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CONSIDERACIONES GENERALES

"La vida es una relación entre moléculas

y no una propiedad de cada molécula".

Pauling, 1960.

Las glándulas endócrinas y sus hormonasson una advertencia que

la vida es un estado de la materia altamente improbable, que depen

de, para su mantenimiento, del éxito con el cual los sistemas

quimicos, altamente complejosy sensibles, continuan sus actividades

en un entorno que les resulta fundamentalmentehostil. Este éxito

puedeser alcanzado sólo si las partes constituyentes de los siste
masquímicos están armoniosamenteintegrados y continuamente regula

dos en respuesta a los cambios en las condiciones tanto internas
comoexternas.

El progreso de la evolucion orgánica depende, por lo tanto, del

establecimiento de mecanismoscoordinados. La importancia de los

agentes químicos, conocidos comohormonas, radica en 1a contribución

que estos compuestos han hecho para que se cumplaeste requerimiento
tan fundamental de la vida.

A lo largo de la evolución hay un desarrollo paralelo de las

células productoras de hormonas (glándulas endócrinas), sus pro

ductos hormonales, el mecanismo intracelular que permite a las

células responder a tales productos y los tejidos auxiliares, los
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cuales participan regulando la función de la glándula. Las glán
dulas endócrinas tienen un papel central en todos los procesos

fundamentales de la vida de un organismo: adaptación a circuns

tancias nutricionales o del entorno que amenazanla vida o la salud;

perpetuación de la especie, es decir, la reproducción; crecimiento

y diferenciación estructural y bioquímica.

La prolactina (PRL), a diferencia de otras hormonashipofisa

rias, no se ha especializado desde las primeras etapas de la evo

lución de los vertebrados, en una función principal única. En
cambio, esta hormona está involucrada en una amplia variedad de

eventos celulares, muchosde los cuales, son particulares de una

especie o grupo. Esta multiplicidad de efectos sugiere que la

molécula de PRLha estado sujeta a procesos evolutivos que le han

permitido adquirir nuevascapacidades durante el curso de la filoge
nia de los vertebrados (Blum, 1975). Esta multiplicidad de accio

nes, ha llevado a Nicoll (1980) a proponer que la ontogenia de la

función de la hormonarefleja su historia filogenética.
La evidencia disponible sugiere que las funciones másdestaca

das de la hormona, a lo largo de la escala evolutiva, han sido las

acciones osmoregulatorias y los efectos sobre el crecimiento y
desarrollo.

En los mamíferos, la acción de PRLse consideró inicialmente

restringida al proceso de lactancia. Sin embargo,en la actualidad,
es indiscutida la influencia de esta hormonaen la función reproduc
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tiva, asi comoen el desarrollo y crecimiento de las glándulas
sexuales accesorias.

El propósito del presente trabajo ha sido contribuir a ampliar
el conocimiento en algunos de los procesos en los que participa la

PRL .



INTRODUCCION



Tracto genital masculino

El tracto genital masculino de los roedores está formado por

los testículos y un conjunto de glándulas y conductos comoestá es

quematizado en 1a Figura 1.

Los testículos, que serán los encargados de la producción de

los espermatozoides, se desarrollan en el interior de la cavidad
abdominal del embrión masculino. Antes del nacimiento descienden

hacia el escroto, un saco cubierto de piel que se encuentra sus

pendido en la región genital. Del testículo emerge el conducto
deferente, el cual desembocaen el epidídimo, órgano encargado de

la maduración y transporte del esperma. A partir de ambos epidí

dimos, se origina el conducto espermático, el que se prolonga a

través del conducto inguinal y penetra en la cavidad pélvica. Cada

conducto deferente desembocaen un conducto eyaculador corto, los

que luego de atravesar la próstata, se comunicancon la uretra.
Esta, recorriendo el pene en toda su extensión, desemboca en el

exterior por mediodel meato uretral.

El plasma seminal se forma apartir de las secreciones de un

conjunto de glándulas accesorias tales comopróstata, glándulas bul
bouretrales o de Cowper,glándulas de Littré, glándulas prepuciales

y vesículas seminales.
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Figura 1: Esquemadel tracto genital masculino de la rata.
A: testículo; B+c: porción extratesticular de la rete testis; D: cabeza del
epidïdimo; E; cola del epidïdimo; F: ductus deferente; G: glándula del ductus
deferente; H: vesículas aeminales; I: glándula coagulante; K: lóbulo ventral de
la próstata; L: lóbulo dorsolateral de la próstata; M:glándula bulbouretral; N:
músculo bulbocavernoso; 0: músculo isquiocavernoso; P: divertïculo uretral; Q:
extremo proximal del pene; R: cuerpo del pene; s: glándula penial; T: glándula
prepucial; l: ligamento propio del testículo; 2: ligamento de la cola epididi
maria; 3: plexo pampiniforme;4: tejido adiposo; 5: vesícula urinaria; 6: ureter.



Anatomía de las vesículas seminales

Las vesículas seminales fueron así denominadaspor la creencia

equivocada que eran receptáculos o reservorios de esperma. (Setchell

y Brooks, 1988). Consisten en un par de glándulas con forma de bolsa

o saco, pero en su cara interna presenta un intrincado sistema de
pliegues que forman divertículos irregulares. El epitelio es
pseudoestratificado, formadopor una fila de células basales redon

deadas y otra de células columnares. El resto de la glándula se

componede tejido conectivo suelto, una capa de tejido muscular liso

y un revestimiento externo de tejido conectivo (Figura 2) (Levey y

Szego, 1955; Mariotti y Mawhinney, 1982).

Anatomíadel testículo

Los testículos de todos los mamíferos consisten en un par de

órganos ovoides rodeados por una cápsula tejido conectivo denso, la

túnica albugínea. Esta, a su vez, está cubierta, anterior y late
ralmente, por la túnica vaginalis (de Kretser y Kerr, 1988). Inte

riormente, cada testículo está formadopor dos compartimientos ente

ramente distintos en yuxtaposición. Uncompartimiento interno, no

vascularizado: los túbulos seminíferos, que junto con el epidídimo

forma una unidad funcional para la producción, maduración y alma



Epítelío

Secreción

Figura 2: Microfotografía de un corte de vesícula seminal de ratón.
Se observa el intrincado sistema de pliegues del epitelio. Aumento175 X.
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“cenamiento de los espermatozoides; y un segundo compartimiento,
altamente vascularizado, que contiene las células interticiales:

fibroblastos, macrófagos (Niemiy col., 1986), linfocitos (Ritchie

y col., 1984) y, principalmente, células de Leydig, productoras de

hormonas androgénicas. Mientras que los tübulos y sus elementos

celulares retienen un alto grado de orden y organización anatómica,
las células de Leydig están distribuidas al azar alrededor de los

túbulos, rodeadas de tejido conectivo suelto, que forma el tejido
intersticial (Figura3).

A pesar de la aparente dualidad de función e independencia

anatómica, se logra un alto grado de interacción bioquímica entre

los dos compartimientos. El proceso de espermatogénesis puede ser

sólo mantenido en presencia de andrógenos. La transferencia de

sustancias entre los dos compartimientos está limitado por una

barrera de difusión presente dentro del túbulo a nivel de las
células de Sertoli. Pares adyacentes de células de Sertoli se unen
de una manera especial y se divide al epitelio seminifero en dos

pequeños compartimientos: un compartimiento basal, que representa

el espacio entre la túnica propia del túbulo y la unión de las
células de Sertoli, que contienen las espermatogonias.yun comparti

miento adluminal, que consiste en el área por encima de la unión de

las células, se continúa con el lumen del túbulo y alberga las

células germinales remanentes. Esta barrera es altamente discrimi

natoria (DynlyFawcet, 1970). Ciertas proteinas plasmáticas (ferri



Figura 3: Microfotoqrafía de un corte de testículo humano.
Se observan los túbulos .seminïferos y el tejido intersticial. Aumento1400 X.
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tina, albúmina) no pueden atravesar la barrera, mientras que pro
teínas tales comoFSHy LHse transfieren fácilmente entre los dos

compartimientos. Esta discriminación también ocurre con compuestos

de bajo peso molecular. Ciertos azúcares y aminoácidos pasan

fácilmente, pero no otros compuestosde peso molecular equivalente.

Existe un alto grado de transferencia de esteroides entre los
fluidos de ambos compartimientos.

células de Leydig

Enel año 1850, FranzLeydig'describió las células intersticia
les del testículo de varios mamíferos. Las principales caracte
rísticas observadas en las células de Leydig son comunesa todos los

vertebrados, si bien existen algunas diferencias entre especies

(Christensen, 1975)(Figura 4). Estas células tienen forma.poligonal

con un diámetro promedio de 15 umy poseen una membrana plasmática

que presenta, a menudo,pliegues o microvellosidades. La organela

citoplasmática másprominente es el abundante reticulo endoplásmico

liso, cuya superficie provee los sitios de localización para nume
rosas enzimasnecesarias en el proceso esteroidogénico. El reticulo

endoplásmico consiste en una serie de membranasinterconectadas

formando túbulos de 800 - 1200 A de diametro, que constituyen una

malla continua a traves del citoplasma. Se observan también, zonas
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de reticulo endoplásmico liso que se interconectan con el rugoso.
El complejo de Golgi está bien desarrollado y, aunque la extensión

de este complejopuede ser visto en cualquier lugar del citoplasma,
comunmenteestá ubicado cerca de un polo del núcleo. Los elementos

característicos del Golgi consisten de 4-6 sacos aplanados, próximos

unos de otros, con pequeñas vesículas en su periferia. Ewing y
Zirkin (1983) han establecido una marcada correlación entre la

secreción de testosterona y la cantidad de reticulo endoplásmico

liso y las membranasdel Golgi, indicando el rol central que estas

organelas tienen.en<ieterminar la cantidad.de testosterona secretada

por una única célula de Leydig. Las mitocondrias son de tamaño y

número moderados, contienendo cristales que aparecen comunmenteen

forma lamelar, si bien algunos son tubulares. Por otra parte, puede

observarse cerca del Golgi, dos centriolos orientados perpendicu
larmente uno del otro. Dependiendode las especies, las células de

Leydig pueden exhibir una cantidad variada de gotas lipïdicas. Es
comúnencontrar lisosomas primarios y vacuolas digestivas. Los mi

crotúbulos y microfilamentos se encuentran en todo el citoplasma,

a menudo formando una malla subyacente a la membrana plasmática.

Es interesante comentar que sólo las células de Leydig humanas

contienen cristales de Reinke, fácilmente visibles al microscopio.
También,estas células contienen proteinas en su interior, si bien
no se ha aclarado aún su función (de Kretser y Kerr, 1988). El nú

cleo presenta uno o dos nucleolos prominentes (Christensen, 1975),
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es grande, más o menos redondeado u oval y exhibe un borde delgado

de heterocromatina periférica, que se interrumpe sólo en los poros
de la envoltura nuclear.

Biosíntesis de andrógenos

En el macho, los andrógenos son esenciales para el desarrollo

y mantenimiento de tejidos reproductivos específicos, tales como

próstata, epididimo, vesículas seminales y pene, así como en la

aparición de las caracteristicas sexualessecundarias, el desarrollo
del sistema músculo-esquelético,la retroinhibición del eje hipotá
lamo-hipofisario y la estimulación de la espermatogénesis. Además,

los andrógenos estimulan una variedad de otros tejidos, tales como

la piel, hematïes y riñones (Mooradiany col., 1987). Para mantener

la concentración de andrógenos en niveles apropiados, la velocidad

de producción de estas hormonas está balanceado con su depuración

metabólica y excreción. La acción de los andrógenos en los órganos

blanco depende de 1a cantidad de esteroides que pueden penetrar en

la célula, conversión metabólica intracelular a compuestosactivos,

interacciones con el receptor y finalmente la acción del complejo

receptor-hormona a nivel genómico.

Los andrógenos son sintetizados fundamentalmentepor los tes

tículos, en las células de Leydig. Procedimientos histoquimicos
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indican que los andrógenos son también sintetizados y secretados,
en cierta medida, por las células de Sertoli y en menorproporción,
por las células germinales especificas dentro de los túbulos se

miniferos (Turner y Bagnara, 1976; Preslock, 1980). Aunque las

células de Leydig son las de mayor importancia para la generación

de los andrógenoscirculantes, la corteza adrenal tambiéncontribuye
con la elaboración de estas hormonas. La producción de esteroides

no está limitada a las glándulas endócrinas; asi, una pequeña can

tidad puede ser también producida en el cerebro (Huy col., 1987).

Aunquela contribución de estas distintas células es muydiscreta,

la producción local de esteroides puede ser fisiológicamente muy

importante y las reacciones esteroidogénicas que ocurren en estos

distintos tipos celulares compartenmuchascaracteristicas simila
res.

Las enzimas e intermediarios involucrados en el camino bio

sintético de andrógenos están esquematizados en la Figura 5.

El sustrato en la sintesis de esteroides es el colesterol, que

puede ser sintetizado "de novo" a partir de acetato o también puede

ser incorporado a la célula por mediode las lipoproteinas plasmáti
cas. Por otro lado, las gotas lipidicas intracelulares quecontiene
ésteres de colesterol constituyen una reserva de este compuesto.

