dosis
respuesta se tradujo en urn EDS0O, promedio de &6 experimentos
independientes, de 0,45 + 0,10 ng hLH/ml. o sea un orden
mavor que el valor cbtenido de las curvas correspondientes

a los animales sin tratar.

Fara determinar si este corrimiento en la sensibilidad
de la maquinaria esteroidogenica a la estimulacidn con LH
se debia a alaun bloqueo posterior a la produccidn de AMFc.
se construveron curvas de produccidn de testosterona usando
db-AMFc como agente estimulante. En 1la fiqura 21 se

observan los aqraficos correspondientes a las curvas dosis
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respuesta de c2lulas controles v provenientes de animales
tratados con dos dosis de hCG (resensibilizados). De estas
dos curvas se infiere gue la sensibilidad es la misma para
los dos arupos. siendo los EDSO respecto del db-AMFc 0,40 +
0,23 mM (n = 3I) para el control v 0,41 + 0,16 mM para el
tratado. Esto demostrd que la estimulaciEn con db-AMFCc fue

capaz de inducir una respuesta esteroidog#nica en las

c&lulas resensibilizadas iqual a la de los controles. en

cuanto a la magnitud v 1la sensibilidad. Se confirma
entonces la reversidn de los blogqueos enzimaticos
producidos por la primera dosis de hCG. Estos resultados

sualieren ademds que el AMFc podria seqguir ejerciendo un

papel de seaundo mensaijiero en el estado resensibilirzado.

La confirmacidn de esta hipdtesis se obtuvo mediante
el estudio de la ocupacidn de los sitios de unidén
intracelulares para AMFc durante la estimulacidn con LH "in
vitro". Fara ello. las c&lulas de Levdig provenientes de
animales controles o resensibilizados se incubaron con
diversas cantidades de hLH durante una hora. Después de la
incubacidn se determinaron los sitios de unidn
intracelulares libres para AMFc. Los resultados de este

experimento se muestran en la fiqura 22. Tanto en las
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Ppara

AMFc disponibles después de la estimulacicdn "in vitro" de

las células controles O vy resensibilizadas ()
distintas cantidades de LH.
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lulas controles como en las resensibilizadas hubo una

1Tk

c
ocupacicsn de 1los sitios de unidn para AMFc gue se
correlacionsd con la concentracidn de LH utilizada para la
estimulacidn. Sin embarqgo agui también se pudo observar
que en las células resensibilizadas se requiere una mavor
concentracidn de qonadotrofina. en este caso para alcanzar
los mismos niveles de ocupacidn que en las celulas
controles. GSe necesitd mas de 1 ng de hLH (10 npg en las
condiciones experimentales utilizadas) para obtener una
ccupacidan significativa, mientras que en las controles 1la
disminucisan de los sitios disponibles para AMFc se detectdé
con una concentracidn de LH de 1 na. Este resultado
reforzd la hipdtesis de un papel intermediario del
nucledtido en la respuesta esteroidogenica de las células

resensibilizadas.

La disminucicon de la sensibilidad a la gonadotrofina
en las c&lulas resensibilizadas podria tener oriagen
entonces en el bajo numero de receptores., 1o que produciria
cantidades muy pequefias de AMFc. no detectables por 1la
tEcnica agui utilizada. Un estado intermedio entre el
control y el resensibilizado se puede obtener en las

células de Leydiag extraidas de testiculos de ratas
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invectadas con una sola dosis de hCG vy sacrificadas cinco
dias despuss. En este momento las ce&lulas han recuperado
parcialmente sus receptores v la respuesta esteroidogeEnica
es normal. Las curvas dosis - respuesta de la fiqura 23
muestran que a ese numero intermedio de receptores le

correspondid una sensibilidad también intermedia en 1la

produccidn de testosterona frente a la estimulacidn con LLH.

-

Los EDSO en este experimento fueron 0,02: 0,09 v 0,2 ng
hitH/ml para las cZlulas provenientes de animales controles.

invectados con una dosis de hCG cinco dias antes vy

resensibilizados., respectivamente.
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Dada la estrecha correlacidn existente entre el numero
de receptores disponibles para LH v la sencsibilidad de 1la
respuesta desencadenada por la hormona, se estudiaron las
causas que determinan la desaparicidén de los receptores
despu&s de un  tratamiento agudo con hCG. Fara ello las
c=lulas de Leydiag obtenidas de animales de los tres grupos
experimentales (controles, desensibilizados Y
resensibilizados) se sometieron al tratamiento &cido para
despeagar la hormona unida a la superficie celular y lueao
se determinaron los sitios de unidn para 125 1 —hLH. En 1la
figura Z4 se observan 1los datos correspondientes a las

6

uniones especificas cada 10Y células en los tres arupos,
antes v despugs del tratamiento 4&cido. Un 35% de los
receptores para LH totales fueron recuperables por el
tratamiento acido en las celulas desensibilizadas, mientras
que en las ceélulas resensibilizadas la desaparicidn de los
receptores fue practicamente total. Esto demuestra que una
sola dosis de hCG no es suficiente para internalizar todos

los sitios de unidn, aungque los que quedan en la membrana

se hallan ocupados por la aonadotrofina. tres dias despuss
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de la 1inveccidn. En cambio. la segunda dosis provoca la

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

Estudios cinsticos de la internalizacicdn vy la degradacicn

FFara estos estudios se utilizaron dos esgquemas
nperimentales. En el primero de ellos, las c&lulas de
Leydig purificadas se incubaron en M197 sin o con distintos

agregados y en presencia de 1251 -hLH {aproximadamente 107

cpm). En todos los casos se trabajd con tubos paralelos
que contenian un exceso de hCG (1.000 UI) para el cdlculo
de las uniones inespecificas. Las incubaciones se&

realizaron durante 20 minutos a 4°C para minimizar 1los
efectos de la internalizacidn v la deqgradacidn. Después de
esta preincubacién y con el fin de eliminar la hormona
libre, las células se lavaron dos veces en +Frio vy se
resuspendieron en M199 con o sin los distintos agregados.
Una vez divididas en alicuotas de 1 ml se pasaron a 34°C,
temperatura: a la que se incubaron durante distintos
tiempos. Finalizada la incubacidn, los tubos se pasaron a
4°C vy ge centrifugaron. El medio sobrenadante se utilizdé
para la determinacicdn de los productos de deqradacidén de la

hormona marcada por precipitacidn con TCA. El1 precipitado
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celular se contd en un contador de centelleo sd&dlido v lueqgo
se tratd con dcido. separandose la hormona unida a la
superficie de la internalizada. El nuevo precipitado se

conta,

Cada punto de la figura 25 representa el valor de las
cuentas especificas obtenidas por duplicado en un
experimento tipo. Inicialmente. un 707 de la hormona podia
ser liberada con el 4&cido, pero la cantidad de hormona
unida & la superficie disminuyd con el tiempo. La caida de
la curva muestra una cinética bifdsica con wna componente
de rapida endocitosis presente durante los diez primeros
minutos v una segunda etapa con una internalizacisn mucho
mé&s lenta. Faralelamente hubo un aumento en la hormona
presente en el interior de las c&lulas que alcanzd un
maximo entre los 20 v 1los 40 minutos. Despues de este
periodo la radiactividad en el interior comenzd& a
disminuir, lo que coincidid con la aparicidn, despuées de un
periodo de latencia de unocs 20 minutos., de productos de la

dearadacidn hormonal.
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A partir de los datos de este tipo de experimentos se
pueden calcul ar alaunos parametros qQue describen
cuantitativamente al sistema y permiten la comparacidn de
distintos tratamientos. Fara ello se postula un modelo
simplificado que abarca. a grandes rasqos. los procesos a
los que es sometida la hormona desde que las c&lulas

previamente marcadas se colocan a 34°C:

kd ki kh
H+ R g-251-25p (103

donde H es la hormona libre en el medio de incubacidén, S la
unida a la superficie celular, I la presente en el interior
de 1la ce&lula v D los productos de deqradacidén liberados al
medioc. Las constantes ciné€ticas definidas son kd de
disociacisdn, ke de endocitosis y kh de hidrdlisis o
dearadacidn. Obviamente estas constantes representan la
suma de numerosos procescos que no  fueron analizados
individualmente y que enqloban fendmenos como la aqgregacian
de receptores, el transito vesicular del compleijo hormona
receptor, el procesamiento del ligando. el posible
reciclado de las molZculas de membrana, la exocitosis de
los productos de deagradacidn, etc.. En esta etapa de la

investigacidén se tomaron en cuenta el pasaje de la hormona
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desde lae superficie hasta el interior celular v la
dear adacidn. La disociacidn no se considers yva que en los
tiempos v las condiciones utilizadas involucrd menos del 4%

del total de la hormomna unida inicialmente.
A partir de [[10] se puede escribir:

_48 _ (ke + kd) S
at

Si, como se menciond anteriormente. la disociacicn es

despreciable

B _kes 111
T dt
Intearando [11] entre t = O yv t = t:
st = so e -Ket (123

La ecuacidn [12] corresponde a una funcidn del tipo
exponencial. Sin embarqgo. para obtener una buena
correlacidn entre los datos de la curva de hormona presente
en la superficie (figura 25) y una ecuacidn como la [121]

hubo gue desdoblar la expresidn en dos componentes:
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ekelt 4 goz g-ke2t [14]

Mediante el uso de una computadora se ajustarcon los
datos experimentales a la ecuacidn [1417, Los valores
calcul ados. resultantes de un promedio de 4 experimentos,

figwan en la tabla 2.