El aporte de las lipoproteinas o las reservas en las gotas

lipidicas depende de las especies y de la calidad de estímulos en

la producción de esteroides.
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La reacción más importante del camino esteroidogénico es la

conversión de colesterol a pregnenolona, catalizada por un complejo

multienzimático, dependiente de citocromo P-450, que rompela cadena

lateral del colesterol (SCC) y se ubica en la membranainterna

mitocondrial (Shikita.y Hall, 1973). Subsecuentemente, la pregneno
lona es convertida en una variedad de esteroides de 19 átomos de

carbono, por las enzimas oxidativas del reticulo endoplásmico,

muchasde las cuales pertenecen al grupo de hemoproteinas denomina

das citocromo P450, que hidroxilan, reducen, isomerizan y<:livan los
intermediarios esteroideos. Esta conversión es realizada a través

de los caminos denominados A4 o A5. Esta terminología designa la

posición que el enlace insaturado mantiene durante la conversión de

intermediarios a testosterona. Si la pregnenolonaes inicialmente

convertida por el complejo 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A4-5

isomerasa, que convierte los anillos A.y Bde la pregnenolona en una

estructura A4-3 ceto, predominará el camino A4; en cambio, si la

pregnenolona es convertida por la enzima P450 - C17 (17-20 liasa)

predominará el camino A5 (Hall, 1988). El caminopreciso, utilizado

para la formación de testosterona, depende de las propiedades y
cantidad de las diferentes enzimas, asi comode la disposición u

ordenamiento en que estas enzimas están integradas dentro de 1a

bicapa lipídica (Figura 6). Existen evidencias preliminares que su

gieren la presencia de una proteina ligadora de pregnenolona en

ciertos puntos determinados de la membranamicrosomal. (Hall, 1984),
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que determinaria la secuencia de reacciones involucradas en la con
versión de pregnenolona a androstenediona (Baskin y Yang, 1982; Be

ndayan,1984; Lambethy col., 1984). Se ha demostrado, que el camino

A4 es 1a ruta de sintesis preferida tanto en la rata comoen el

ratón (Beyer y Samuels, 1956; Ahmady Gower, 1966) . Contrariamente,

en el testículo humanoel caminoA5es el utilizado para la sintesis
de testosterona.

La enzima microsomal 17B-hidroxiestroide deshidrogenasa cata

liza la interconversión de androstenediona al andrógeno más impor

tante, testosterona. Se ha señalado que esta enzimaes activada por

producto (Oshima y Ochiai, 1973), reversible y posee dos sitios

activos (Samuels y col., 1975).

Todas las enzimas del reticulo endoplásmico funcionan comosi

se tratara de un complejo multienzimático constituyendo una trampa

metabólica para la pregnenolona liberada por la mitocondria.

En humanos, en condiciones normales, la capacidad del sistema

enzimático que metaboliza pregnenolona es insuficiente para con

vertir toda la pregnenolona en testosterona. Cbmoresultado,
diversos metabolitos intermedios escapan de las células de Leydig.
Esto ilustra porque el paso de velocidad limitante para la produc
ción de testosterona está localizado a nivel del reticulo endoplás
mico, mientras‘que el paso limitante de la esteroidogénesis (regu

lado por LH)esté a nivel de la actividad de las enzimas que escin

den la cadena lateral del colesterol dentro de la mitocondria (van
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Haren y col., 1989).

Regulación de la síntesis de andrógenos

La disponibilidad de colesterol en la membranainterna mitocon

drial es uno de los factores que limitan la sintesis de andrógenos.

El aporte de colesterol a la mitocondria requiere la presencia de

una proteina transportadora (SCP2) (van Noort y col., 1988). Otro

factor de importancia es la cantidad y actividad del sistema SCC

Cit P450y la capacidad de liberación de equivalentes reductores del

NADPHal cit P450 via flavoproteinas y ferroproteinas no hémicas.

Sin embargo, la esteroidogénesis testicular' se encuentra bajo

control hipofisario, a través de la secreción de LH y FSH. La

hormona más importante en el control de la célula de Leydig es LH,

si bien participan además otras hormonas y factores producidos

localmente (Verhoeven, 1992). Las hormonasregulan la producción de

esteroides controlando las actividades metabólicas de las células,

asi comola proliferación y diferenciación de la población de cé

lulas de Leydig (Chemesy col., 1985).

Por otro lado, FSHes el principal factor regulatorio del epi
telio seminifero, que actúa en conjunto con los andrógenos elabo

rados en el intersticio. Comose mencionara anteriormente, la FSH

ejerce, asimismo, un efecto regulatorio sobre la actividad de las
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células de Leydig, mediantede la secreción de proteinas especificas
(Saez y col., 1991).

La acción de LHsobre la esteroidogénesis se ejerce a través

de la unión con sus receptores de membranas,cuya estructura ha sido

recientemente dilucidada (Loosfelt y col. , 1989; McFarland y col. ,

1989 ). La unión de LH a sus receptores induce un cambio con
formacional en 1a proteina G, que activa a la adenilato ciclasa

ocasionando un aumento en la sintesi de AMPc(Duffau y col. , 1973).

El AMPcresultante se une a la subunidad regulatoria de una quinasa

de proteina, causando la liberación de una subunidad catalitica

activa. Así, la proteina quinasaactivada cataliza la fosforilación
de proteinas intracelulares. Algunasde estas fosfoproteinas pueden
regular de manerarápida 1a sintesis de proteinas a nivel ribosomal,

mientras que una fosfoproteina nuclear podria mediar los efectos

tróficos de LHregulando la expresión genética (Rommertsy Cooke,

1988). otras fosfoproteínas puedenestar conectadas con el citoes

queleto e intervenir en 1atransferencia intracelular de colesterol.
El control trófico de la actividad esteroidogénica en la mito

condria y el reticulo endoplásmicoliso está ejercida principalmente

por la regulación de 1a biosintesis de 1a enzimas esteroidogénicas
a través del aumento en los niveles de ARNm. Este es un proceso

relativamente lento y es efectivo luego de varias horas de estimula

ción con LH.

Está fehacientemente comprobado que el AMPcactúa como segundo
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mensajero en el mecanismode acción de LHa nivel testicular. Sin

embargo, dado que bajas concentraciones de LHestimulan la esteroi

dogénesis sin cambios detectables en los niveles de AMPc,se ha

indicado que en estas condiciones pueden operar otros mensajeros

(Hall, 1988). Se ha indicado que el ión calcio y calmodulina son

escenciales para completar la actividad esteroidogénica, pero no
está claro a que nivel el calcio ejerce un rol determinado (Rom

merts, 1990). Fosfolípidos, fosfolipasas específicas y productos
del metabolismo de fosfolipidos (leucotrieno) son, también, de

fundamental importancia en la traducción de señales de diversos

tipos. Estos compuestos también han sido detectados en células de

Leydig, pero aún debe demostrarse en que proporción son esenciales

en los efectos de LHsobre la esteroidogénesis (Rommerts,1990).

Metabolismo de 1a testosterona

El nivel sérico de los esteroides biológicamente activos está

determinado por 1a velocidades de sintesis y degradación. La

metabolización de 1a testosterona puede seguir dos caminos (Figura

7). Por un lado, 1a testosterona puede sufrir una 5a-reducción
irreversible originando principalmente DHT. Estos metabolitos 5a
reducidos desarrollan muchasde las acciones funcionales de creci

miento involucradas en la diferenciación sexual del machoy la



23

METABOLlTOS ACTIVOS OH

on OH ® '

{l HO ¡Il3 a- Androstanodiol

. on

no o _" k
17f; . Estradiol 5 a- D|hidrotestosterona

® G) G)
H0 u

Hon

3 B- Androstanodiol

Testosterona

Conjugación u

METABOLlTOS INACTIVOS / Oxidación
on

9:5 4- HidroxilaciónConjugación.> o

Hidroxilación

Reducción

Figura 7: Metabolismo de la testosterona

1: complejo de la aromatasa; 2: Sa-reductasa; 3: 3a-hidroxiesteroide óxido
reductasa; 4: 3B-hidroxiesteroide óxido reductasa.
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virilización. Por otro lado, los andrógenoscirculantes puedenser

aromatizados en tejidos periféricos a estrógenos. Ambostipos de

esteroides tienen actividades biológicas completamentediferentes

ya que cada uno de ellos interactúan, a nivel celular, con recepto
res especificos (Wilson, 1975). Por lo tanto, las acciones de la
testosterona en un órgano blanco pueden ser moduladas a través de

la regulación de la actividad de ciertas enzimasdel proceso metabó

lico de este andrógeno.

Desdeun punto de vista fisiológico este proceso es complicado

por el hecho que en algunos casos estos metabolitos ejercen acciones

locales sólo en los tejidos en los cuales se originan, mientras que
en otros, los compuestos 5a-reducidos y los estrógenos pueden

reentrar en la circulación y actuar comohormonascirculantes. Por

esta razón el estudio del metabolismode andrógenos es esencial en

la comprensiónde la fisiología androgénica y la dilucidación del

mecanismode acción de los andrógenos a nivel celular y molecular.

La degradación de los andrógenosen varios tejidos está deter
minado por el perfil de las enzimas involucradas en el proceso de
inactivación. Las enzimas que degradan los andrógenos activos son

las 5a y SB-reductasas, 17B-hidroxisteroide dehidrogenasa y 3a y 3B

hidroxiesteroide dehidrogenasas. Además,los andrógenos pueden ser

hidroxilados en la posición 6, 7, 15 o 16 (Trager, 1977). La

mayoria de estos metabolitos son intrínsecamente inactivos. Sin
embargo, algunos esteroides, tales comoel 5a-androstanodiol, puede
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ser reconvertido en dihidrotestosterona y por lo tanto, estos
metabolitos pueden ser considerados como potenciales andrógenos
activos.

Los compuestos 53-androgénicos constituyen un grupo especial

de compuestos que estimulan la producción de hemoen médula e higado

(Besa y Bullock, 1981).

Androsterona (3a-hidroxi-Sa-androstano-17-ona)yretiocolanolona

(3a-hidroxi-SB-androstano-l7-ona) son los metabolitos urinarios de
andrógenos más abundantes. Algunosesteroides se excretan libres,

mientras que otros lo hacen conjugados con grupos sulfatos o glucu

rónidos en la posición 3 ó 17. La mayoria de las reacciones catabó

licas tienen lugar en el higado, pero la próstata y la piel también

contribuyen significativamente al metabolismodegradativo de los an

drógenos. Asi, androstanodiol-17-glucurónido es el producto princi
pal del metabolismo de DHTen ambostejidos sin la participación del

higado (Morimotoy col., 1981; Deslypere y col., 1982; Rittmaster

y col., 1988), representando un marcador del metabolismo y acción

de DHTen próstata y piel.

Las enzimas metabolizantes de esteroides comoun todo, consti

tuyen una trama para la rápida conVersión de los andrógenos. Es

claro, que para el mantenimiento de un nivel constante de testos

terona, este proceso debe estar balanceado por un aporte continuo
del testículo.
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Sa-Reductasa

Las enzimas que reducen el doble enlace entre los C4-C5de una

variedad de A4-3ceto-esteroides para formar isómeros 5a y SB-reduci

dos, fueron caracterizadas originariamente por Tomkins(1957). Las

enzimas SB-reductasas están presentes en la fracción citosólica
celular, mientras que todas las 5a-reductasas forman parte del

componente insoluble de la célula, principalmente del reticulo

endoplásmico (Forchielli y Dorfman, 1956).

La 5a-reductasa, que presenta un requerimiento absoluto por

NADPHcomo cofactor (Forchielli y Dorfman, 1956; McGuire y col.,

1960; Voigt y col., 1970), forma DHTa partir de testosterona. Los

estudios del.mecanismode acción han revelado, utilizando la técnica

de marcación isotópica, que el NADPHprovee el ion hidruro para el

C5, mientras que un protón del medio acuoso se une al C4 (McGuire

y Tomkins, 1960). Esta reacción es estrictamente irreversible, ya
que la barrera de energia para la abstracción de un ion hidruro del

C5 de un compuesto 5a-reducido es extremadamente alta.

La enzima 5a-reductasa presenta una apreciable diferencia en

su actividad, en función de la etapa de desarrollo del animal macho,

lo que ha llamado la atención de muchos investigadores. En el

periodo neonatal, el produCto principal del metabolismo de la
progesterona, en el testículo, es testosterona. Durante la madura
ción prepuberal (20-40 días de edad), las células de Leydig conti
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núan sintetizando testosterona y sin embargo, este andrógeno no se
acumuladebido a la elevada actividad 5a-reductasa (Coffey y col.,

1971; Fisher y Steinberger, 1971; Inano y Tamaoki, 1966; Steinberger

y Fisher, 1969). Consecuentemente, los metabolitos Sa-reducidos

(DHT,3a/B-Diol) representan los andrógenos secretados en mayorpro

porción por el testículo inmaduro (Moger, 1917; Corpechot y col.,
1981). Después de los 40 dias de edad, la actividad 5a-reductasa

declina y nuevamente la testosterona es el principal andrógeno

circulante (Murono, 1989).