Fara la kh se puede considerar:

vh = {H}— kh 1 [15)

En la practica se ajusté la curva de aparicidn de productos
degradados a una funcidn potencial y se calculd la derivada
para cada tiempo (esto equivale a 1la velocidad de
hidrdlisis (vh)). Con estos valores se construyd la recta
vh versus I. cuya pendiente es la constante kh. El valor
obtenido. también promedio de 4 experimentos

independientes. fue 2.9 1072 min~} (tabla 2).

Fosteriormente se utilizdé este modelo para analizar
los efectos de algunas drogas sobre la internalizacidn y la
degradacicdn de 1la LH en células de Leydiq. En la figura 26
se observa el efecto que tuvo una preincubacidén de las
celulas a 24°C en presencia de S0 uM de cloroquina. Esta

preincubacican se llevd a cabo durante 60 minutos, decspués
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de los cuales se agregd a las celulas la hormona marcada.
Los pasos siquientes son idénticos a los ya descriptos,
salvo que. despuss de los lavados, las c&lulas fueron
resuspendidas en M199 conteniendoc S0 uM de cloroguina.
Esta agente lisosomotrdpico no afectd a la curva de
internalizacisn gque resultd igual a la de los controles., lo
que se verificd mediante el cd&lculo de las constantes
(tabla 2). En cambio se observd una inhibicidn
préadcticamente "total de la deqradacidn. con la
correspondiente acumulacisn de radiactividad dentro de 1la
celula. El efecto lisosomotrdpico de la cloroquina tambiEn
se consique con NHHCI. Estos experimentcs sugieren que la
hormona es degradada en lisosomas vya que tanto la

cloroquina como el NHLCl actuan a ese nivel.

Fara estudiar el papel de los microtiubulos en este
sistema, las ce&lulas se trataron como se decscribid més
arriba. pero esta vez con 10'6 M de colchicina., en lugar de
la cloroquina. La colchicina es un conocido inhibidor de
la actividad de los microtubulos. En la figqura 27 se
observa una clara inhibicidn de la internalizacidn: durante
los 180 minutos analizados 1la hormona permanecid en la

superficie celular. La curva correspondiente a la
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tes de 1nternalizacidin v dearadacion parr&
l-LH en cé&lulas de Levdia sometidas a
distintos tratamientos.

Tabla Z.—- Lonests
| 1
. A

Tratamiento (min=1,
kel kel kh
Control 0. 022 9.2 »x 10~k 2.9 % 1070
p . - e — - " -l} -7
Cloroguina 0,022 1.0 x 10 <1¢G
Colchicina - - (10'7

Estos datos corresponden al promediao de lacs constantes
obtenidas de cuatro experimentos independientes.
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denadacicn muestra una pequeiia subida despugs de 1los 20
minutos de latencia. pero llega a una meseta a los 40,
Esta aparician de productos degradados correspondid a la
hormona presente inicialmente o a fendmenos de pinocitosis
inespecificos. Luego, ante la falta de hormona en el
interior de la célula no hubo sustratos radiactivos para la
dearadacidn. Dadas la caracteristica del efecto de la
colchicina de bloguear el primer paso de la internalizacidn
no se pudieron en este caso calcular las constantes

cin&ticas.

En el sequndo esquema utilizado se tomd como tiempo
cero el momento en que las células, a 34°C, fueron puestas
en contacto con la 125I—LH. A los distintos tiempos los
tubos conteniendo las c&lulas fueron procesados como en el
esquemsa anterior. En estos experimentos, no  pudo
calcularse la degradacidn especifica debido a que en el
medio de incubacidn siempre estuvo presente la hormona
marcada libre. La ventaja de este esguema es que permite
analizar el comportamiento del sistema en un estado mas
dindmico ya que la hormona se mantiene presente en el medio
extracelular, lo que en principio es mas aproximado al

estado fisioldégico. Sin embargo, el tratamiento matem&tico
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de este modelo es mucho mas complejo ya que hay que tener
en cuenta otros fendimenos como el de la asociacidn, la
disociacian, un posible reciclado de los receptores, etc..
Esto, sumado & la imposibilidad de un cdlculo preciso de la
hormona degradada, hace que el modelo sdlo pueda ser

analizado cualitativamente.

En la figura 28 se graficaron 1los datos de las
e . i .. : 125 - _

cingticas de internalizacidn y degradacian de la I-hLH
en células de Leydig controles. A diferencia del anterior,
en este esquema la unidn a membranas partid de ceroc y subid
hasta alcanzar una meseta alrededor de los 60 minutos. En
muchos casos (ver figura F0) entre los 90 y los 120 minutos
aparecid una nueva subida. Esto podria tener varias
causas: reciclado, desenmascaramiento o sintesis de los
receptores. La hormona presente en el interior también
partid de cero vy alcanzd un maximo entre los 40 y los 60
minutos. A partir de alli, comenzsd & predominar la
degradacidn sobre 1la internalizacidn y, por lo tanto, la
cantidad de hormona en el interior descendid hasta valores
muy bajos en los que parece haber alcanzado un estado
estacionario. En este esquema tambifn se observd un

periodo de latencia de unos 20 minutos para la aparicidn de
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los productos de degradacidn.

Cuando las ce&lulas habian sido preincubadas con S0 uM
de cloroquina durante una hora. no se ve una inhibicidan tan
clara de la deqradacian (figura 29). Sin embargo, la
pendiente de la curva de degradacidn fue mucho menor que la
correspondiente a la de las células controles. Ademas hubo
wna marcada acumulacidn de marca en el interior de las
czlulas (casi el doble que la presente en membranas). De
esto se infiere‘ique los mecanismos de degradacisn son
inhibidos por la cloroquina y que lo que se determind como
productos de hidrdlisis de la hormona eran en realidad

valores inecpecificos.

En la fiqura 3I0 se abserva la acumulacidn de la
hormona en la superficie celular, producida por el efecto
de la preincubacidn de las c<lulas con 10'6 M de
colchicina. Esta acumulacidén se puede interpretar como una
consecuencia de la inhibicién que produce la droga en el
proceso de internalizacidn. En este experimento se vid
resaltada 1la segqunda componente de asociacidn que se
traduce en una subida de la curva de radiactividad en la

membrana que aparece socbre la primer meseta a partir de los
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120 minutos. For otra parte, la colchicina no parece haber
afectado el proceso degradativo ya qQque las pocas cuentas
internalizadas desaparecieron vy a los 120 minutos no hubo

radiactividad en el interior.

De estos experimentos se puede concluir qgue las
células de Leydia son capaces de internalizar la LH unida a
sus membranas vy que este proceso de endocitosis es
bifasico. La primera componente afectaria a alrededor de
un 104 de los receptores ocupados que serian rapidamente
internalizados. Lueqo la internalizacidn seria lenta 1o
que explica que tres dias después de una inyeccidn de hCG
ain hava un porcentaje de los receptores ocupados por la
hormona (fiqura 24). Este proceso de endocitosis requiere
la participacidn de los microtudbulos. Finalmente la
hormona es degradada a nivel de lisosomas y los productos

de la hidrdédlisis son liberados al medioc extracelular.

Internalizacidn y respu

sta celular

En este punto se estudiaron los efectos de algunas
droqgas sobre la respuesta esteroidogéEnica a la

gonadotrofina con el fin de analizar 1los papeles del
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citoesqueleto, la internalizacidn v la degradacidn en la

respuestx celular.

En la fiqura 31 se observan las curvas de produccisn
de testosterona en funcidn de la concentracidn de hlLH para
celulas controles vy preincubadas con S0 uM de cloroquina.
Se puede ver qQque no hubo diferencias significativas en la
respuesta maxima ni en la sensibilidad a la hormona. Dado
que se habia demostrado que la cloroguina 1inhibe 1la
degradaci&n (fidhras 26 y 29, de estos resultados se
infiere que no se requiere de la degradacidén de la hormona

para aobtener una respuesta esteroidogenica normal.

Cuando se prob& con un depolimerizante de los
microtibul os, la colchicina. que como se vida es capaz de
inhibir totalmente la internalizacidn de la gonadotrofina
(fiquras 27 vy 2Z20), se obtuvieron las curvas dosis -
respuesta de la figura 32. En este grafico se observa que,
tanto para la produccidén de AMPc como de testosterona, las
curvas dosis - respuesta para las células tratadas con
colchicina son perfectamente superponibles a las
correspondientes a las cé£lulas controles. Esto implica que

la estimulacién de la AC v de la biosintesis de la
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testostercna es independicente de la internalizacidn de la

hormona v no requiere de la accidn de los microtudbulos.

A ecsta altura se contempld la posibilidad de que otro
componente del citoesgueleto, los microfilamentos,
estuviera involucrado en la respuesta de las ce&lulas de
Levdiq a la LH. Fara estudiar esto las c#£lulas se trataron
con 10 uM de citocalasina E que es una droga
depolimerizante de los microfilamentos. Las células fueron
luego estimuladas con distintas cantidades de hiH durante 4
horas. En la fiqura 3208 se dibujaron las curvas dosis -
respuesta para la produccidn de testosterona de c£lulas
controles vy tratadas con citocalasina BH. En este caso rio
hubo variacidn en la respuesta ma&xima pero la citocalasina
E produjo un corrimientoc de la curva hacia la derecha.
Esta disminucidén en la sensibilidad llevd al EDSO de 0,04
na de hLH/ml para las c£lulas controles a 0,08 ng de hLH/ml
para las tratadas. Con el fin de ubicar el sitio de accidn
de los microfilamentos en la secuencia disparada por la LH.
en los mismos preparados se determind la produccicn de
AMPc. La figura 33B muestra las curvas dosis -~ respuesta
correspondientes. Se observa. aqui tambi&n, que la

citocalasina B produjo un marcado corrimiento de la curva
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Figuwra 3Z: (A) Curvas dosis-respuesta para la produccién de
testosterona por c#lulas de Leydig controles (%) y tratadas
con citocalasima B 10 uM (o). (B) Curvas dosis respuesta
para la produccicon de AMPc por células controles (o) vy
tratadas con citocalasina B 10 uM (Xx).
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hacia la derecha. Los EDSO (0,08 ng° hiH/ml para las
czlulas controles v 8.8 ng hLH/ml para las tratadas)
marcaron una diferencia mucho mayor que la resultante en la
respuesta  androasnica. Esto estaria 1indicando que la&a
inhibicidn por citocalasina 5] en la respuesta
esterocidogé&nica de las c£lulas de Leydig a la LH se
ubicaria a nivel de la interaccidn del compleijo hormona -
receptor con la AC. For otra parte, la estimulacidn con
db-AMFc no se vis afectada por la droga. lo que confirmaria

la intervencidén de los microfilamentos en la activacisn de

la AC por hormonas.
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El estudio de la accidn de las gonadotrofinas a nivel
nuclear se centrd fundamentalmente en el andlisis de una
posible modulacidn de la actividad de topoisomerasa I. En
una primera etapa hubo que caracterizar esta actividad que

no habia sido descripta en cé&lulas de Leydig.

La preparacidn de un extracto total de c&£lulas de
Leydiq. con una concentracidén de 0,5 M en NaCl, presentd
una actividad capaz de relajar al plédsmido superenrollado
pBR 322, Esta actividad se detectd por la aparicidn de
confirmeros de relajacidn (topoisdmeros) en un gel de

agaraosa 1% .

Con el fin de ubicar intracelularmente la actividad de
topoisomerasa 1 se obtuvieron distintos extractos a partir
de c&lulas de Leydiq aisladas y purificadas. Fara ello se
separaron los nucleos de la fraccidn soluble. Los nucleos.
purificados por gradiente de sacarosa. se extrajeron con
soluciones de distinta fuerza iénica (0,153 0,23 0,4; 0,63

0.8: 1: 1,5 y 2M en NaCl). En la figura Z4 se graficaron
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Fiqura 3I4: Actividades relativas de
funcién de la concentracidn de NaCl
preparacisn de los extractos nucleares.

topoisomeracsa 1 en
utilizada para la
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las actividades relativas de topoisomerasa I (expresadas
como porcentaie de la maxima) en funcicdn de l1la molaridad
del NaCl. En todos los casos los valores fueron
normalizados por proteinas. Se observa que con O, M de
NaCl se loard extraer entre el 75 v el BOZ de la actividad
de topoisomerasa I. A esta fuerza idnica se solubilizan
las proteinas débilmente unidas a la cromatina. El maximo
de actividad se obtuvo extrayendo con concentraciones de
NaCl entre ©,8 v 1 M. En la fraccicdn soluble. en cambio,
la actividad relajante. si bien estuvo presente, fue
minoritaria respecto de la nuclear. E=sta actividad podria
incluso deberse a pérdidas de la enzima nuclear por rotura

de los nucleos durante su procesamiento.

La actividad relajante analizada en estas cé&lulas no

requirisa Mg++ ni ATF.

Fara determinar el efecto que pudiera- tener la hormona
luteinizante sobre la actividad de topoisomerasa 1 se

utilizaron dos enfoques. El primero de ellos apuntd a



revelar alaun cambio aqgudo en la enzima por estimulacian
con la hormona. Fara ello se incubaron celulas de Leydiq,
aisladas y purificadas, en presencia de hLH (S nag) o
db-AMFc (1 mM) durante distintos tiempos (entre O v &
horas). Al finalizar la incubacidn. se comprobd la accidn
de la hormona y del db-AMFc determinando en los medios de
incubacidén las concentraciones de AMFc v/o de tecstosterona
(tabla 3 respectivamente. A partir de las cé&lulas
previamente iq;ubadas, se purificaron ntcleos vy 1la
cromatina se extraijo con TEM 0,5. En estos extractos se
determinaron las actividades relajantes., normalizadas por
cantidad de proteinas. En la fiqura 35 se ve que no hubo
variaciones significativas en la actividad de topoisomerasa
I hasta las seis horas de incubacidn en presencia de la
gonadotrofina. Tampoco se pudieron detectar diferencias
cuando la actividad se determindg en extractos totales de
las celulas de Leydig incubadas en las mismas condiciones.
En la tabla 3 se asentaron las actividades especificas de

los extractos nucleares.

Cuando el mismo tipo de anadlisis se realizd sobre
células estimuladas con db-AMFCc., pese a obtener una buena

respuesta esteroidogénica. no hubo cambios en las



Figqura 39: Gel de agarosa para 1la
actividad de topoisomerasa I en extractos nucleares
0.9) de c&lulas de Leydig incubadas en presencia de
hLH durante O, 20, 40, 50, 120 vy 240

6. respectivamente).

determinacisn de

minutos (carriles 1
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Tabla .- Actividad de topoisomerasa I y produccidn de testos
terona v AMFc por células de Leydiqg después de
distintos tiempos de incubacidén con hLH.

Incubacion ceon hLH (minutos) Q 20 40 &0 120 =240

Actividad nuclear de
topoisomerasa I (unidg
des/mag proteina) x 107 9.0 9.2 9.1 8.5 10.6 9.5

6

Testosterona (ng/10° cél.) 1.3 2.9 4.6 b3 17.7 3Z1.8

cAMF (pmoles/190 6Cél.) 8 120 15= 209 294 371
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actividades totales o nucleares de topboisomerasa I. Es
1nteresante destacar la reproducibilidad obtenida en la
extraccion v la determinacidn de la actividad de
topoisomerasa [ {(fiaqura 35) pese a gue se partid de grupos
de c£lulas distintos.

Zon el fin de analizar la posibilidad de un efecto a
largo plazo de las gonadotrofinas sobre la topoisomerasa I
de c#lulas de Levdiaq. el enfoque utilizado consistida en
tratar los animales con hCG "in vivo". Las ratas. por lo
menos dos por lote,. fueron invectadas con una dosis
decsencsibilizante de hCG (200 Ul) vy sacrificadas distintos
tiempos despugs del tratamiento. De cada rata, se

wtrajeron los testiculos vy se purificaron ceélulas de

Levdig purificadas. For otro lado. se verificd la accidn
de la hormona &a través de 1los niveles de testosterona
serica (tabla 4). Las celulas de Leydia se fraccionaron
sequn el esquema de la fiqura 1 v se determind la actividad
de relajacién del plé&ésmido pBR 322 en los extractos
nucleares.