Estudios sobre la ontogenia de la actividad Sa-reductasa

testicular en la rata, han revelado que esta enzimaes detectable

el dia 15, llega a un máximo entre los 30 y 40 dias, y luego

declina a los 40-60 dias de edad hacia los niveles bajos encontrados

en el adulto (Goldman y Kringle, 1974; Lacy, 1974; Richards y

Neville, 1973).
El descubrimiento inicial de la actividad 5a-reductasa en el

higado de rata, indujo a pensar que esta enzimasólo participaba en
el catabolismo de los esteroides, anulando la acción biológica de
ciertas hormonas (Schneider, 1952). Estudios subsecuentes en

órganos blanco de la acción androgénica, tal como la próstata
ventral de rata, revelaron que la 5a-reductasa es capaz de ejercer

un efecto anabólico, y que la DHTes un andrógeno más potente que

la testosterona misma (Bruchovsky y wilson, 1968).

Esta aparente diversidad en la función ha estimulado la bús



28

queda de la presencia de isoenzimas. Normingtony Russell (1992),

han demostrado en ratas macho, la existencia de dos isoenzimas: tipo

1, predominante en tejidos periféricos, y tipo 2, presente en la
mayoria de los tejidos reproductivos.

Esta distribución tisular de la isoenzimassugiere que la iso

enzima tipo 1 ejercerïa un rol catabólico en el metabolismo de las
hormonasesteroideas, mientras que la isoenzima tipo 2 tendria.mayor

importancia en el proceso anabólico (Normingtony Russell, 1992).

Los mecanismosque regulan la actividad 5a-reductasa durante

las distintas etapas del desarrollo en la rata no han sido comple
tamente aclarados. Las variaciones en la 5a-reductasa testicular

a lo largo de la vida del animal parecen correlacionarse con cambios

maduracionales controlados por gonadotrofinas. Se ha propuesto que

la LHseria el principal factor regulatorio de esta enzima, ya que

se ha demostrado en ratas hipofisectomizadas que el tratamiento con

LHaumenta la actividad 5a-reductasa testicular (Mogery Armstrong,

1974; Nayfeh y col., 1975; Muronoy Payne, 1979). En ratas inmadu

ras, FSHseria otro factor modulatorio de esta actividad enzimática

(Nayfeh y col., 1975). Algunos estudios sugieren que la PRL, en

paralelo con LH, podría también participar en la regulación de la
actividad 5a-reductasa (Takeyamay col., 1986; Ueday col., 1987).

Chase y Payne (1985), tratando ratas inmaduras con bromocriptina,

agonista dopaminérgico que suprime la secreción de PRL, observaron
una disminución en la actividad de la enzima.
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3alB-Hidroxiesteroide óxido reductasa

La DHTpuede ser metabolizada a 3a/B-Diol por acción de las

enzimas 3a/B-hidroxiesteroide óxido reductasa. Estas enzimas, que

requieren NADPHcomocofactor, utilizan comosustratos esteroides

que ya han sufrido la 5a-reducción (Wilson.y(sloyna, 1970; Shimazaki
y col., 1972).

La enzima 3a-hidroxiesteroide óxido reductasa, se localiza en

la fracción soluble de numerosostejidos (wiebe,1978). Dentro del

testículo, está presente tanto en las células de Leydig (Rivarola

y Podestá, 1972; Folmancol., 1973) comoen los túbulos seminiferos,

particularmente en las células de Sertoli (Dorrington y Fritz,
1975).

Durante el desarrollo puberal de la rata macho, entre los 20

y 40 dias de edad, se encuentran niveles elevados de 3a-Diol circu

lante que resultan ser 6 a 8 veces superiores a la sumade las con

centraciones de testosterona y DHT(Moger, 1977). En el periodo de

desarrollo puberal, las concentraciones de 3a-Diol disminuyen y se
mantienen bajas en los animales sexualmente maduros (Podestá y

Rivarola, 1974).

Peng y col. (1979) han observado que la actividad especifica
de la enzima 3a-hidroxiesteroide óxido-reductasa es alta en ratas

de 10 a 22 dias de edad, disminuyendo entre los 22 y 37 dias y per

maneciendo baja durante la adultez. Sin embargo, cuando se expresa
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la actividad citosólica testicular total, se observa un aumento
entre los 10 y 60 dias de vida y se mantiene elevada en la edad

adulta. Este perfil metabólico coincide con las recientes observa

ciones realizadas por Murono(1989) en dos poblaciones de células

de Leydig (banda 2 y banda 3) aisladas en gradiente de metrizamida.

Debido a que el cambio en la actividad enzimática coincide con el

nivel máximode FSHen la rata inmadura (Negro-Vilar y col., 1973;

Payne y col., 1977), se ha sugerido que este incremento podria de

berse a la estimulación por esta gonadotrofina. Eneste sentido, se

ha descripto en cultivo de células de Sertoli la estimulación de la

3a-HOR por FSH (Welsh y Wiebe, 1978).

La presencia de tan elevadas concentraciones de 3a-Diol en la

circulación periférica en la etapa de maduraciónsexual indujo a

pensar que este esteroide podria ser de gran significancia fisio
lógica. Se ha sugerido (Podestá y Rivarola, 1974) que se requieren

niveles elevados de 3a-Diol para la estimulación de la primera

división meiótica en el proceso espermatogénico. Por otro lado, se

ha demostrado que el 3a-Diol ejerce un efecto de retroalimentación

negativa sobre el hipotálamo o hipófisis de rata, pues la adminis
tración de este esteroide inhibe los niveles de gonadotrofinas

séricas (Elridge y Mahesh, 1974).
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Prolactina

La PRL,hormonade origen adenohipofisario, fue descubierta por

Stricker y Greuter en 1928. Desde entonces, se ha encontrado que

esta hormonapresenta una amplia variedad de efectos fisiológicos
en distintas especies y tipos celulares presentes en la escala
evolutiva. Las diversas funciones de la PRLsobre los diferentes

tipos celulares fueron resumidos por Nicoll (1980) quien las ha

clasificado en 6 grupos:

. acciones relacionadas con el agua y el balance electrolitico;
acciones relacionadas con la reproducción

efectos sobre el crecimiento y desarrollo
. efectos metabólicos

acciones sobre estructuras ectodérmicas e intrategumentarias

. acciones que involucran sinergismo o antagonismo con hormonas

esteroideas.
Cada una de estas acciones predomina en determinada especie.

Asi en los anfibios, la PRLinhibe los cambios metamórficos y es

responsable en ciertos aspectos de la conducta de apareamiento. En

aves, induce el crecimiento corporal, la lipogénesis y la secreción

de productos nutrientes especificos. En cambio, en mamíferos, el

rol predominante de la hormona está relacionado en ambos sexos con

la función reproductiva.
Esta asombrosa versatilidad en las acciones de la PRL en
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distintos órganosefectores, nosplantea un interrogante: es posible
que una única especie molecular sea capaz de provocar respuestas tan
diferentes?.

La PRL, aislada por Lewis y col. (1971) , fue descripta comouna

molécula de estructura peptidica, formaelipsoidal casi esférica,

constituida por una sola cadena de 199 aminoácidos, con dos puentes
disulfuros intramoleculares más un tercero en el extremo amino

terminal de la molécula. Su peso molecular es 23000 daltons, es

elaborada por las células lactotróficas de la hipófisis anterior y
sus homologïas estructurales con la hormonade crecimiento y la
somatomamotrofinacoriónica indican que probablemente evolucionaron

a partir de una hormona ancestral común, mediante duplicación de

genes (Moore y col., 1982).

Sin embargo, en los últimos años, se ha señalado que esta hor

monapuede presentar polimorfismoestructural. Así, se han descrip
to una serie de componentes moleculares o isoformas de la misma

denominadas "Big-Big" o PRLgigante, "Big" o PRLgrande y "Little"

o PRL pequeña, de acuerdo con sus pesos moleculares aparentes

(Sinha, 1992)(Figura 8) . Esta heterogeneidad parece estar relacio

nada con eventos genéticos y postrasduccionales a nivel de las

células hipofisarias, o bien a procesos metabólicos que ocurren en

la periferia tales comocliv'aje de una molécula grande en otras más

pequeñas, agregación de pequeñas moléculas a otra más grande (Rogol

y Rosen, 1974; Fang y Rofetoff, 1978; Larrea y col. , 1987) ó modifi
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Figura 8: Isoformas de la molécula de prolactina
Diagrama esquemático que muestra algunas modificaciones que se observan en la
molécula de PRL. a: isoforma principal; : isoforma obtenida por procesamiento
alternativo del ARNm,involucrando deleción (---); c: isoforma obtenida por
procesamiento alternativo del ARNm,involucrando sustitución (---); d: isoforma
clivada; e:PRL glicosilada, (CH) resto carbohidrato; f: dimero de PRL, (-):
indica uniones puente disulfuro.
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caciones covalentes (glicosilación, fosforilación, deaminación)que
originan una modificación en la carga neta de la molécula. La

naturaleza y proporción exacta de estas formas moleculares y la

importancia relativa de cada una de ellas en la respuesta fisioló

gica final no han sido aún totalmente aclaradas (Whittaker y col.,

1981). La discrepancia entre las determinaciones de PRL por

métodos de bioensayo y radioinmunológicos aumenta el grado de

complejidad, ya que es probable que la hormonabioactiva e inmuno

reactiva represente a distintas formasmoleculares.

Mecanismode acción de la prolactina

La interacción de la PRL con su receptor de membrana es el

evento inicial que desencadena una cascada de reacciones que cul

minancon el efecto fisiológico final.

Un gran número de tejidos presentan receptores para PRL. La

glándula mamariaes el órgano blanco característico de la acción
prolactinica. otros tejidos reproductivos tales comotestículos,
vesículas seminales y próstata, poseen receptores especificos. Se

encuentran, además, receptores para PRLen higado, adrenal, riñón,

ciertas zonas especificas del cerebro y células del sistema inmune

(Costlow, 1987). El clonado de los ADNcopia de los receptores de

PRLha permitido identificar dos formas de receptor (de 300 y 600
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aminoácidos respectivamente) presentes en distintas especies de

animales o bien en distintos tejidos del mismoanimal (Kelly y col.,
1992).

Hasta el presente, la secuencia de procesos moleculares por la

cual la PRLejerce su acción, no ha sido aún totalmente aclarada.

Considerando la diversidad de efectos de la PRLen varios órganos

blanco y del polimorfismo estructural de la hormona,es probable que

origine distintos cambioscelulares mediante diferentes mecanismos
de acción.

Comoconsecuencia de la interacción de PRLcon su receptor de

membrana,se liberan los mediadores intracelulares. Se han pro

puesto una serie de segundos mensajeros en el mecanismo de acción

de la PRL entre los cuales se pueden incluir: AMPc, GMPc, ion

calcio, poliaminas, prostaglandinas y péptidos de bajo peso mo

lecular (Rillema, 1980).

Acción de prolactina sobre testículo

La variación de los niveles séricos de la PRLa lo largo de la

vida del animal macho (Negro-Vilar y col., 1973), sugiere que esta

hormona podría modular el mantenimiento de una función gonadal

normal. Estudios realizados en ratones genéticamente deficientes

en PRL (cepas Ames (df/df) y Snell (dw/dw)), los cuales presentan
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hipogonadismo e infertilidad, han demostrado."gue esta hormona
incrementa el peso testicular (Bartke y LLoyd,1970), normaliza la

producción de testosterona (Bartke y col, 1978), estimula la esper
matogénesis (Bartke y Idoyd, 1970) y restablece la fertilidad

(Bartke, 1966; Bartke, 1967).

Enel hamster, la exposición a cortos fotpperiodos de luz ori
gina una drástica reducción en los niveles de PRLtanto en la hipó

fisis como en el suero. En forma concomitante hay una atrofia

testicular, disminucióndel númerode copulaciones e infertilidad.

Por otra parte, la administración de PRL restablece el peso go

nadal, aumenta la producción de testosterona y espermatogénesis e

induce la fertilidad (Bexy col., 1978).

La influencia de la PRLsobre la función gonadal se vio refor

zada cuando se descubrieron sitios especificos de unión para esta

hormona en las células de Leydig (Aragona y col, 1977; Charreau y

col., 1977). La PRLes capaz de modular el número de sus propios

sitios receptores. Asi, se ha podido establecer (Morris y Saxena,
1980) que el número de sitios receptores aumenta con 1a edad del

animal y dosis crecientes de PRLdisminuyen el número de sitios

receptores, tanto en ratas en desarrollo comoadultas.
También, se ha demostrado que la PRLtiene capacidad de modular

el númerode sitios receptores de hormonasheterólogas comola LH.

En ratas inmaduras, la PRL aumenta los sitios de unión a LH de

maneradosis-dependiente; mientras que en ratas adultas, induce una
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disminución de estos sitios receptores (Morris y Saxena, 1980).