En la fiagura 3I6 se muestra el gel de agarosa
correspondiente a un experimento representativo. En este

gel se determinaron las actividades de topoisomerasa I de



Fiqura 26: BGel de agarosa para la determinacicn de la
actividad de topoisomerasa I de extractos nucleares (TEM
0.%) obtenidos 0. 12, 24 v 43 horas despuss de la inveccildcn
de 200 UI de hCG (carriles 2 a £, recspectivamente). Carril
i: plasmido pBR 322 superenrollado.
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extractos nucleares obtenidos 0. 12, 24 v 48 horas despusgs
del tratamiento con agonadotrofina (carriles 2 al 5). 294 v
48 horas despuEs de la inveccidn con hCG se vid una marcada
estimulacidn de la topoisomerasa 1. For otro lado. no se
detectaron cambics sianificativos en 1la actividad de
topoisomerasa [ a los 45 minutos o a las 4 horas despues de
la inveccidn (tabla 4). Este dltimo resul tado es
concordante comn los experimentos anteriores. realizados
mediante estimulaciones "in vitro"., en los cuales la LH no
produio variaciones en la actividad nuclear de
topoisomerasa I durante las primeras 6 horas de

estimul acidn.

im

fecto

4
1a

e la gonadotrofina sobre 1la actividad de

Irt

opols

i0

merasa I de distintas fracciones su

En ecsta etapa se estudid la posibilidad de que los
efectnos de la hormona sobre la enzima presentaran alagun
tipo de selectividad respecto de las distintas fracciones
subcelul ares. Fara este fin. las ceélulas de Leydia
estimuladas "in vitro" o "in vivo" se fraccicnaron sequn el
esquema descripto en materiales y métodos (figura 1). La

actividad de topoisomerasa I se midid entonces en los



labla 4.—- Actividad de topoirsomerasa I en células de Levdiag
v testosterona sérica de ratas invectadas con hCG

Tiempo después de la QO 0.75 4 12 24 48
inveccidén (horas)

Topoisomerasa I (unid./
ma protein) x 10 . 11.6 13.2 12.1 12.8 25.% 33.3

Testosterona
Serica (na/100 ml) 360 420 1368 745 1210 8z0



extractos nucleares obtenidos con distintas fuerzas idsnicas
vy en el citosol. Esta ultima +raccidn se denomind citosol
Va que se determind previamente que una vez
ultracentrituagada (105,000 2 g durante 30 minutos) entre el
5 v el 100% de la actividad enzimdtica se recupers en el

sobrenadante.

En la figura 3I7 se muestran los productos de la
reaccidn enzimatica de extractos nucleares (0,5 M de NaCl)
de c=lulas provenientes de animales controles (carril 1), e
inyectados con hCG 24 v 43 horas antes (carriles 2 vy 3
respectivamente). Se ve aqui nuevamente la estimulacidn
inducida por el tratamiento con gonadotrofina. Cuando se
cbtuvieron extractos con TEM 1 a partir de los nucleos va
extraidos con TEM 0,5, se observa que el tratamiento no
produce ninguna modificacidn en la actividad de
topoisomerasa | de esta fraccidén (fiqura 37, carriles 2 al
4). Se distinquieron asi 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 la hormona.
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Fiaqura 27: Gel de agarosa para la determinaciosn de la
actividad de topoisomerasa I en (A) extiractos nucleares
(TEM 0.%) v (B) extractos nucleares (TEM 1), O (carriles 1
v 5., 24 (carriles 22 v 6) vy 48 (carriles 3 v 7) horas
despuss de la invyeccidsn de 200 U de hCG. Carril 4: pER
222 superenrollado.



ra e habia visto que la LH no era capaz de moditicar
la actividad nuclear de topoisomerasa 1 en células de
lLevdia en suspensidn (fiqura 33). En otro experimento.
tambieén realizado con cé€lulas en suspensidn estimul adas con
LH "in vitro". se estudid la actividad de topoisomerasa
presente en el citosol. La figura 38 muestra el resultado
de la medicicn de la actividad enzimdtica en la fraccidn
soluble de c&lulas de Leydig incubadas en presencia de hlLH
(9 ng) durante 0, 20, 40, 60, 120 v 240 minutos (carriles 1
al 6. recspectivamente). Se observa gue despuss de cuatro
horas de estimulacidén con la gonadotrofina hubo un ligero
incrementoc en la actividad de topoisomerasa I de esta

fraccidn (carriles S v 6).

En la fiqura 3I9 se observa un gel de agarosa
correspondiente a la determinacidn de actividad soluble de
topoisomerasa 1 de células de Leydio de animales tratados
con hCG. Los tiempos analizados fueron O, 6. 24 vy 48
horas. Con este esquema e ve que hay una caida de la
actividad citosdlica a las 24 v 48 horas. coincidente con
la estimulacidn de la actividad medida en extractos

nucleares (figuras 36 y 37).



Figura Z8: Gel de agarosa para 1la determinacicn de 1la
actividad de topolsomerasa I en citosol de célul as de
Levdia incubadas duwrante o, 20, 40, 60, 120 yv 240 minutos
(carriles 1 a 6. respectivamente). Carril 7: plasmido pER

A

22 superenrocllado.
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Figura 39: Gel de agarosa para la determinacicsn de la
actividad de topolisomerasa I en citosol de c=lulas de
Levdia obtenidas de animales inyectados 0, 2. 6. 12, 24 vy
483 horas antes (carriles 1 a 6). Carril 7: plasmido pER

Ty

22 superenrollado.
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Estos experimentos sualeren que la hormona
luteinizante provocaria una estimulacidn secuencial de la
actividad soluble v la nuclear de topoilsomerasa 1. sin
atiectar., por lo menos en los tiempos estudiados., una
tercera fraccicn gque se hallaria mas internalizada en 1la

cromatina.

FPara anali;ar este punto se prepararon wtractos
totales de células de Levdig purificadas. En estos
preparados se verificaron las presencias de la actividad de
topoilsomerasa I y la capacidad de unidén de AMFc a
fracciones proteicas. Despusgs de preincubar los extractos
durante 20 minutos en presencia o en ausencia de 1 mM AMFCc
se estudd la cinéetica de la actividade de topoisomerasa I
en los mismos. La Ffigura 40 muestra como, para los
distintos tiempos de incubacidn estudiados, siempre es
mayor la cantidad de plé&smido relajado por el extracto
preincubado con AMPc que por el control. Otros nucledtidos
cono el GMPc o el ATF no presentan ningun efecto sobre 1la

actividad enzimatica de ectos extractos.
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Ltuando el extracto total, previamente estimulado con
RsMFc. fue tratado con tosfatasa alcalina durante 10 minutos
a ZZ4°C se observd una clara inhibicidn de la actividad de
relajacidn., inclusive llevandola a niveles menores que los
del extracto corntrol {(figura 41A). For otro lado el AMFC
fue incapaz de modificar la actividad de topoisomerasa I de
extractos nucleares. Ademas la presencia de uwun inhibidor
de la Fk dependiente de AMFc durante la preincubacidén con

AMFc impidid la estimulacién descripta (fFigura 41R).

Todos estos datos sugileren un mecanismo de
fostorilacidn, en el que intervendria la FE dependiente de
AMFc. como mediador de la estimulacidan de la topoilsomerasa

I por hormonas proteicas.
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Figura 41: Gel de agqarosa para la determinacidn de la
actividad de topoisomerasa 1 en: A.— extractos totales
preincubados durante 20 minutos en presencia de AMFc v
lueqo incubados 10O minutos con {+) Yy sin (=) fosfatasa
alcalinas B.- extractos totalese preincubados durante Z0O
mirnutos en presencia (carriles 6 yv 4) o0 ausencia (carril 5)
de AMFc v con (carril 4) o sin (carriles S v 6). Carriles

‘r

I v 731 plasmido pBR 322 superenrollado.
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DISCUSION

La accitn de las hormonas proteicas en sus celulas
blarnco lleva implicita una serie de etapas gue van desde el
reconocimiento de la hormona hasta la activacidn de agenes
especiticos. Ep este estudio se ha intentado aclarar
alaunos de estos pasos utilizando como modelo la accidn de
LH sobre las c&lulas de Levdia del testiculo. La
agonadotrofina tiene en estas células dos tipos de etectos:
alounos son agudos v tienmnen como principal fin 1la
estimulacicdn de la biosintesis v la secrecidn de andrdoenos
v otros. de indole trdfica indispensables para el
mantenimiento de este teijido esteroidoaénico. Esto hace
del modelo un sistema interesante para el estudio de los
diversos mecanismos disparados por la accidn de una hormona

proteica.

Es bien conocido el papel fundamental que desarrollan
los receptores en la accidn hormonal. Tanto los receptores

citoplasmaticos como los de membrana presentan propiledades



-l166-

de recornocimiento de la hormona por un lado v de activacicn
de la respuesta celular por el otro. Esta dualidad pone de
manifiesto el caracter de eslaban esencial de un receptor
en la serie de tendmencs aque desencadena una hormona. La
primera parte de esta tesis se enfocd en el analisis de la

etapa de reconocimiento entre la hormona v su receptor.

La herramienta que permitidé el descubrimiento de los
receptores hormonales v gue se ha transformado en la
fundamental en el estudio de la interaccian hormona -
receptor es el uso de ligandos marcados radiactivamente.
Fara obtener datos reproducibles vy que puedan ser
comparados por distintos laboratorios es necesario conocer
la actividad especifica del compuesto radiactivo. Hasta
ahora. la mavoria de los laboratorios obtenian el dato de
la actividad especifica de las hormonas peptidicas.
marcadas con i1odo vradiactivo. a partir de los pasos de
purificacicn del liaoando iodado. Sin embarqo. ese m&todo
suele acarrear errores porque. como ha sido demostrado por
Cresto v col. (2068)., el proceso de iocdacidén puede dar
proteinas monolodadas asi como moléculas con dos o sin
ninadin 1odo. La actividad especifica asi obtenida

corresponde. entonces. a un promedio de distintas especies
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aue no presentan la misma actividad bioldaica. Ademas. se
comprobd (207.208) qgue la iodacidén 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 t+endmenos de radiolisis v transcurrido un cierto
tiempo despuss del calculo inicial de la actividad
especifica. va no basta una correccidn por decaimiento del

radiois<&topo para obtener un valor correcto (209).