Ademásde este efecto en modular el númerode sus propios si

tios receptores y los de LH, la PRLpresenta otras acciones en

testículo. Hafiez y col. (1972a) demostraron que la PRLes capaz

de aumentar la cantidad de colesterol esterificado testicular,

sustrato para la biosintesis de andrógenos, y la actividad de
ciertas enzimas esteroidogénicas comolaZMBy'17B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (Hafiez y col., 1971). En ratas hipofisectomizadas

y tratadas con LH y PRL se observó que hay una inducción en la

sintesis de andrógenos "in vivo", poniendo en evidencia que la PRL,

a determinadas dosis, potencia el efecto de LHsobre la esteroi

dogénesis gonadal (Hafiez y col., 1972b). Belanger y col. (1981)

demostraron que 1a administración de PRLa ratas intactas aumenta

los niveles testiculares de l7-hidroxiprogesterona y andrógenos.
Por otra parte, se ha observado que el tratamiento de ratas inmadu

ras con bromocriptina, agonista dopaminérgicoque desciende los ni

veles séricos de PRLsin modificar los de LH, disminuye la produc

ción de andrógenos testiculares "in vitro" asi comola respuesta a

la hCGa dosis submáximasde estimulo. Sin embargo, en condiciones

de máximaestimulación con hCG, la producción de andrógenos no di

fiere del control (Suescun y col., 1985). Recientemente Mazzocchi

y col. (1990) realizaron un minucioso estudio morfológico y morfomé

trico del testículo sometido a una infusión continua con PRLy

observaron un nitido desarrollo del reticulo endoplásmico y un
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aumento en el númerode peroxisomas, organela donde se localiza la
enzimahidroxi-metil-glutaril Co-Areductasa, la cual es regulatoria
de la biosíntesis de colesterol. Estos resultados sugieren, en con

junto, que la PRLmodula el aporte de sustrato necesario para la

biosíntesis de andrógenos,mientras que la etapa posterior, corres

pondiente a la síntesis de testosterona , estaría regulada fundamenr
talmente por LH.

Es oportuno mencionar también, que se ha observado, utilizando

un modeloexperimental de testículo de rata perfundido con distintas

dosis de PRL (Fung y col., 1989), que esta hormonainteraccionaría

con LH de manera bifásica dosis-dependiente, ya que a dosis peque

ñas de PRLse inhibe la producción de testosterona estimulada por

LH, mientras que a dosis elevadas se potencia la acción de la

gonadotrofina.

Efecto de la PRLsobre las vesículas seminales

Han sido demostrados sitios de unión específicos para PRLen

vesículas seminales de ratas en desarrollo adultas y seniles (Negro

Vilar y col., 1977).
Por otra.parte, en las hiperprolactinemias inducidas se origina

un aumento en el contenido de ADNy en el peso de la glándula, con

una proliferación mayordel epitelio vesicular que el del estroma
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(Ayata y col., 1989).

Si bien estas glándulas dependen fundamentalmente de los an

drógenos para su desarrollo y funcionalidad, Keenany col. (1981)

han determinado que la PRLacentúa las acciones proliferativas de

los andrógenos. Deesta manera, los andrógenosestarian involucra

dos en una primera etapa en la organización de la estructura glandu
lar que comprendetanto a los componentesepiteliales comofibro

musculares. Enuna segundaetapa, los andrógenos inducen prolifera

ción y diferenciación de las células epiteliales funcionales.

Efecto de la prolactina en la etapa puberal

Comose describiera en párrafos anteriores, el principal andró

geno producido por la gonada es la testosterona, la cual cumple un

papel central en distintos aspectos de la maduración sexual, que

incluye: comportamiento, espermatogénesis asi comodiferenciación

y mantenimientode las glándulas sexuales accesorias. La testoste
rona ejerce, además, un estricto control sobre la secreción de
gonadotrofinas, por un mecanismode retroalimentación negativa. sin

embargo,durante el periodo infanto-juvenil, la testosterona no es

el principal andrógenocirculante. Comose describiera anteriormen

te, debido a la diferencia en las actividades de distintas enzimas,
fundamentalmente la 5a-reductasa, se originan marcados cambios
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prepuberales en la producción de andrógenostesticulares (Rivarola

y col., 1972; Wiebe, 1976; Preslock, 1980). Aunquelos niveles de

testosterona se elevan hacia el final del periodo juvenil, el
aumento de velocidad más pronunciado ocurre alrededor de la puber
tad.

Se ha demostradoque el perfil de secreción de la testosterona
se correlaciona con pulsos en la secreción de LH(Ellis y Desjardin,

1982).

En términos generales, se puede considerar que la esteroido

génesis testicular es influenciada, al menos, por dos factores
importantes: por un lado, el perfil secretorio de las hormonas

hipotalámicas-hipofisarias y por el otro, la respuesta del testículo
a estas hormonas.

En la pubertad, es claro que cambios en la secreción de hormo

nas hipofisarias precede a la maduracióndel testículo.
Durante el desarrollo sexual, cada una de las hormonashipofi

sarias exhiben un determinado perfil sérico. La FSHaumenta desde

los 14 dias de edad y muestra un valor máximoalrededor de los 25

dias, para luego descender y mantenerse en valores aproximadamente

constantes. De manera opuesta, LHno presenta variaciones apre

ciables a lo largo del tiempo de vida del animal.
La PRLmuestra, en la rata macho, un perfil sérico distinto a

las anteriores gonadotrofinas, detectándose durante los primeros 20

dias de vida bajos niveles de PRL,para luego aumentar gradualmente
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hacia la pubertad (Dohler y Wuttke, 1974; Becú y Libertun, 1982).

Concomitantemente, es posible observar un marcado aumento en la po

blación de células involucradas en la secreción de PRL,asi comoun

aumento en la síntesis y cantidad de hormona secretada por cada

lactotropo. A1mismotiempo, en la rata en desarrollo, tiene lugar

una maduración progresiva de los mecanismos regulatorios de la
secreción de PRLa través de los factores inhibitorios y estimula
torios de la misma (Becú y col., 1992).

Por intermedio de sus sitios de unión en células de Sertoli,

FSHestimula la espermatogénesis, mientras que LHestimula la secre

ción de testosterona por acción sobre las células de Leydig. El

aumento prepuberal en los niveles de FSHpromueve la formación de

receptores para gonadotrofinas dentro del testículo (Odell y Sewer
dloff, 1976; Ketelslegers y col., 1978; Huhtaniemiy col., 1982).

Comoresultado, el crecimiento testicular procede en paralelo con

el aumento de FSH (Ojeda y Ramirez, 1972). El efecto de LH sobre

la liberación.de esteroides del testículo inmadurt>puedeser bloque

ado por hipofisectomía, pero el tratamiento de animales hipofisec
tomizados con FSHrestablece la efectividad de LH (Odell y col.,

1973). Esto es debido, probablemente, a la capacidad de FSH en

aumentar los receptores testiculares para LH(Odell y col., 1973).

En vista de estos hallazgos, parecería que un aumento en la pro

ducción de testosterona relacionado con la pubertad puede, teóri

camente, ocurrir independientemente de los cambios en los niveles
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tónicos de LHsérica (suponiendo que el aumento de FSHsérica del

periodo juvenil ha sensibilizado a la gonadaa las acciones de LH).

Quedaaún por establecer si pequeños cambios en la secreción pulsá

til de LHjuegan un rol en modular la esteroidogénesis prepuberal
en el macho.

Es reconocido que FSHno es la única hormonaque induce la res

puesta testicular a LH. Esta habilidad está compartida en cierto

grado con GH y PRL. Se ha descripto que PRL puede inducir la

respuesta testicular a LH(Zipf y col., 1978; Bartke, 1980). Por
otro lado, dosis desensibilizantes de LHprovocantanto la interna

lización de receptores de LHcomolos de PRL(Davies y col., 1980),

sugiriendo una asociación fisica entre ambasentidades en la membr

ana plasmática.

Negro-Vilar y col. (1973) han observado que la iniciación de

la fase rápida de crecimiento testicular que ocurre alrededor del
dia 25 de edad, podria correlacionarse con el incremento en los

niveles de FSHy PRLséricas y que el posterior crecimiento de las

glándulas sexuales accesorias estaria asociada con un segundopico

de PRL“ Estas observaciones han llevadoEIplantear la hipótesis que

la PRLpuede estar involucrada en el desarrollo testicular y de las

glándulas sexuales accesorias.
Posteriormente, se estableció quela hiperprolactinemia induce,

en la rata, una pubertad precoz, mientras que la inactivación de

la PRLsérica por inmunización pasiva conduce a un retraso en la
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maduración sexual (Hostetter y Piacsek, 1977; De-Jong y_yan der
Schoot, 1979; Chandrashekar y Bartke, 1988).

Poliaminas: estructura v función

Las poliaminas son compuestosalifáticos, nitrogenados, no pro

teicos, que se encuentran en todas las células vivientes y fluidos
biológicos (Scalabrino y Ferioli, 1982; Tabor y Tabor, 1984, 1985;

Pegg, 1986, 1988). Las principales poliaminas son: putrescina,

espermidina y espermina (Figura 9).

En las células de mamíferos, espermidina y espermina se encuen

tran usualmente en concentraciones milimolares, mientras que los

niveles de putrescina están en el orden nanomolar. La distribución

dentro del organismo varia ampliamente de una especie a otra y

dentro de una misma especie pueden diferir marcadamente en los

distintos tejidos u órganos. Los niveles de poliaminas pueden
variar en una amplia gamade situaciones tales comoedad o creci

miento de un tejido u órgano (Heby, 1981; Scalabrino y Ferioli,

1981; Pegg y McCaan, 1982). También se han observado altas con

centraciones de poliaminas en tejidos que no están en crecimiento,

pero activos en la sintesis de proteinas, comoes el caso del pán

creas, próstata y glándula mamaria (Okay col., 1981; Dorn y col.,

1985). Recientemente, se han demostrado considerables niveles de
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poliaminas en células productoras de factores de crecimiento (factor
de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento plaquetario

(PDGF)u hormonas peptidicas (GH)) (Hougaard y Larsson, 1989).

Debido a que los grupos amino primarios y secundarios de estos com

puestos están positivamente cargados a pHfisiológico, las poliami

nas pueden interactuar con constituyentes celulares negativamente

cargados, tales comoácidos nucleicos, proteinas y fosfolipidos

(Martony Morris, 1987; Schuber, 1989). Esta unión electrostática

es de fundamental importancia en los efectos que las poliaminas

tienen en una variedad de sistemas.

Desde hace muchotiempo se sabe que la putrescina es un factor

de crecimiento tanto en células eucariontes comoprocariontes, se

acumulaen los tejidos en respuesta a diversos estímulos del creci

miento, se conjuga a proteinas nucleares y es excretada por células

en mitosis. La espermidina aumenta la velocidad de elongación de

la cadena de ADN,ARNy proteinas y es un factor de traducción

especifico para la fidelidad de la sintesis proteica al aumentarla
eficiencia de acilación del ARN (Heby, 1981; Blair, 1985; Scala

brino y col., 1991). En general, las poliaminas estabilizan y

mantienen la asociación de las subunidades ribosomales y promueven

la unión de los ribosomas al reticulo endoplásmico (Raina y Jánne,

1975).

Se ha determinado, también, que las poliaminas puedenespecifi

camente regular la estructura y función mitocondrial (Nichitta y
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Williamson, 1984; Thomasy col. , 1986; Marcote y col. ,1989) , estabi
lizar las membranasimpidiendo su lisis, promover la fusión de

membranase inhibir algunos procesos de transporte y enzimas asocia

das a membranas (Goyns, 1982; Marton y Morris, 1987,- Schuber, 1989).

En lo que respecta a la diferenciación celular, se ha demos

trado que las poliaminas son sustratos fisiologicos de transgluta
minasas intra y extracelulares (Folk y col., 1980; Williams-Ashman

y Canellakis, 1980; Lorand y Conrad, 1984). Las tranglutaminasas

son enzimasresponsables del entrecruzamiento de proteinas estructu

rales, que participan en la formación de coágulos y de la membrana

plasmática durante la diferenciación terminal de los queratinocitos

(Folk y col., 1980; Williams-Ashman y Canellakis, 1980; Lorand y

Conrad, 1984).

Es interesante comentar, asimismo,que las poliaminas partici

pan en la regulación del contenido celular de los nucleótidos cicli

cos y pueden modular reacciones de fosforilación de proteínas a

través de la activación de alguna proteina quinasa sensible y/o la
modificación de la conformación del sustrato (Cochet y Chambaz,

1983; Cohen, 1985).

Biosíntesis de poliaminas

La biosíntesis de poliaminas en células eucariontes involucra
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una serie de precursores tales comoarginina, ornitina, metionina

y S-adenosilmetionina. Ornitina se forma.principalmente en el ciclo

de la urea a partir de arginina por acción de 1a enzima arginasa.

A su vez, 1a ornitina es, luego, convertida a putrescina en una

reacción catalizada por la ornitina decarboxilasa (ODC) (Tabor y

Tabor, 1976; Williams-Ashman y Canellakis, 1979; Pegg y McCann,

1982) (Figura 10).

S-adenosilmetionina cede grupos metilo en reacciones de trans

metilación. En la biosíntesis de poliaminas, este compuesto es
decarboxilado por 1a enzima S-adenosilmetionina decarboxilasa

(SamDC), sirviendo asi como donor de grupos propilamino en la

formación de espermidina a partir de putrescina, catalizado por

espermidina sintetasa y en la formación de espermina a partir de

espermidina catalizado por espermina sintetasa (Figura 10) (Pegg

y McCann, 1982).

Putrescina, espermidina y espermina pueden ser convertidas en

varios metabolitos por reacciones enzimáticas de acetilación,

oxidación y conjugación. Las reacciones de interconversión invo

lucran dos enzimas: espermidina/espermina N1-acetiltransferasa (AT),

citosólica, y poliamina oxidasa, una enzimadependiente de flavina

(Morgan, 1985; 1989). La primera enzima utiliza acetil CoApara

convertir espermidina o espermina en rÜ-acetilespermidina o IÑ

acetilespermina. Amboscompuestos pueden ser sustratos de la enzima

poliamina oxidasa (Seiler, 1987; Seiler y Heby, 1988), dando esper
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midina o putrescina. En condiciones normales, 1a actividad de la

poliamina oxidasa es mayor que la de AT, es por este motivo que el

contenido de poliaminas acetiladas es generalmente bajo en células

eucariontes. La acetilación de espermidina puede ocurrir también,

en posición N8; sin embargo, la espermina, al ser una molécula

simétrica, no puede dar este tipo de derivado acetilado. La deaci
lación de Na-acetilespermidina regenera espermidina. El sistema

acetilasa/oxidasa estaria, entonces, actuando comoun sistema re

gulatorio para reducir el contenido intracelular de espermidina y

espermina cuando los niveles de estos compuestos comienzan a ser

significativamente altos.
La importancia biológica de estos metabolitos y su rol en la

regulación de la biosintesis de poliaminas aún no están definidos.

Regulación de 1a biosíntesis de poliaminas

La biosintesis de poliaminas está principalmente regulada a
través de la modulaciónde las actividades de las dos decarboxila

sas. En las células eucariotes, la actividad SamDCes dependiente

de la presencia de putrescina (Pegg, 1974), por ello, la regulación

de la actividad ODCadquiere mayor importancia. Su actividad está

regulada por una variedad de hormonas con mecanismos de acción muy

diferentes que actuan a nivel de sus órganos blanco afectando el rá
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pido incremento de ciertos caminos comunestales comola inducción

acoplada de ODCy el aumento en la actividad de ARNpolimerasa I.

Esto lleva a un aumentoen los niveles de putrescina y espermidina

y a una mayor biosïntesis y acumulación de ARNribosomal. En

cultivos celulares, la inducción de ODCy la acumulaciónde putresci

na, se inician en la fase G1del ciclo celular y aparentemente se

requieren estos procesos para la progresión de las células en la

fase S (sintesis de ADN)y posterior división celular (Sunkara y

col., 1981). Por lo tanto, ODCes considerada un modelo de enzima

inducible en respuesta a la administración de drogas y hormonas. Su

actividad refleja la velocidad de sintesis macromolecular y su

regulación positiva o negativa es rápidamente reflejada en una

alteración de su velocidad de recambio (t1/2 = 10 - 20 minutos)

(Jánne y col., 1978). La regulación de la actividad ODCocurre a

nivel transcripcional, transduccional y post-transduccional pudiendo

ser inhibida tanto por aminas primarias comopor análogos de sus

trato y otras drogas farmacológicas (Beyy col., 1987).

La complejidad de la regulación de ODCparece estar relacionada

con la importancia fisiológica de las poliaminas.
Es interesante comentar, que se han determinado ritmos circa

dianos en la actividad de las decarboxilasas en diferentes órganos

comoriñón (Nicholson y col., 1976) y adrenales (Ramirez-Gonzalez

y col., 1981). Entre las glándulas endócrinas, se ha descripto un
ritmo circadiano para la ODCtesticular (de las Heras y Calandra,
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1986).

Desde el punto de vista ontogénico, es posible observar en

diferentes órganos de mamíferos, una alta actividad ODCdurante el

desarrollo embrionario y.fetal, mientras que SamDCsólo presenta una

actividad elevada en la etapa adulta (Scalabrino y col., 1991).

Cambiossimilares se han podido observar en glándulas endócrinas,

tales comola adrenal (Ekker y Sourkes, 1987) y el testículo (Shu

bhada y col., 1989).

Fisioloaía de las poliaminas en los órganos sexuales accesorios

La concentración de poliaminas aumenta concomitantemente con

la de proteinas y ácidos nucleicos durante el crecimiento normal o

anormalde diversos tejidos (Russell, 1973). Independientemente del

inductor de crecimiento utilizado, el aumentoen los niveles de

poliaminas está precedido siempre por un aumentotransiente en la

actividad ODC(Russell, 1985). A pesar que la estimulación de ODC

y la velocidad de sintesis de poliaminas parecen siempre acompañar
al crecimiento y proliferación celulares, es aún incierto si estos
aumentosson circunstanciales o esenciales para la hipertrofia y/o

hiperplasia tisular.
La regulación por andrógenos circulantes de la sintesis de

poliaminas en las glándulas sexuales accesorias masculinas, es el
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ej emplomejor documentadode la intima relación entre el crecimiento

o involución de un tejido hormono-dependiente y el metabolismo de

poliaminas (Pegg y col., 1970; Williams-Ashmany col., 1975). Luego

de la castración, se observa una rápida involución de la próstata

ventral y de las vesículas seminales. Al mismotiempo, se detecta

una disminución en la sintesis de ácidos nucleicos y una marcada

reducción en la actividad de ODCy SamDC,lo cual origina una

depleción de putrescina, espermidina y espermina. Este efecto es

rápidamente revertido por la administración de testosterona (Piik
y col., 1977; Pegg y col., 1978; Danzin y col., 1979). La descrip

ción experimental del mantenimientode la integridad estructural y
funcional de las vesículas seminales por andrógenos, ha llevado a

considerar el peso de dichas glándulas comoun indice del nivel

androgénico del animal (Brandes, 1974).

La involución de las glándulas sexuales accesorias luego de la

castración, conducea una pérdida de las células epiteliales y a la
anulación de sus funciones secretorias. El restablecimiento del

tamaño vesicular y prostático promovidopor el tratamiento de los

animales castrados con andrógenos involucra una etapa transiente de

replicación de las células epiteliales y del estroma (Coffey y
col.., 1968), hipertrofia del epitelio y restablecimiento de su
capacidad secretoria. Los incrementosen las poliaminas intracelu

lares y actividad ODCinducidos por andrógenos en las glándulas

accesorias, estarian correlacionadas en mayormedidacon la restau
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_ración del tamañode las células epiteliales y funciones secretorias
que con 1a hiperplasia de varios elementos celulares que contribuyen

al total restablecimiento del órgano.

La glándula prostática posee una alta actividad secretoria de

espermidina y espermina hacia el liquido seminal, por lo tanto,

resulta dificil comprobaruna relación entre acumulación de po
liaminas y crecimiento tisular. En este sentido, las vesículas

seminales representan un mejor modelopara el estudio de la relación

entre poliaminas y proliferación, ya que sus secreciones están

virtualmente desprovistas de poliaminas (Rhodesy Williams-Ashman,

1964; Folk y col., 1980)

Modulación de 1a actividad ornitina decarboxilasa por PRL

"In vivo" numerosashormonaso factores son potentes estimula

dores de la actividad ODC. Entre ellos pueden citarse LH, FSHy

AMPc(Reddy y Villee, 1975), prostaglandinas (Madhubala y Reddy,

1980), catecolaminas (Madhubala y Reddy, 1981), EGF (Stastny y

Cohen, 1972), factor de crecimiento transformante (TGF) (Nakhla y

Tam, 1985) y arginina vasopresina (Reddyy col., 1986).

Entrabajos "in vitro", se ha podido demostrar el efecto de go

nadotrofinas y AMPcsobre la actividad ODCen testículo total

(Ostermany col., 1983), LHsobre preparaciones de células de Leydig
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purificadas (Ostermany col., 1983) y FSHsobre células de Sertoli

en cultivo (Francis y col., 1981; Madhubalay col., 1987; Shubhada

y Tsai, 1990).

El efecto estimulatorio de PRLsobre la actividad ODCha sido

observado en varios sistemas biológicos. En explantes de glándula

mamaria, la variación en la actividad ODCes sumamenterápida y en
algunos casos se ha observado un efecto bifásico (McCanny col.,

1975). En este tejido, se ha detectado una acción conjunta de

insulina y PRL(Okay Perry, 1976), efecto aparentemente mediado por

la activación de una proteina quinasa C (Rillema, 1985). En órganos

efectores tales comohigado, linfocitos, riñón y glándula adrenal,

la magnitud de la respuesta de ODCal estimulo de PRLse correla

ciona con el númerode sus sitios receptores (Richards, 1975).

Enpróstata, se ha demostradouna respuesta diferencial de los

distintos lóbulos a la acción de PRL(Prins, 1989). Enparticular,

Rui y Purvis (1987) han indicado que la PRLejerce una activación
selectiva en la actividad ODCdel lóbulo lateral.

Enalgunos tejidos sensibles a la hormona,el efecto estimula

dor de PRL sobre actividad ODCes bloqueado por ciclosporina, un

antibiótico que interactúa con fosfolipidos de membranay que podria
utilizarse como bloqueante especifico .para el receptor de PRL

(Russell y col., 1984).
En el análisis de la acción de una hormonasobre un determinado

tejido efector, se imponedisponer de un modeloapropiado en el cual
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el efecto hormonal pueda ser evaluado a través de ¡H1marcador

bioquímico especifico. En el caso de la PRL, 1a actividad ODC

resulta ser un parámetro útil que se expresa tanto en las gonadas

comoen glándulas sexuales accesorias.



OBJETIVOS
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Comose mencionara anteriormente, a diferencia de otras hormo-_
nas hipofisarias, la PRLno desarrolla una función principal única

sino que exhibe una variada gamade acciones biológicas. Si bien

ha podido establecerse, en distintas especies, cual es el papel de
esta hormonaa nivel fisiológico, el conocimiento de sus acciones

a nivel celular y molecular es sorprendentemente escaso.
En los últimos años se han llevado a cabo numerosos estudios

a fin de determinar los parámetros tisulares que pueden ser re

gulados especificamente por la PRLy los mecanismos implicados en

dicha acción; no obstante, hasta el presente, no han sido completa
mente definidos.

Debido al amplio espectro de acciones que la PRLpresenta en

distintos órganos efectores, se hace imperativo abordar el estudio
del efecto hormonalen dichos órganos utilizando diferentes modelos

experimentales. El análisis de las observaciones en cada sistema

en estudio brindará distinto tipo de información. Asi, en los
tratamientos a largo plazo, "in vivo", es imposible obtener informa

ción respecto del mecanismode acción de la hormona, debido a que

durante el extenso tiempo de experimentación, pueden tener lugar

eventos secundarios responsables del efecto estudiado. En cambio,

los estudios "in vitro" permiten analizar los efectos inmediatos

que son modificados en forma directa por la hormona.

Los objetivos fundamentales de las experiencias presentadas a
continuación fueron los siguientes:
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A.- Estudiar el efecto de PRLsobre el metapolismo reductivo de la
testosterona en el testículo, determinandola actividad especifica
de la enzima5a-reductasa. Coneste fin, se realizaron estudios "in

vivo" en distintos modelos experimentales:

1.- Rata con.homotransplantede hipófisis bajo la cápsula renal: con

este modelo se logra inducir, en animales prepuberales, una hiper
prolactinemia moderada, durante un período prolongado de tiempo.

2.- Inyección intratesticular de PRL: este particular modelo

experimental permitió el análisis del efecto directo de la PRL

independientemente de las acciones de otras hormonas.

3.- Rata con Tumor 7315a: el implante de este Tumor indujo, en

animales adultos, una severa hiperprolactinemia durante tiempos

prolongados.
Asimismo,se realizaron estudios "in vitro",con el propósito

de evaluar, a distintos tiempos, el efecto directo de la PRLsobre
el metabolismoreductivo de testosterona enpreparaciones testicula
res. Se desarrolló un sistema de cultivo primario para células de

Leydigque posibilitó el análisis del efecto de distintas dosis de
la hormonasobre la esteroidogénesis.

B.- Estudiar que parámetros están específicamente involucrados en

el efecto promotor de crecimiento de la PRLen testículo glándulas
sexuales accesorias. Para ello se determinó:

* En testículo:
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1.- el efecto de distintas dosis de PRLsobre 1a incorporación de
uridina radioactiva a ARNen células de Leydig en cultivo.

2.- la actividad especifica de la enzimaornitina decarboxilasa y
el contenido de poliaminas en testículos de ratas portadoras del
Tumor 7315a.

* En vesículas seminales:

Se determinó el efecto de la PRLsobre la actividad ornitina decar

boxilasa y el contenido de poliaminas en dos modelosexperimentales:

1.- Ratas adultas de la cepa Buffalo portadoras del Tumor 7315a.

2.- Ratones adultos de la cepa.Ames(df/df), genéticamente deficien

tes en PRL, con homotransplante de hipófisi bajo la cápsula renal.