Fara obtemer un valor de actividad especifica mas
realista. otros autores (210,211) han utilizado una técnica
de autodesplazamienta. En estos casos se asume que la masa
del trazador en la solucidén radiactiva es i1qual a aquella
gue presenta la misma relacidn unido/libre (B/F) que la
hormona fria en un aratico de H/F versus leca L[masa (na) de
hormona tria o volumen (ul) de solucidén de hormona
marcadal. Esta suposicidn es vdalida siempre v cuando la
masa del trazador sea despreciable frente a la hormona fria

aaregada. como resulta de los estudios agqui presentados.

En este trabaio se modificad la téEcnica v se la
completd con el +in de hacerla aplicable & cualquier

ligando para el cual se cuente con un aceptor. Se
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1introduio con ese fin el concepto de m&xima capacidad de
untaon voooun maetodo para su determinacidn. Esta tEcnica es
especiralmente util en el casoc de las hormonas proteicas
para las que los métodos de marcacidn son bastante
1nespeciticos v aqQresivos. lo que suele atectar
protundamente la actividad bioldaoica de la hormona marcada.

Utilizando esta técnica los valores de actividad especifica

se ocbtienen iustamente a partir de la actividad bioldaica
aue se desea estudiar (en este caso la de unidn al
receptor). Fodria también aplicarse determinando las

respuestas bioldaicas de celulas enteras.

Una vez desarrollada la técnica de autodesplazamiento
se pudo entonces encarar el estudio de la interaccidsn
hormona - receptor. La primera etapa consistid en analizar
la asociaci1sn del ligando al receptor. Fara poder calcular
las constantes cingEticas de ascciacidn se tuvo en cuenta no
sd¢dlo la hormona pegada a la superficie de la c&£lula sino
tambien aguella aque, a cada tiempo, hubiera sido
internalizada v dearadada. De este modo se tendria un
pancrama de la unidn de la hormona a sus receptores en
condiciones mas parecidas a las fisioldaicas. Al

realizarse la unidn en células enteras se permite gque se
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lleve a cabo el procesamiento completo de la hormona. con
las moditicaciones aue esto puede acarrear sobre la primera
interaccion de la hormona con la membrana plasmatica.
Utilizando esta a&aproximacién se calculd la eneraia de
activacian del proceso de asociacidn. El valor de 12,4
kcal/mol indica que esta reaccidgn es muv rapida va que 1la
barrera energsetica a superar es baia. Esto. junto a la
alta afinidad. parece ser una caracteristica importante del
reconocimiento hgrmona - receptor va que permite que muy
peqQuenas concentraciones del ligando sean capaces de
desencadenar respuestas rapidas como es el caso de 1la

estimulacicon esteroidoaenica en las cé&lulas de Levdia.

El estudioco de la disociacién, llevado a cabo sobre
membranas de testiculo (fia. ?), reveld la presencia de
dos componentes cindticos distintos. Durante los primeros
10 & 15 minutos iniciales. a 34°C., hay una disociacidn
rapida sequida por un proceso muy lento. Aun despu&s de
tres horas. un S0% de la hormona permanece unida a la
membrana. Esto plantea basicamente tres opciones: 1) 1la
formacion de aaregados de receptores. previa a la
internalizacidn. lo que disminuiria la reversibilidad de 1la

reaccion (1095) 2) la presencia de dos tipos de sitios de
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unidan. nunca demostrada pero si sugerida 21303 v o3 la

aparicidan de nuevos receptores.

Un analisis en el equilibrio seaun Scatchard presenta
un aratico curvo. Descartada la posibilidad de un tendmeno
de cooperatividad negativa por el xperimento de
disociacian., se puede inferir la existencia de dos tipos de
receptores: uno de alta afinidad v baia capacidad v otro de
baia atinidad v una capacidad moderada. Es de notar gue el
valor hallado para la primera constante de afinidad esta de
acuerdo con el encontrado en la literatura (210). Es muy
probable que el uso de una hormona marcada con alta
actividad especifica impida ver el seaqundo sitio.
Generalmente se puede encontrar en la literatura que 1la
actividad especifica utilizada esta alrededor de los 40-50
uCi /ua. En este caso se utilizd una hormona que poseia una
actividad especifica de 2.84 uCi/ua. con lo que se pudo
aumentar la cantidad de radiactividad aagreaqando suficiente

cantidad de hormona fria.

La posibilidad de un desenmascaramiento de receptores
esta avalada por una serie de observaciones. Ya se

menciond que existe una reaulacidn positiva i1nicial de los
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receptores (102.104) que no depende de la sintesis de
proteinas (l109). Rdemas. recientemente se han presentado

evidencias de la existencia de poblaciones enmascaradas de
receptores para aonadotrofinas en el cuerpo luteo (214).
.a aparicicon de estos receptores parece estar
correlacionada con procesos de modulacién de la fluidez de
la membrana (213). Este fendmeno. como la irreversibilidad
de la unidn del ligando al receptor, podria estar
relacionado con }a terminacidén de 1la accidn hormonal v
favorecer procesamientos posteriores del compleio hormona -—
receptor. i1nclusive el reciclado del receptor (96). En los
experimentos de internalizacidn también se manitiesta la
presencia de dos tipos de feceptores. En este casoc se
diferencian por las distintas velocidades con que son
endocitados. Esto llevda a definir dos constantes de
internalizacidn. Sin embarqo esto parece ser independiente
de un posible reciclado de los receptores va que, en los
#perimentos con colchicina., en los que la endocitosis esta
fuertemente inhibida. se observa una marcada subida en 1la
cuwrva de unidn a la membrana. alrededor de los 90 minutos
«fig. 30) . Es probable entonces que. en la situacian

fisioldaica (fiq. 25 vy 28) los fenamenos de requlacidn
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positiva v de internalizacian tiendan a compensarse.

tuando se estudid hasta que punto la internalizacion
era re=zponsable de la desaparicidn de los receptores en las
celulas desensibilizadas, se vid (fia 24) gque 72 horas
despuas de la inveccidn de 200 Ul de hCG wun 35% de los
sitios de unidn oriainales se hallaban autin en la membrana,
aungue ocupados. Sdlo una sequnda dosis de gonadotrofina
fue capaz de eliminar casi todos 1los receptores de la
supert+icie. Estos resultados concuerdan con los de otros
autores 216) que demostr aron., mediante tecnicas
inmuriohistoauimicas. que la unidn de la hCG a células de
Leydiq porcinas. en cultivo, tiende a ser irreversible v
que la desaparicidn del complejo hormana - receptor de la
superticie es muy lenta. Otros experimentos. realizados
"in vivo". indican 1la ptresencia del compleic hormona
receptor en la superficie de las celulas de Levdiaq de rata
hasta 48 horas después de la inveccidn de hCG (20.217.218).
En alqurnos de estos cascos (216). se ha probado que muchos
de los compleios remanentes en la membrana son los
originales. lo que concuerda con la baja velocidad de
discciacicn aqui descripta. Esto parece descartar 1la

posibilidad de que la sintesis "de novo" o el reciclado de
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los receptores sean la causa principal de la presencia de

los compleios en la membrana.

Es de esperar entonces que la velocidad de
internalizacidn tenaa wn papel determinante en estos
tendmenos. Los resultados presentados agui indican una

internalizacidn muy lenta de la LH en células de Levdia.
Fese a que un pequefio porcentaje de la hormona unida a la
membrana es rapidamente endocitada. el resto presenta una
velocidad de internalizacidn mucho menor. Estos resultados
son concordantes con los derivados de estudios mortoldgicos
tanto "in vivo" como "in vitro" en células luteales o de la
aranulosa (217.88). Ahmed v col. (219) suagieren que. en
c=lul as luteales. los compleios hCG - receptor son
internalizados mas rapidamente gue las demds proteinas de
membrana. Sin embarao. otros estudios (220) demostraron
que ciertas proteinas marcadas presentaban velocidades de
internalizacidn 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 internalizacidn. en c£lulas de la aranulosa,
entre siete vy nueve veces menor que la del promedio de las

proteinas de membrana. La constante de internalizacidn que
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se encontrd aaus para la LH en c£lulas de Levdia es del
m1s=mo orden que la informada por Robinson v col.. Estas
baias velocidades podrian “plicarse por una exclusidan
selectiva de los compleios hormona — receptor respecto de
los pozos recubiertos (88,222). Estos datos difieren. sin
embarao. de los resultados cbtenidos con c&lulas de Levdia
tumorales (110) . lo que podria estar reflejando las

diferencias entre las celulas normales y tumorales.