MATERIALES
Y METODOS
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DROGAS Y REACTIVOS

Los compuestos radioactivos [1,2-3H1-testosterona (AE=55,2

Ci/mmol), [1,2-5H]Sa-dihidrotestosterona (AE=50,6 Ci/mmol), [1,2

3H]-Sa-androstano-3a,17B-diol (AE==25,4Ci/mmol), [4-“C1-testosterona

(AE=50 mCi/mmol), [4-“C]-dihidrotestosterona (AE=50 mCi/mmol),

[4-“C]-androstano-3,17-diona (AE=52 mCi/mmol), [5-5H]-uridina (AE=

29 Ci/mmol) , 125I-AMPc(AE: 2,2 Ci/mmol) y [1-1‘C]-L-ornitina (AE= 49

mCi/mmol) fueron adquiridos a NewEngland Nuclear Co. (Boston, MA,

USA). La L-ornitina fue purificada por evaporación y redisolución

en HCl 0,1 N, seguido por una segunda evaporación y redisolución en

HCl0,01 N. Los trazadores radioactivos utilizados en el metabolis

mode andrógenos fueron purificados, periódicamente, por cromatogra

fia en placa delgada y posterior elución en alcohol absoluto.
Las placas cromatográficas de silica gel utilizadas para el

control de pureza de los esteroides radioactivos y para la separa
ción de andrógenos (Kieselgel 60 F 254) y las placas utilizadas en

la separación de poliaminas (Silica gel 60) fueron adquiridas a

Merck (Darmstadt, Alemania).

Los esteroides no radioactivos, propionato de testosterona,
clorhidrato de putrescina, espermidinay espermina,L-ornitina, fos

fato de piridoxal, NADPH,DTTy todos los reactivos empleados en la

preparación de soluciones buffer, fueron obtenidos de SigmaChemical

Co. (St.Louis, MO, USA). El hidróxido de hiamina se adquirió a
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Packard Instruments Co. Inc. (DownersGrove, Ill, USA). Los solven

tes utilizados fueron todos de calidad analítica y provistos por
Merck, Mallinckrodt o Sintorgan según los casos.

La hCG(APL)utilizada en experimentos "in vitro" fue provista

por los Laboratorios Ayerst (Princeton, NJ, USA). Las preparaciones

de células intersticiales se obtuvieronutiligando colagenasa tipo
I provista por Worthington Biochemical (Freehold, NY, USA).

ANIMALES

Preparación de ratas con homotransplante

Se utilizaron ratas machode la cepa Sprague Dawley, pertene

cientes al criadero del Instituto de Biologia y Medicina Experi
mental. Los animales fueron mantenidos a temperatura constante de

22°C, con periodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y

recibieron una dieta balanceada y agua "ad libitum".

A los 30 dias de vida un grupo de animales fueron homotrans

plantados con una hipófisis, proveniente de ratas de la mismage
neración (hermanas), bajo la cápsula renal. En forma paralela, a

un grupo de ratas de igual edad, tomadas comocontrol, se les rea

lizó una operación simulada implantando bajo la cápsula renal un

pequeño fragmento de músculo esquelético. Transcurridos 30 dias,
se les extrajo sangre de la vena yugular, bajo anestesia etérea.



61

Se separó el suero y se determinaron los niveles de PRl.y andrógenos

por RIA. Aquellos animales que presentaban, como minimo, una

hiperprolactinemia 100 % superior al valor hallado en el grupo

control, se sacrificaron por decapitación a los 35 dias del trans
plante, recolectándose sangre.del tronco corporal” El suero obteni
do se congeló a -20°C hasta el momentode la determinación de PRL

y LH. Los testículos fueron disecados y procesados en el momento.

Preparación de ratones enanos con homotransplante

Los ratones enanos de la cepa Ames(df/df) y sus crías normales

(DF/-), fueron provistos por el Bioterio perteneciente al Department

of Physiology, Southern Illinois University, Carbondalle, Estados

Unidos, por entrecruzamiento de portadores heterozigotas del gen

df, fenotipicamente normales. Todos los animales fueron mantenidos

con iluminación (14 horas luz : 10 horas oscuridad) y temperatura

(22 i 2 °C) controladas, alimentados con dieta (TekLad, Madison, WI)

y agua "ad libitum".
Los ratones enanos machosadultos (90 dias de vida) se divi

dieron en cuatro grupos y recibieron el siguiente tratamiento:

.Grupo 1: 2 hipófisis provenientes de hembras de la mismacepa, se

implantaron bajo la cápsula del riñón derecho de ratones enanos.

.Grupo 2: a ratones enanos macho se les realizó una operación
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simulada, implantando un fragmento de músculo esquelético bajo 1a

cápsula del riñón derecho.

.Grupo3: animales transplantados fueron castrados a1 dia siguiente
e inmediatamentetratados con propionato de testosterona en aceite

de maiz (25 ug/ratón, 3 veces por semana,s.c.)

.Grupo4: animales con operación simulada fueron castrados y trata
dos con TP como se describió para el Grupo 3.

Al cabo de 4o dias, 16 horas después de la última inyección,

los animales se pesaron, se obtuvo sangre por punción cardiaca bajo

anestesia y se sacrificaron por dislocación cervical.
Luego de centrifugar la sangre, se obtuvo el plasma y congeló a 

20°C para determinar PRL, FSH y testosterona. Las vesículas

seminales fueron extirpadas, disecándose el tejido conectivo y graso
circundante y eliminada su secreción. En forma simultánea también

se extirpó una porción central del higado. Los tejidos fueron pe

sados y congelados a -20°C.

Preparación de ratas con implante de Tumor7315a

Ratas machoadultas de la cepa Buffalo cedidas por el Dr. F.

Iturriza, del Centro de Estudios Endócrinos, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de LaPlata, fueron endocriadas en el Instituto

de Biologia y Medicina Experimental y mantenidas en condiciones
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controladas de ventilación , humedad, temperatura (_2_2°C) e ilumina
ción (12 horas de luz : 12 horas de oscuridad). Los animales recib

ieron alimento y agua "ad libitum".

El Tumor7315a secreta altos niveles de PRL, comofue previa

mente confirmado por inmunohistoquïmica (Morano, 1987). El tejido

tumoral, gentilmente provisto por el Dr. F.Iturriza, fue obtenido
originariamente por Bates y col. (1966) y mantenido por sucesivas

transferencias en el Instituto de Biologia.y MedicinaExperimental,

durante másde 50 generaciones de transferencia. Macroscópicamente,

en el Tumor7315a pudieron distinguirse tres zonas: una de aspecto

necrótico, otra de aspecto hemorrágico y una tercera de aspecto
trófico. Seha descripto unaestrecha correlación entre esta clasi

ficación'macroscópica y el estudio histológico (Morano,1987). Para

realizar el transplante, se siguió la técnica descripta por Morano

(1987). Unaporción de la zona trófica del tumor se cortó en pequ

eños trozos y se resuspendió en un volumen igual de Medio 199 que

contenía 20 ug/ml penicilina y 30 ug/ml estreptomicina. A cada

animal receptor se le inyectó subcutaneamente 200 ¡1.1de dicha

suspención en la región interescápulovertebral. Todoslos animales

receptores de una mismasuspensión tumoral pertenecieron a la misma

generación de transferencias Luegode 35 dias de desarrollo del tu

mor{ se sacrificaron las ratas por decapitación, recolectándose
sangre del tronco corporal. Esta se centrifugó y el suero obtenido
se congeló a -20°C para posteriores determinaciones hormonales. Se
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extirparon las vesículas seminales, los testículos y una porción de
hígado, correspondientes a cada animal. Se descartó la secreción

de las vesículas seminales y los distintos tejidos se pesaron y
congelaron a -20°C hasta el momentode su utilización.

Inyección intratesticular de PRL

Se utilizaron ratas Sprague Dawleyde 32-35 días de edad ,1as

que fueron anestesiadas levemente con eter. sistemáticamente se

inyectó en el testículo derecho PRL-oen solución fisiológica,

mientras que en el testículo contralateral se administraron 10 ul
de vehículo. Las dosis de PRLadministradas a cada grupo de 8 ani

males, fueron loul de una solución 1,5 105; 1,5 10* y 1,5 10* Mque

corresponden a 3000, 300 y 30 ng/testículo. Dadoque a esta edad el

testículo tiene un volumenaproximadode 500pl, podemosinferir que

la "concentración teórica" intratesticular alcanzada fue de 300, 30

y 3 nM. De esta forma cada animal representa su propio control, ha

biéndose demostrado que con este diseño se evalúa únicamente el

efecto local de la hormona (Sharpe, 1984).

Se preparó, además, otro grupo control de 8 animales que fue

inyectado en ambostestículos con 10 ul de solución fisiológica.
Transcurridas 17 horas, se sacrificaron los animales por decapita

ción, disecándose los testículos, los que fueron homogeneizadosen
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Buffer R (Tris 50 mM, 0,25 M sacarosa, 1,5 mMEDTA, 1mMem DTT, pH

7,4) en una dilución 1:10. Alicuotas de 0,5 ml (2,5 mgproteína)

fueron utilizadas para la determinaciónde 1a actividad 5a-reducta
sa.

Preparación de tejidos

a.- Homogenatode testículo

Los testículos de ratas hiperprolactinémicas o sus correspon

dientes controles, mantenidos entre 0-4°C, se decapsularon y

colocaron en Buffer R, en una relación 1:10 (p/v) en un homogeini

zador Polytron. Alicuotas de 0,5 ml (2 mgproteína) se incubaron por

duplicado para la determinación de la actividad 5a reductasa.

b.- Preparación de microsomas

Los testículos provenientes de ratas controles e hiperprolac
tinémicas se homogeneizaronen Buffer R, comose describió anterior

mente, en una relación 1:4 (p/v). El homogenatose centrifugó a

10.000 xg durante 30 minutos, se descartó el precipitado y el

sobrenadante fue centrifugado a 105.000xg durante una hora. El
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precipitado fue resuspendido en Buffer R en una proporción de 2

ml/gr de tejido original. Alícuotas de 0,5 ml (0,5 mgproteína) de

esta fracción se utilizaron para las determinacionesenzimáticas.

c.- Obtenciónde túbulos seminíferos y células intersticiales

Para el aislamiento de células intersticiales y tübulos semi
níferos se utilizó la técnica descripta por’Mendelsony col. (1975).
Ratas intactas fueron sacrificadas por decapitación disecándose los

testículos, los que fueron colocados en tubos Falcon de plástico

(hasta 6 testículos por tubo) y tratados con 0.3 mg/mlde colagenasa
en Medio 199 conteniendo 0.1% de albúmina sérica bovina en una

relación de 1 ml/g de testículo decapsulado. Las incubaciones se

realizaron con agitación suave, durante 12 minutos a 34°C, previo

gaseado de los tubos con carbógeno (95%COZ: 5%02). La reacción

se detuvo por agregado de 50 m1 de Medio 199 frío. Los tubos se

agitaron en forma rotatoria durante 3 minutos con el propósito de

dispersar mejor el tejido. Se dejó sedimentar durante 3 min. y

luego se filtró el sobrenadante a través de una fina malla de nylon

(Nitex 50). Los tübulos se lavaron con 2 volumenes de Medio 199 y

el filtrado se reunió con el anterior, centrifugándose a-800xg

durante 5 minutos para 1a obtención de las células intersticiales.
A continuación, se descartó el sobrenadante y las células fueron



67

resuspendidas en un volumen apropiado de Medio199, determinándose,

luego, la viabilidad celular. Lasuspensiónde células intersticia
les se diluyó hasta una concentración de 2 106células/ml y luego
fue sonicada.

Los tübulos seminiferos obtenidos por colagenización se homoge

neizaron en Buffer R en una relación 1:10. Alícuotas de 0,5 ml (2

y 0,5 mg'proteína, respectivamente) se utilizaron para la determina
ción de la actividad 5a-reductasa.

Cuandolas preparacionesde células intersticiales se utiliza
ron para cultivos primarios, los testículos se disecaron en forma

aséptica y los procedimientos siguientes se realizaron bajo con

diciones de rigurosa esterilidad. Las ratas se sacrificaron por
dislocación cervical, se pinceló la región abdominalcon etanol 70%

y realizó una incisión en el abdomencon instrumental estéril.

Luego, se separaron los testículos, los que fueron inmediatamente
colocados en una cápsula de Petri conteniendo Mediode cultivo con

antibióticos. Bajoflujo laminar, los testículos fueron decapsula
dos, lavados con Medio 199 estéril y colocados en un tubo Falcon

para su colagenización. Los pasos siguientes se realizaron comose
describió previamentebajo estricta asepsia.
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d.- Cultivos primarios de células de Leydig

El desarrollo de los cultivos primariosde células intersticia
les se basó en el método de Browningy col. (1983) con algunas modi

ficaciones. Lacélulas intersticiales se resuspendieron en un medio

de cultivo compuesto por Medio Eagle Dulbecco Modificado y una

mezcla nutriente HamF12 en una relación 1:1; suplementado con 15

mMHEPES,5 ug/ml insulina, 5 ug/ml transferrina, 100 UI/ml penici

lina y 2,5 ug/ml anfotericina. Este Medioes, en cierta medida,

selectivo, ya que los fibroblastos no crecen bajo estas condiciones

de cultivo (Mather'y Sato, 1979), permitiendo1n1enriquecimiento del

mismoen células de Leydig. Se sembraron 150.000 células/cn? y se

mantuvieron en una atmósfera humidificada de 5%C02en aire a 34°C
durante 48 horas. A las 24 horas de cultivo se realizó un cambio

de Medio.
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METODOS

Viabilidad celular

La viabilidad celular se determinó por el métodode exclusión

de azul tripan. Unaalícuota de 100ul de la suspención celular se

diluyó con 400 ul de Medio 199 e incubó con 500 ul de azul tripan

0,4 g%, a temperatura ambiente durante 5 minutos. Al cabo de ese

tiempo, se observó la preparación al microscopio óptico en cámara

de Neubauer, y determinó el númerode células viables (células sin

teñir). En todos los casos se trabajó con una viabilidad superior
al 95%.

Cuandola viabilidad celular se determinó en las células en

cultivo primario se aspiró el medio y rápidamente se agregó 100 ul

de la solucion de azul tripan. Luegode 5 minutos, se aspiró esta

solución y la monocapa celular se lavó con Buffer FS (NaCl 0,23 M;

KCl 2,7 mM; NaZHP04 8,1 mM; KHZPO¿1,5 mM; CaCl2 0,9 mM; MgClz.6HZO

0,5 mM;pH=7,4) a temperatura ambiente. Las células se deshidrata

ron por sucesivos lavados con etanol 70%, etanol 80%y etanol 96%.
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Determinaciónde la actividad thidroxiesteroide deshidrogenasa

Se determinó la actividad de la enzima3Bhidroxiesteroide des

hidrogenasa (3B-HDH)por tinción histoquímica especifica para

células esteroidogénicas, según la técnica de Levy y col. (1959),

con algunas modificaciones. El porcentaje de células con actividad
3B-HDHpositiva es considerado como un indice del porcentaje de

células de Leydig en la preparación. Una alícuota de 1 ml de la

suspención de células intersticiales se incubó con 1 ml de NAD(8

mg/ml), 1 ml de p-nitro azul de tetrazolium (2mg/ml) y 0,1 ml de

dehidroepiandrosterona disuelta enpropilenglicol (1mg/ml), durante
una hora en un baño a 37°C con agitación constante y en atmósfera

de carbógeno. Finalizada la incubación, se evaluó microscópicamente

1a presencia de depósitos de azul formazanen las células con acti

vidad 3B-HDHpositiva, lo que les confiere un color violáceo-azu
lado.

Esta tinción histoquímica especifica se realizó también en las
células en cultivo. Se aspiró el Mediode cultivo e inmediatamente

se agregaron a cada celda 50 ul de NAD(8 mg/ml), 100 ul de p-nitro

azul de tetrazolium (2mg/ml) y 10 ul de etiocolanolona (1mg/ml) en

propilenglicol. Los cultivos se mantuvieron 1 hora en la estufa

gaséada a 34°C. Al finalizar el periodo de incubación, se aspiró

el Medio y se hizo un rápido lavado con Buffer FS. Posteriormente

se deshidrataron las células por sucesivos lavados con etanol 70%,
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etanol 80%y etanol 96%. Se dejaron secar al aire, desarmó la placa

y las células pegadas a la base se observaron al microscopio óptico
con lente de inmersión.

Producción de andrógenos "in vitro"

a.- Testículos enteros decapsulados

Se estudió la producción de andrógenos en incubaciones de tes

tículos enteros provenientes de animalescontroles e hiperprolacti

némicospor homotransplante de hipófisis bajo la cápsula renal. Los

animales se mataronpor decapitación, los testículos se decapsularon

e imediatamente se colocaron en viales de plástico de 20 m1 que

contenían 3 ml de Medio 199, 0,1% albúmina bovina y MIX 0,125 mM.

Untestículo fue utilizado comocontrol, incubándose en ausencia de

hCG(condiciones basales), mientras que el contralateral se incubó

en presencia de diferentes concentraciones de hCG(0,3; 0,6; 1; 10

y 50 mUIhCG) en 50 ul de medio. Los correspondientes controles se

equilibraron con 50 ul de Medio 199.

Las incubaciones se realizaron siempre por triplicado, a 34°C

en un incubador Dubnoff con agitación constante de 100 ciclos/min.,

bajo atmósfera de carbógeno (95% 0z y 5% C02). Luego de 3 horas,

los viales fueron transferidos a un baño de hielo, se separó el
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medio, centrifugó a 800 x g durante 10 min. y el sobrenadante
congeló a -20°C hasta el momentode la determinación de andrógenos.

b.- Suspensiónde células intersticiales

La suspensión de células intersticiales fue obtenida según la
técnica descripta previamente. Para evaluar la producción de

andrógenos, se incubaron alicuotas de 1 ml de la preparación de

células de Leydig (10ó células/ml) en tubos de Kahn, en presencia

de MIX(0,125 mM). Las incubaciones se realizaron por triplicado

en ausencia (basal) o presencia de diferentes concentraciones de hCG

(0,3; 0,6; 1; 10 y 50 mUIhCG), a 34°C bajo carbógeno y con agita

ción constante. Luego de 3 horas de incubación, las suspensiones

celulares fueron transferidas a un baño de hielo y posteriormente

se centrifugaron a 800 x g durante 10 min. El sobrenadante se

congeló a -20°C hasta la medición de andrógenos.

c.- células intersticiales en cultivo primario

Se cultivó una suspensiónde células intersticiales prevenien
tes de ratas de 30 dias de edad en condiciones estériles siguiendo

la técnica descripta previamente, utilizando una cámara de 24 cel
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das. A1 cabo de 45 horas de cultivo, se realizó un cambio de Medio
y agregó 300 ul Medio de cultivo fresco conteniendo 15 ul MIX0,125

mM; en ausencia (basal) o presencia de hCG. Las dosis de hCG

utilizadas fueron: 0; 0,5; 1; 2; 5; 10; 50 y 500 mUI. En las

experiencias de estimulación máximasólo se utilizó una dosis de 200

mUI. Los cultivos se mantuvieron a 37°C durante 3 horas en atmós

fera humidificada y gaseada con carbógeno. Luego, los medios fueron

aspirados y guardados a -20°C hasta la determinación de andrógenos.

Efecto "in vitro" de PRL

a.- Incubación de testículos con PRI.

Testiculos provenientes de ratas de 30 dias de edad, sacrifi

cadas por decapitación, fueron decapsulados e incubados en Medio

199, conteniendo MIX0,1 mMy 3 concentraciones diferentes de PRL-o.

En cada experimento se realizaron 3 incubaciones (5 testículos/

incubación) para cada concentración de PRL-o (5; 50 y 500 nM), y los

testículos contralaterales correspondientesse incubaronenausencia

de la hormona. Luego de 90 minutos de incubación, a 34°C, bajo

carbógeno, los testículos fueron lavados en Medio 199 y colage

nizados según la técnica descripta previamente. Los tübulos semini

feros y células de Leydig obtenidos se homogeneizaron en Buffer R
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para la determinación de la actividad 5a-reductasa.

b.- Incubaciones de túbulos seminíferos y suspensiones de células

de Leydig con PRL

Testiculos provenientes de ratas de 30 dias de edad se colage
nizaron comose describiera previamente. Los túbulos seminiferos

y las suspensiones de células de Leydig obtenidas se incubaron en

Medio 199 en presencia o ausencia (control) de 50 nMPRL-o, durante

90 minutos, a 34°C, bajo carbógeno. Se removió el medio de incuba

ción, se lavó con.BufferIzy finalmente, las fracciones testiculares
se homogeneizaronconvenientemente para 1a posterior determinación
de la actividad 5a-reductasa.

c.- Efecto de PRLen células de Leydig en cultivo primario

El efecto agudo de PRLse estudió en células de Leydig, prove

nientes de testículos de rata de 30 dias de edad, las que se cul

tivaron comose describiera anteriormente, en un.Medioquímicamente

definido. A las 45 horas de cultivo, se realizó un cambio de Medio

y se agregó Medio fresco conteniendo MIX (0,125 mM); en ausencia

(control) o presencia de 10, 100 y 1000 ng/ml PRL-o. Los cultivos
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se mantuvieron a 37°C durante 3 horas en atmósfera humidificada y

gaseada con carbógeno. Finalmente, los Medios fueron aspirados y

conservados a -20°C hasta la determinación de andrógenos.

En los experimentos donde se estudia el efecto de PRLa tiempos

prolongados sobre células de Leydig en cultivo, la hormonase agrega
al Medio a las 0, 20 y 26 horas con el propósito de mantener de

manera constante una concentración 10 ng/ml de la hormona durante

el tiempo del experimento.

Determinación de la actividad 5a-reductasa

Alicuotas de o, 5 m1de homogenatotesticular, suspención micro

somal, homogenatode túbulos seminiferos o células intersticiales

frescas, se incubaron por duplicado con 400.000 cpmde 3H-testos

terona, testosterona no radiactiva (0,36 10* M) y NADPH4 10* Ma

37°C. La reacción se detuvo por el agregado de 1,5 ml de acetato

de etilo a los 2, 4 y 8 minutos. A cada uno de los tubos se agre

garon 3000 cpm de 1"C-3az-Diol y 3000 cpm de 14C-DHTpara evaluar

pérdidas y 20 ug de testosterona y androstenediona para ubicar las

zonas correspondientes en el cromatograma. Todos los tubos se agi

taron enérgicamente durante 1 minuto para facilitar la extracción
en el solvente orgánico. Las fases se separaron por congelación a
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-70°C. La extracción se repitió 2 veces con 1 m1 de acetato de

etilo cada vez. Las fases orgánicas se reunieron y llevaron a
sequedad. El extracto fue redisuelto con 3 gotas de cloroformo :

metanol (1:1) y se sembró en una placa de silica gel. El croma

tograma se desarrolló en cloroformo-metanol 98:2. Mediante luz

ultravioleta se ubicaron en el cromatogramaslas zonas correspon
dientes a testosterona y androstenediona. Paralelamente, en la misma

placa se sembró una mezcla de 3a-Diol, testosterona y DHTno radio

activos (500 ng). Este carril del cromatograma se roció con 10 %

ácido sulfúrico en metanol y calentó 5 minutos a 100 °C, originan

dose una manchaviolácea en la zona correspondiente a cada andróge

no. Se confrontó este carril con los otros del mismocromatograma

y por similitud de Rf se ubicó la zona de 3a-Diol.

Cada una de las zonas se cortó y colocó en un vial conteniendo

0,5 ml de metanol. Luegose agregaron 10 ml de liquido de centelleo

(tolueno 0,5% en PPO y 0,05% en POPOP)y la radioactividad se

determinó en un Contador de Centelleo Liquido (BeckmanLS 1801).

Se realizó la corrección por pérdidas mediante la medición simul

tánea de 3H y “C. Los estandares de 1"Cy 3H se contaron en las

mismas condiciones que las muestras con el objeto que todos los

viales presentaran el mismoefecto quenching.
Para cada incubado se evaluó la cantidad de productos 5a-re

ducidos formados/ mgde proteina en cada tiempo de incubación. Se

utilizó comoexpresión de actividad de la 5a-reductasa la velocidad
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inicial de formación de DHTy 3a-Diol .

Cuandose determinó la actividad 5a-reductasa en las células

de Leydig luego de 48 horas de cultivo, éstas fueron cosechadas me

cánicamente por medio de una espátula de gomaen Buffer R y sonica

das. Alicuotas de 0,5 ml (250 ug proteina) se incubaron durante 60
minutos a 34 °C. La reacción se detuvo por agregado de 1 ml de ace

tato de etilo, continuándose el procedimiento comose describió
anteriormente.

Determinaciónde 1a actividad 3a/Bhidroxiesteroide óxido-reductasa

Luego de 48 horas en cultivo, tanto en condiciones basales o

ante el agregado de PRL (3 pulsos de 10 ng/ml, 500 pM), las células

de Leydig se lavaron con Buffer FS y sonicaron en Buffer R. Una

alícuota de 250 ug de proteinas fue incubada durante 20 minutos con

3H-DHT (400.000 cpm), DHT 0,36 uM y 0,4 mMNADPHa 34°C. La reac

ción se detuvo por agregado de acetato de etilo. Los procedimientos

de extracción y separación de los andrógenos fueron los mismos que

los detallados para la determinación de 1a actividad 5a-reductasa.
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Determinación de hormonas proteicas_

Las concentraciones séricas de hormonasproteicas se determi

naron por RIA, utilizando la técnica de doble anticuerpo según se

detalla en el protocolo provisto por el NIAMDDRat Pituitary Distri

bution Program. Las incubaciones con el primer anticuerpo se reali
zaron a 4°C durante 24 horas. Posteriormente, se agregó la hormona

marcada y, luego de 24 horas, el segundo anticuerpo. Al cabo de 48

horas a 4°C, la hormonalibre se separó por centrifugación y aspira
ción de los sobrenadantes y se determinó la radioactividad de los

precipitados. Los resultados se expresan en ng/ml con respectos a

los correspondientes estandards.

Para la determinación de LHen suero de rata se utilizó el

estandard rLH-RP-2 del NIAMDDRat Pituitary Distribution Program.

Loscoeficientes de variación intra.e interensayo fueron menoresdel

10 %, y la sensibilidad de la determinación fue 2 ng/ml.

En la determinación de PRLen suero de rata se utilizó el es

tandard rPRL-RP-3 del NIAMDDRat Pituitary Distribution Program.

Los coeficientes de variación intra e inter ensayo fueron menores

del 10 %y la sensibilidad de la determinación fue de 1 ng/ml.

Los niveles de PRL en suero de ratón se determinaron por un RIA

homólogo especifico usando PRLde ratón comopreparación de refe



79

rencia (AFP-647.59)y anticuerpo anti-PRI de ratón (AFP-131078)
gentilmente cedido por el Dr.V.Chandrashekar. Todasdeterminaciones

de PRLse realizaron en el mismoensayo. El coeficiente de varia

ción intraensayo fue de 3,8%. La sensibilidad de la determinación

resultó ser de 1 ng/ml.