Existen numerocsas evidencias del papel de los
microtubulos en los mecanismos de internalizacidn (223).
Los resultados de los experimentos con colchicina (fia. 27
v Z0) muestran que esta droga inhibe fuertemente 1la
internalizacidn de la LH en c#lulas de Levdiq. La
colchicina produce serias alteraciones en el sistema de
microtubulos. 1o que indica que la endocitosis del complejo
LH - receptor en estas c&lulas involucra la accidn de estos
elementos del citoesqueleto. Este resultado. si  bien
nuevamente contradice los presentados por Ascoli en celulas
tumorales (110), ha sido recientemente confirmado por
estudios "inm vivo" con esta droaa, asi comoc con
vinblastina. otro inhibidor de los microtibulos (214). En

otros sistemas, la colchicina impide la transferencia de la
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1251—Pr1 internalizada a la fraccidan del Golaoi. pero no
intert+iere en la internalizacisn en si. En las celulas de
Levdia en cambio. se demostrd agu: que es la primera etapa.
la de internalizacidn. la que se inhibe por accidn de la
colchicina. Guedaria aun por determinar s1 estos

1inhibidores de 1los microtubulos interfieren en los pasos

pocstericres de procesamiento del compleio hormona -
receptor. For lo pronto. ni la wvinblastina ni la
colchicina impiden el aumento de los niveles de

testosterona plasmatica despuzs de 1la inveccisn de hCG
214)., como tampoco la colchicina es capaz de afectar la
sensibilidad ni la magnitud de la respuesta esteroidoaenica
de c2lulas de Leydiq en suspensican (fiq. 32). Esto indica
que la colchicina no presenta efectos téxicos sobre las
c=lulas de Levdia. Otra conclusidn interesante es que 1la
accidn de los microtubulos.,. fundamental para la
internalizacidn, no es necesaria para una respuesta

esteroidoqgénica normal.

Existe un consenso aqerneralizado en que las hormonas
peptidicas 1nternalizadas por las ceélulas blanco son
finalmente deaqradadas en los lisosomas. La mavor parte de

las evidencias son indirectas va que en aeneral 1los
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productos de dearadacicdn difunden yv.por lo tanto. son muy
dificiles de +tiiar. For eso ha sido de gran utilidad el
uso de aaentes lisosomotrdpicos como la cloroquina v el
NH Cl. En las celulas de Levdia ni la cloroquina (fia. 26
v 29) n1 el NH Cl afectan al proceso de internalizacidn en
si Dpero inhiben la aparician de productos de hidrélisis de
la hormona con la consecuente acumulacidn de marca
radiactiva en el interior de las c#lulas. Estos resultados
coinciden con }os obtenidos por Ascoli v Puett en células
tumorales (110,111) ., Los resultados aqui presentados
contirman la hipatesis de que la hormona uwnida a las
ce&lulas de Levdig, despuss de ser endocitada. es deqradada
en los lisosomas v los productos de la hidrdlisis son
liberados al medio extracelular. Este proceso de
dearadacian presenta un periodo de latencia de unos veinte
minutos lo gue se podria explicar por el transito
vesicular que trequiere la hormona para lleacar a los
lisosomas (223). En las cé&lulas tumorales., Ascoli (111)
encontr® que la cloroquina., en concentraciones similares a
las usadas aqui. inhibe parcialmente la esteroidog<nesis
activada por gonadotrofinas. el experimento presentado en

la fiqura 31 demuestra que la clorogquina no afecta 1la
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sensibilidad na la respuesta maxima de las celulas de
Levdia &a la LH. De esto se deduce tambisen aue 1la
dearadacian de la LH no esta relacionada con L&
estero—doasnesis estimulada por la hormona. hecho que

tambi1<£n +ue probado por fAscoli en su sistema (112) mediante

otra estrateqia experimental.

Se menciond que no es necesaria la intearidad de los
microtubulos para obtener uwna respuesta esteroidogEnica
normal . En cambioc. cuando se ensavd el efecto de la
citocalasina B, se vid gque esta droqa depolimerizante de
los microfil amentos disminuve 1la sensibilidad de la
respuesta androgénica (figqura 33). En la parte H de esa
figdra se demuestra que esa inhibicidn es refleic de una
inhibicidn mucho mas marcada de la produccidn de AMFPc

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

microtilamentos en la interaccidn receptor — AC. Existian
evidencias de que la citocalasina BH. asi como los
anticuerpos anti—-actina (principal componente de los
microfilamentos). era capaz de evitar la estimulacidén de la

produccién de AMFc por LH en ovario, sin afectar la unidn
de la hormona (225) . Una de las #plicaciones mAas

adecuadas para esto es que los microfilamentos intervienen
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en la movilidad lateral de los receptores., permitiendo asi
la 1nteraccidn con los demas componentes de la membrana,
entre ellos la proteina N. Es interesante notar que, al
igual que en el ovario (22%5), en células de Levdiag los
microt+ilamentos v no los microtibulos son los componentes
del citoesgueleto relacionados con la activacidn de la AC
mientras que en la mavoria de los demds sistemas sucede lo
contrario (226). Otro punto llamativo es que Hall v col.
(Z227) encontrarqp en células de Leydiq que los anticuerpos
anti-actina inhibian la esteroidogénesis estimulada por LH
pero no la produccidn de AMFCc. Los autores postulan que el
pasc dependiente de los microfilamentos es el transporte de
colesterol hacia la mitocondria. Esto deberia ser probado
de un modo md&s directo. pero abre la posibilidad de gque la
citocalasina B tenga un efecto tdxico sobre la actividad de

la AC.

El ferndmeno de resensibilizacidn de las celulas de
Leydia fue inicialmente descripto por Calvo (140), En sus
trabaijos. continuados luego en esta tesis. se observd que
una 1inveccidén de hC6E aplicada a animales previamente

desensibilizados no loaraba inducir un nuevo ciclo de
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desensibilizacidn. En este estado. el numero de receptores
para LH permanece muv bajo (fiaq. 13 v 24) y. sin embargo,
los testiculos son capaces de responder a la estimulacion
con la aonadotrofina con una produccicén de testosterona
superior & la inducida por la hormona en testiculos de
animales controles (fiaq. 14). Ademas. la sequnda dosis de
hCG es capaz de acelerar la reversidn de los bloqueos
enzimaticos revelados por la acumulacidn de productos
intermediarios de la esteroidoa&nesis. AUn siete dias
después de la primera inveccidn de hCG. una seaqunda dosis
no pudo volver a desensibilizar las c#lulas de Levdiqg (fiq.
15 v 16). Esto sugiere que, de alaun modo. 1a primera
inveccidn de la hormona. ademas de desensibilizar a las
ce&lul as, provoca cambios perdurables en las mismas. La
aparicidén de un segundo pico en los valores basales de
testosterona plasmatica, va mencionado por otros auvtores
(114,229) permite postular que a 1los tres dias de 1la
administracidén de hCG. las celulas va estan saliendo del
estado de desensibilizacidn. Esto se refleja en los altos
valores basales de testosterona cuando se incuban los
testiculos o las e€&lulas aisladas. La produccidén del

esteroide estaria mantenida por la hormona que. 72 horas
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despuss de la inveccidn., permanece unida a la membrana
celular (fia.24). La segunda inveccid¢n., no salo no produce
una nueva desensibilizacidn, sino que acelera la
resensibilizacican de las celulas. Estos resultados indican
que la desensibilizacidn producida por una i1nveccicn de hCG
es un evento temporal. lo gue concuerda con los efectos de
tratamientos crdnicos con gonadotrofinas en ratas (147,139)

v en la experiencia clinica (136,137).

La demostracidn de que la inveccidn de hCG tenia
etectos disimiles en las actividades enzimdticas de tres
poblaciones de c&lulas de Leydiq (147) llevd a investigar
el efecto de una sequnda inyeccidn sobre esas poblaciones.
En el fraccionamiento de las cé&lulas obtenidas por
tratamiento con colaagenasa se distinquen cuatro bandas con
capacidad de unir LH. La banda O esta constituida por
restos celulares (143,230) y practicamente no responde a la
qonadotrofina. Las bandas IA. IEB y II corresponden a las
descriptas por Fayne y col. (142). Se demostrd aqui gue.
72 horas después de la administracidn de una o dos dosis de
hCG. practicamente no se detectan sitios de unidn para LH
en ninauna de las tres poblaciones. El estudio de la

capacidad esteroidoaq#nica de los distintos tipos celulares



DR Yo

-181-
mostra que todas las poblaciones son desensibilizadas por
una dosis de 200 UI de hCG. For otro 1ado. la sequnda
inveccian de la hormona induce el ecstado de
resencsibilizacidén en todas las poblaciones. Esto se

manifiesta por la reversidn de los blogqueos enzimaticos v
la recuperacicn de la respuesta esteroidogenica a la
estimulacidn  "in vitro" con LH. pese a gque existe una

marcada disminucidén de la sensibilidad.

El comportamiento homoag&neo de las distintas
poblaciones de celulas de Levdig frente al tratamiento con
h€6 ecstd de acuerdo con trabaios recientes de Aguilano v
Dufau (270) vy de Laws v col. (231) que, mediante ensavos
morfoldgicos v bioquimicos. demostraron que la aparicidn de
poblaciones mas livianas de cé&lulas de Levdig esta
relacionada con la presencia de células sin nmicleo o
danadas. En principio se descartaria entonces la
existencia de poblaciones de cZlul as de Levdia
funcionalmente distinguibles, considerandose inclusive gue
la separaclan fisica de estas poblaciones seria
consecuencia de los danos producidos sobre las celulas

durante su obtencidn.



-132-
Una posible explicacidn para el fendmerno de
resenstitbilizacidn se entronca con 1as conclusiones

obtenidas por Hodgson vy de kretser (229). Estos autores
encuentran. como agqui. que el estado desencsibilizado

producido por una inveccidén de hCG rno puede ser mantenido

mediante nuevas administraciones de agonadotrofina. La
ausencila de un nuevo periodo refractario se puede
relacionar con la accidn trdfica que eijerce la

gonadotrofina SPbFE lags ce&lulas de Levdiq. Este tipo de
accidn se refleja. por un lado. en un aumento del ndmerc de
celulas en ratas adultas tratadas crdénicamente con hCG
(135). For otra parte, Ewing v Zirkin (232) demostraron
una muv buena correlacisn entre el desarrollo del reticulo
endopléasmico v la funcidn estercidogénica. Sus estudios de
microscopia electrdnica demostraron que uno de los efectos
tréficos de la LH es la requlacisn de la bioqgénesis vy el
reciclado del reticulo endogpldasmico 1liso. La primera
inyeccidn de hCG dispararia el desarrcllo de una maguinaria
esteroidoagenica con una capacidad incrementada. Teniendo
en cuenta que las enzimas involucradas en la conversidn de
preanenolona a testosterona se encuentran principalmente en

el reticulo endopléasmico. esta nueva maquinaria seri&
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reponsable de la reversicdn de los blogqueos enzimaticos de

la esterovidogénecsis. acelerada por la seaqunda dosis.

Un hecho interesante es que, como se ve en las tiquras
14 v 16, la respuesta en testosterona de las ceélulas
resensibilizadas no esta asociada & un aumento
sianiticativo de la produccidn de AMPc. Surgid entonces el
interrogante sobre el papel del AMPc en la respuesta a la
LH de las cé&lulas resensibilizadas. Fara determinar si el
estimulo de la produccidén de testosterona esta o no mediado
por AMFPc se trabaid con células de Levdig totales en virtud
de 1lo menciornado anteriormente. Cuando se midia la
produccidn de testosterona de las células de Levdia
resensibilizadas en funcidn de la concentracidén de hLH, se
observa un marcado corrimiento hacia mavores
concentraciones de la curva dosis - respuesta para estas
ce&lulas respecto de las corvrespondientes a las células
controles (fig 20). En este punto fue interesante
investigar si existia alguna relacidn entre la disminucidn
en la sensibilidad vy la baja produccidn de AMPc. La
realizacidn de curvas de produccidén de testosterona en
funcidn de la concentracidn de db-AMFc mostrd que no hay

diferencias en la sensibilidad entre las ce£lulas controles
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resensibilizadas cuando son estimul adas por el
nuclestido. Esto indicaria que el AMPc puede ser mediador

de la respuesta esteroidogénica a la gonadotrotina en el
estado resensibilizado. Los cambios encontrados en la
sensibilidad serian debidos, entonces. a alteraciones

previas a la activacidn de la PE.

For otra parte, la ocupacidn de los sitios de unidn
intracelulares para AMPc que se encuentra en el estado
resensibilizado.” indica que hay un aumento en la produccidn
del nucledtido ciclico en respuesta a la estimulacidn con
LH, aunque en concentraciones tan bajas que no permiten su
deteccidén en el medio extracelular. Sin embargo. estos
niveles de AMPc podrian ser suficientes para activar la
sintesis de testosterona. DOtros trabaios (30,126) han
sugeridoc una compartimentalizacidn funcional en las
respuestas mediadas por AMPc v la FK y postularon gue la
fraccidn de AMPc necesaria para la activacidén celular tiene
un acceso mas directo a los receptores relacionados con 1la

modulacidn de las enzimas claves de la esteroidogeéEnesis.
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Dado que el ED3SO de la estimulacidn con db—-AMFc no es
moditicado por el tratamiento resensibilizante, pese a 1la
menor sensibilidad de la respuesta a la hormona, se puede
postular que este corrimiento en la sensibilidad se debe a
una menor produccidn de AMFc, reflejiada en la ocupacidn de
los sitios intracelulares para el nuclesatido. La menor
produccidén de AMFc durante la estimulacidn con LH de las
celulas de Leydiq resensibilizadas puede estar relacionada
con la falta de receptores para LH presentes en la
membrana. Los resultados presentados muestran que cé&lulas
que han recuperado parcialmente sus receptores son capaces
de responder a la LH pero presentan una sensibilidad
intermedia entre la de las células controles v las
resensibilizadas. Esto estaria indicandoc una correlacian
entre el rmimero de receptores disponibles y la sensibilidad

de la respuesta androqgenica.

Ha sido va demostrado (28) que se obtiene en células
de Leydiaq una respuesta esterocidogéenica maxima con la
oeupacidn de un 14 de los receptores para LH. Por otra
parte., existe una clara correlacién entre la unidén a
membranas de Gpp(NH)p inducida por la hormona y 1la

activacidn de la AC y. ademas., la cantidad de mol&culas del
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nucledtido que se unen a la membrana es considerablemente
mavor gue el numero de sitios de unidn para LH. Todos
estos datos., unidos a los encontrados en este trabajo sobre
la uwunidn v la internalizacidén de la LH vy scbre 1la
sensibilidad de 1la respuesta despugs de los distintos
tratamientos con hCG. permiten plantear un modeloc para 1la
primera etapa del mecanismo de accidn de la gonadotrofina
en c£lulas de Levdig. En el tejido normal la ocupacidn del
primer tipo de ;;tios de unidn para LH (alta afinidad. baja
capacidad) seria capaz de disparar la respuesta
esteroidogenica. La presencia de los demds sitios
(considerados "en exceso") reqularia la sensibilidad de 1la
respuesta favoreciendo., quizas, los fendmenos de aqgregacian
e interaccidn con otros componentes de la membrana. Esto
estaria mediado por los microfilamentos. lo qe ¥plicaria
el efecto de la citocalasina B sobre la sensibilidad de la
produccidan de AMFc frente al estimulo hormonal. El estado
de desensibilizacidén se produciria, en primera instancia.
por dos fendmenos: 1) el desacoplamiento de la AC (127,128)
y 2) una rapida internalizacidén de los receptores de alta
afinidad. responsables de la respuesta aguda. Fosiblemente

estos dos mecanismos no sean i1ndependientes. Luego
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suwrairian los demds bloqueos enzimaticos descriptos vy 1la
internalizacidn lenta de los demas receptores.
Faralel amente. la administracisn de hCGE produciria un
incremento de toda la maguinaria celular. especialmente de
aquellos componentes relacionados con la esteroidogenesis.
Una segunda dosis acentuaria este efecto trdfico de las
gonadotrofinas, sin ser capaz ya de volver a desensibilizar
las c2lulas. Este estado de hipertrofia celular permitiria
que, pese a la casi total ausencia de receptores vy la
escasa produccidén de AMPc. una nueva exposician a la LH

pueda estimular la sintesis de testosterona.

Hablar de unma hipertrofia celular implica mencionar
incrementos en la sintesis de proteinas. Ya en 1976 se
sugirid que las qonadotrofinas eran capaces de producir una
activacidn de la cromatina testicular (233). Sin embarqo
ese trabaioc se realizd sobre el testiculo total y hasta la
observacidn de Aquilano vy Dufau (201) sobre la activacidn
por hCG de 1a ARN polimerasa de celulas de Leydig no se
habia informado sobre ninguna actividad enzimatica nuclear

que fuese modulada por qonadotrofinas.
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La actividad de topoisomerasa I no habia sido

descripta aun en c2lulas de Leydig por lo que en primera

instancia se la caracteriza. Se demostrs lueqo gque los
tratamientos con qgonadotrofinas tantc "in vivo" como "in
vitro” no modifican la actividad de topoisomerasa I. Sin

embarqo. una dosis desensibilizante de hCG es capaz de
aumnentar la actividad especifica de la enzima de c£lulas de
Leydiaq entre las 12 y las 48 horas despugs de la inveccidn.
Es interesante’!notar que otros autores (201) encontraron
que dosis desensibilizantes de hCG producian una
estimulacian prolongada de las actividades de ARN
polimerasa de c&lulas de Levdia. El perfil temporal para
esta activacidn resultd ser practicamente idéntico al de la
topoisomerasa 1. Ambas enzimas podrian estar afectando los
procesos de transcripcicdn que desembocan en la hipertrofia
celular. Hodgson y de kKretser también demostraron que la
hipertrofia se manifiesta a partir justamente de las doce
horas y se mantiene por lo menos hasta las 48 horas después

de la inveccidn de hCG (229).

Cuando se profundizd en el mecanismo de la
estimulacidn de la actividad de 1la topoiscomerasa I por

aonadotrofinas se vid que, en células de Leydig. existe una
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compartimentalizacian de la enzima. Se detectd una
actividad fuertemente unida a la cromatina. sédlo extraible
con MaCl 1 M, que no fue afectada por ninguno de 1los
tratamientos hormonales probados. El resto de las
actividades medidas fueron moduladas por la gonadotrofina
en una secuencia temporal. A partir de las cuatro horas se
observa un i1ncremento pequeno pero significativo de la
actividad citosdlica que entre las 24 y 48 horas desciende
a valores menores gque los basales. Coincidentemente, la
actividad nuclear extraible con NaCl 0,5 M esta estimulada
entre las 24 y las 48 horas posteriores a la inveccidn de
hCG. Estos resultados sugieren que existe una actividad
latente de topoisomerasa I en el citosol qQque sufre un
proceso de activacidn vy traslocacidén hacia el nudcleo,

inducido por la qonadotrofina.

En cuanto al mecanismo de activacidén en si, se
demostré& que en extractos totales de c&lulas controles el
AMPC aumenta considerablemente la actividad de
topoisomerasa 1. Varios fendmenos nucleares parecen estar
requl ados por este nucledtido. El1 AMPc ha sido relacionado
con el control de 1la wpresidn de genes especificos

(149-153) . Varios qrupos han suqgerido que alquno o quizé&s
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todos 1los pasos de la produccidén de ARNm estan reaqulados
por mecanismos de fosfo — destostorilacidn dependientes de
AMFc (156-159). For otro lado. existen factores proteicos
como las HMG 14/17 capaces de modular 1la actividad de
topoisomerasa I v de ser fosforilados por cascadas de
guinasas dependientes de AMPCc (234). Ademéas. es
interesante destacar gue la topoisomerasa I de hepatoma ha
sido encontrada fosforilada en serina (23%9) Ya por otra
parte, la fosfprilacidn de la topoisomerasa I en serina
estimula la actividad enzimatica (236). Recientemente Tse
Dinh v col. (237) demostraron que la topoisomerasa [ es
inhibida por fosforilacidn "in vitro" en tirosina. Los
resultados presentados aqui demuestran gque la estimulacidn
con AMFPc es mediada por fendmenos de fosforilacidn. La
compartimentalizacidn funcional del AMFc (30,126), la FK
(29) v la topoisomerasa I podrian explicar 1los diferentes
tiempos necesarios para la activacidn de la topoisomerasa I
por la qonadotrofina v el AMPc. Fese a esta diferencia, el
hecho que salo se haya agregado AMRPc garantiza la homologia
del sistema y permite sugerir un mecanismo mediado por AMPc

para la activacidn de la enzima por la hormona.
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Recientemente se ha informado que la forma fosforilada
de la subunidad requlatoria de la FKE del tipo I1
dependiente de AMFc (RII) posee una actividad intrinseca de
topoisomerasa I (228). Este hallazaqo, sumado a la
demostracidn de una traslocacidn de RII al nudcleo de
hepatocitos (158). permite una interpretacidn global de los
resul tados agui presentados. La hipdtesis seria que la LH
inéuce un aumento del nivel de AMPc que al activar a la FK
produce dos efectos. Por un 1lado, se produce la
fosforilacidn de proteinas, entre ellas KII. For el otro,
esta subunidad., ahora con actividad de topoisomerasa I, se
traslocaria al nuicleo donde intervendria en la
transcripcidn de genes especificos. Esto explicaria
tambien porque el AMPc no es capaz de estimular la enzima

en un extracto nuclear.

Existen. por supuesto, otras posibilidades: la FK
podria estar fosforilando otros factores gue, a su vez,
modifican la actividad enzimatica; o la misma enzima podria
ser sustrato de la PK. De todos modos, estos resultados
presentan un modelo interesante para la explicacidn de los
efectos nucleares de hormonas proteicas que wutilizan al

AMFPc como sequndo mensaijiero.

i
|
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I+l s UMETR

En esta tesis se estudiaron alonnos aspectos del wwecanlsmo
de accion de la hormona luteinizante en las c=lulas de : evdia de
la rata. Esta hormona oroteirca oroduce en el tes1do t cticular
dos tipos de etrectos: uno aou?m. que se menltiest .. por una
réoida estimulacidn de la sintesis v secrecion de testo cerona v
otro tardio. de tipo tratfico. Esta dualidad en la 1 ospuesta
hace aue este sistema sea un modelo i1nteresante para €1 estudio
el mecanismo de acciron de  hormonas aue actuan a navel de
receptores de membrana v aque utiliran como seaundo me:s oiera al

tiMPc.

Los resultados de esta tesis =e han dividido «mn Ccilrnco
secriliones diterentes. 51 bien cada una de el! .5 puede
analizarse por =eparado. existe un encadenamieiito ent: e estas
distintas partes. ‘En orimera 1instancia se desarriolla con
detalle un metodo para la medician de la actividad especifica de
hormonas o ligandos marcados radiactivamente. her ramienta
indispensable rpara el estudio d& la 1nteraccidn hormona —
receptor. Fara ello se utiliza como base el m=l odo de
autodesplazamiento. aue tue ampliado. perteccionado v conprobado
experimentalmente. Lueao se pass &l estucio de la reacclon
entre la LH v su receotor testiculai. Se encontro aue. - en  las

condicirones experimentales adecuadas. es posible detl . ctar dos



ti1pos de sitios de unicn para LH. lg que aun ro hab.a sido
descripoto. Se calcularon las constantes de disociacicon. tas de

arinidad v la enera:, de activacidn de la reaccidn.

Se estudi& lueao el oroceso de internalizacidan del compleao

hormona — receotor por el cual la hormomia 1nicialmente unida a
la membrana celular es endocitada v tinalmente dearadadea. Fara
ello se analizaron las cineticas de internalizacidn v

dearadacidan v el papel del cirtoesagueleto v los lisosomas en
estos procesos. He vio gue la dearadacidén de la hormona es
inhibida pbor la cloroauina v el cloruro de amonio. ambos aaentes
lisosomotrdoicos. que no atectan. en las concentraciones usadas.
la respuesta esteroidoasnica. La colchicina. en cambio. 1nhibe
ruertemente la internalizacidn en si. auedando la hormona sobre
la superficie celular. Esto demuestra la intervenci i de los
microtubulos en la endocitosis pero no &n la activacidn de la
adenilato ciclasa ni de aloin otro paso de la sinuesls de
testosterona. En cambio. los microtilamentos -t arian
involucrados en esas etapas. fundamentalmente en la orouuccion
de mMFc. va aue la citocalasina B disminuve marcadamente la
sensibilidad de la estimulacidn por LH de la produccoiron del

nucledtido. La

La desaparicicon. 1nducida por la hormona. de 1los sitios
recentores de membrana en estas células es mucho @as lenta oue

la descrinta para otros modelos. Esto ver. 1t77 el estudio de la



relacidn entre el numero de receotores Y la resruesta
esteroildoasnica. tara ello se abnrovechsd el modelo dJde 1la
resensibilizacidn. en ogue las celulas son capaces de resoonder &
la aonadotrotina en condiciones en aue los receptores son  casl
nulos v no se detecta aumento en la oraoaduccicdn de AMFC. Frimero
se descartd¢ aue esto no fuera el resultado de un crecto
selectivo de la administracién de hCG sobre alaouna poblacivyn  de
células de Levdiao en especial. Lueao e demostrd aue exXlisi' o una
produccion de @AMFc inducida por la bhormona. que pese a s muy
peqgueiia permite el disparo de la estimulacian esteroidoosnica
1oual O mavor aue la normal. Esto apovaria la teoria de uue la
aonadotrofina bproduce un crecimienta de la magu: narila
esteroirdoaenica. aue acomparia a ta bhipertrofia o lular

demozstrada por otros autores.

Fara aue exi1stan erectos trdéficos como los mencionadoo la
hormona debe oproduciv alaun tipo de modifircaciaon a ni1vel
ruwclear. se elioid como posible blanco de esta accidn nuclear a
la topoisomerasa l. una enzima gue parece estar asociada a la
transcripciacn. La actividad de topoiscmerasa | es i1ncrementada
nor accidn de la oconadotrofina. Este etecto recien se detoacta a
partir de las 12 horas despu&s del tratamiento. Se estudid
finalmente el mecanismo de esta estimulacidn. encontrandose aue
el AMPc v una cascada de fosforilacidn modulan la actividad en

extractos totales "in wvitro". Esto permite postular a la



tonoisomerasa [ como un blanco nuclear de haormonas cuva accidn

es mediada opor AMHC.

bl

il (WO

<

/ Juad ¢