La determinación de FSHen suero de ratón se realizó por un RIA

heterólogo utilizando una preparación de FSHde rata comoreferencia

(r-FSHRP-2) y un anticuerpo anti-FSH de rata (rFSH-A/S-S-ll) . Este

métodoha sido descripto y validado por Chandrashekar y col. (1988) ,

quien gentilmente cedió ambas preparaciones. El coeficiente de
variación intraensayo fue de 5,3%. Todas las muestras para determi
nar FSHfueron incluidas en la mismadeterminación. La sensibilidad

del método resultó ser de 2,5 ng/ml.

Determinación de andrógenos

Ladeterminación de testosterona en el suero de rata se realizó

según el método validado en el Laboratorio (Suescun y col. , 19

85) . Alïcuotas de 200 ul de suero se extrajeron con 2 m1 de eter

etílico. El extracto orgánico se evaporóa sequedady los residuos

fueron resuspendidos en 800 ul de de Buffer RIA (40mMHNazPOU0,15

mMNaCl, 0,1% gelatina y 0,1% azida sódica, pH 7,4), determinándose
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en este extracto, la testosterona. El anticuerpo utilizado presentó
una reacción cruzada con DHT,en consecuencia, los resultados deben

interpretarse comola sumade testosterona + DHT. La sensibilidad

del ensayo fue de 12,5 pg/tubo. Loscoeficientes intra e interensayo
fueron menores del 12%.

Los andrógenos (T,DHTy 3a-Diol) producidos y liberados al Me

dio, tanto en los cultivos primarios de células de Leydig comoen
las incubaciones de testículos enteros o preparaciones frescas de

células, se determinaron directamente por RIA, sin extracción pre
via.

La determinación de 3a-Diol se realizó con un anticuerpo alta

mente especifico (ImmunotechDiagnostic, Montreal, Canadá). El

limite inferior de determinación fue de 12,5 pg y los coeficientes
de variación intra e interensayo fueron inferiores a 12 %.

Determinación de ADN

La determinación de ADNse realizó por el método fluorométrico

descripto por Labarca y Paigen (1980). Después de 48 horas de
cultivo se descartó el Medio, las Células fueron lavadas con Buffer

FS y luego del agregado de 500 ul/celda de EDTA2mm, las mismas se

sonicaron con 3 pulsos de 15 segundos (Sonifier cell disruptor, W

140 Heat Systems Ultrasonic, Inc.). Unaalícuota apropiada de esta
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preparación se diluyó a 500 pl con EDTAZmMy se mezcló con 1 ml del

fluorógeno H 33258 (Hoechst) 0,15 ug/ml en Buffer SA (75 mMNaH2P04,

3,75 MNaCl, pH=7,4). El blanco y la curva estandard de ADNreci

bieron igual tratamiento. La lectura se realizó dentro de las 16
=445horas en un fluorómetro Aminco Bowmana l -360 nm y lümfiwExcitaci 6n

nm.

Incorporación de Uridina

La incorporación de uridina radioactiva a ARNfue determinada

según el método de Blaquier y Breger (1974). Luego de 45 horas de

cultivo, el Medio fue renovado y se agregó 3H-uridina (5 uCi/ml).

Los cultivos se incubaron durante 3 horas a 34°C, en una atmósfera

humidificada con 5%de C02 en aire. Las células se lavaron con

Buffer FS e incubaron durante 2-3 minutos a 34 °C, con 0,3 m1 de

tripsina 0,05% en solución de Buffer FS sin Ca ni Mgy EDTA(0,02%).

La acción de la tripsina se detuvo por agregado de 50 ul de inhibi

dor de tripsina 0,3%. Las células fueron lavadas 3 veces con

solución fisiológica y luego se centrifugaron a 800xg durante 5

minutos. Acontinuación el precipitado celular fue resuspendido en

2,5 m1de solución fisiológica y tratado con ácido tricloroacético
(TCA)frio (concentración final 10%). Previamente, se reservó una

alícuota de la preparación celular para la determinación de ADN.
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Luegode 30 minutos a 4°C, el precipitado fue colectado por filtra

ción en un papel WhatmanGF/C y lavado 3 veces con un exceso de TCA

10%. Los filtros se secaron y colocaron en viales conteniendo

solución de centelleo liquido. Se midió la radioactividad incorpo
rada en el precipitado en un Contador de Centelleo Liquido.

Determinación de AMPc

La concentración del AMPcliberado al Medio de incubación de

las células intersticiales en cultivo, se determinósegún el método

de Zubin y Taleisnik (1983). Unaalícuota de 20 ul de muestra o el

correspondiente estandard se acetilaron, para aumentar la sensi

bilidad del ensayo, con 5 ul de una mezcla de anhídrido acético y

trietilamina en relación 1:2. A los 5 minutos se agregaron 100 pl

de Buffer acético /acetato 0,05M, pH= 6,2, 100 ul de anticuerpo

especifico (gentilmente cedido por la Dra. P.Zubin) y 100 pl de
nucleótido radioactivo. Los incubados se mantuvieron a 4°C durante

20 horas y luego de agregar 50 ul de albúmina bovina al 2% y 2ml

etanol, se centrifugó a 2000rpmdurante 30 minutos. El sobrenadan

te fue aspirado y se determinó la radioactividad en el precipitado
en un Contador Beckman Gamma4000.

La sensibilidad del ensayo fue de 20 fmoles/tubo y las varia

ciones intra e inter-ensayo resultó ser 5 y 11 %respectivamente.
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Determinación de ornitina decarboxilasa

Se utilizó el métodooriginalmente descripto por Pegg y col.

(1970) y desarrollado en nuestro Laboratorio por de las Heras y col.

(1987), con algunas modificaciones.

Los testículos o vesículas seminales se homogeneizaronen Buf

fer A (Tris 10 mM, EDTA1,5 mM, sacarosa 0,25 M, MgCl2 1mM, B-mercap

toetanol 2 mMy azida sódica 0,2%, pH=7,4) en una relación 1 ml/g

tejido y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 30 minutos. En

frascos de 10 ml se incubó una alícuota de 100 ul de estos sobre

nadantes con 100 ul de ornitina-“C (400.000 cpm) en Buffer O (Tris

80 mM, ornitina 2mM, fosfato de piridoxal 0,4 mMy DTT9mM, pH=7),

asegurando un cierre hermético con tapa de goma, durante 60 minutos

a 34°C. Posteriormente, se inyectaron en cada frasco 500ul de TCA

40% con el propósito de desnaturalizar la enzima y liberar el 1"C02
retenido en el Buffer. Para asegurarse la liberación cuantitativa

de este compuestoradioactivo, se continuó la incubación durante 30

minutos a la misma temperatura. El 1"C02liberado se atrapó en
recipientes de plástico suspendidosen el interior del frasco, con
150 ul de hidróxido de hiamina 1Men metanol. Estos recipientes se

trasladaron a viales conteniendo solución centellante (0,4 %PPOy

0,004% POPOPen tolueno) y se evaluó la radioactividad emitida en

un Contador de Centelleo Líquido. Los resultados se expresan en

pmoles de CO2liberados/hora/mg proteína o pmoles/h/órgano.
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Determinación de gutrescina y poliaminas

La determinación del contenido de putrescina y poliaminas en

testículos o vesículas seminales se realizó según el método des

cripto por Seiler (1983). Los tejidos se homogeneizaronen ácido

perclórico 0,2 N, en una relación 1g de tejidoáz m1y se mantuvieron
durante 2 horas a 0-4°Cpara facilitar la floculación del precipita
do. Las muestras se centrifugaron a 20.000xg durante 30 minutos.

Alícuotas de 100 ul de sobrenadante se alcalinizaron con 100 ul de

Nazco3(sol.sat.) a fin de favorecer las formas no protonadas de los
grupos amino, de mayor reactividad, y mezclaron con 200 ul de

cloruro de dansilo (20 mg/ml)en acetona. Paralelamente se dansiló

una mezcla de estandards de putrescina, espermidina y espermina, que

contenía 10 nmoles de cada compuesto. La reacción de dansilación se

desarrolló durante 20 horas, a temperatura ambiente, en oscuridad.

Posteriormente, el exceso de cloruro de dansilo se eliminó por

agregado de 50 ul de prolina (100mg/ml) en agua, continuándose la
incubación durante una hora en las mismascondiciones” Las muestras

se evaporaron a sequedad bajo corriente de nitrógeno a 45-50°C y se

resuspendieron en 200 ul de agua. Los derivados dansilados se

extrajeron en 200ul de tolueno. Los extractos orgánicos se separa

ron por centrifugacióh a 800xga temperatura ambiente y posterior

congelamiento. .

Alícuotas de 50 pl de la fase orgánica se sembraron en placas
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de silica gel, activadas por calentamiento a 110°Cdurante 1 hora.

Conjuntamente, se sembraron distintos volumenes de los extractos

conteniendo cantidades de poliaminas en el rango de 0,25 a 2 nmoles.

El cromatogramase desarrolló en oscuridad, efectuándose dos corri

das en ciclohexano-acetato de etilo (1:1, vol/vol), seguido por una
tercera corrida en ciclohexano-acetato de etilo (3:2, vol.vol). Con
el fin de estabilizar la fluorescencia de los derivados dansilados
se vaporizaron las placas con una solución de isopropanol -trieta

nolamina (4:1, vol/vol). Las bandas correspondientes a didansilpu

trescina, tridansilespermidina y tetradansilesperminase identifi
caron por irradiación ultravioleta de longitud de onda 366 nm. Los

Rf resultantes de cada compuestofueron los siguientes: putrescina:

0,62; espermidina: 0,53; espermina: 0,45. Las bandas correspondien

tes a las poliaminas dansiladas se eluyeron de las placas con 1 ml

de benceno-trietilamina (95:5, vol/vol) y se determinó la fluores

cencia en un Espectroflurómetro Jasco FP-770, por excitación a 350

nm y emisión a 490 nm. Los resultados se expresan en nmoles/g de

tejido o nmoles/órgano.
En estas condiciones, la reproducibilidad del métodoresultó

ser i3-5% y la recuperación, luego de todo el procedimiento, es

superior al 90%para una cantidad de 10 pmoles de poliamina. Este

'métododemostró ser altamente sensible, ya que pueden detectarse 10

pmoles de compuesto en un volumen de muestra de 500 ul.
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Determinación de acetilpoliaminas

El contenido de acetilpoliaminas se determinó siguiendo la

metodologia descripta por de las Heras (1989) con algunas modifica

ciones. La preparación de las muestras de tejido y mezclas de

reacción y la extracción de los derivados da_nsilados fueron rea
lizados según los procedimientos descriptos en poliaminas. Se

sembraron alicuotas de 70 ul de las muestras, conjuntamente con 50

ul del blanco de reacción y 50 pl de hexano diamina. Para la

realización de la curva estandar se preparó una solución conteniendo

10 nmoles de acetil putrescina, N1-acetil espermidina, NB-acetiles

permidina y acetil espermina a partir de soluciones 1mMen ácido

acético de las mismas y se sembraron alicuotas de 0,25; 0,5; 1 y 2

nmoles. En primer lugar, se realizaron dos desarrollos del cro

matograma en acetato de etilo con el propósito de eliminar la

interferencia de las poliaminas. Posteriormente, los acetilderiva
dos fueron separados por un tercer desarrollo en cloroformoztetra

cloruro de carbonozmetanol (14:6:1, vol/vol) . Se vaporizaron las

placas con una solución de isopropanol-trietanolamina (4:1, vol/
vol). Las bandas fueron identificadas con luz UV, A = 366 nm. Los

Rf resultantes para cada compuestofueron los siguientes: acetilpu
trescina: 0,21; Na-acetilespermidina: 0,30,- N1-acetilespermidina:

0,33; acetilespermina: 0,45. Las bandas correspondientes a cada

compuestofueron eluïdas con 0,5 ml de benceno:trietilamina (95:5,
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vol/vol), previamnete gaseada. Se determinó la florescencia en los

sobrenadantes a A excitación = 350 nm y A emisión = 490 nm.

Los resultados se expresan en nmoles/gr de tejido o nmoles/ór

gano.

OTROS METODOS

Determinación de proteinas

Se realizó por el método de Lowryy col. (1951), utilizando

albúmina sérica bovina comoestandard.

Análisis estadístico

Las diferencias estadisticas se analizaron por el test de Stu
dent en el caso de 2 grupos de muestras independientes, y por

análisis de varianza y test de Dunnett en el caso de más de 2 grupos

(Li, 1964).En el análisis de muestras dependientes se utilizó el
test "t" de Student para muestras pareadas o el test de Mann-Whit

ney-U (una cola) según se especifica en la leyenda de las Figuras.



RESULTADO-S
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I. EFECTO DE LA PRL SOBRE BL TESTICULO

I. A.- ESTUDIOS "IN VIVO"

I. A. 1.- ESTUDIOS EN RATAS CON HOMOTRANSPLANTEDE HIPOFISIS

Valores hormonales séricos

Con el propósito de determinar la influencia de la PRLsobre

el metabolismo de andrógenos, se analizó el efecto de una hiperpro

lactinemia inducida en ratas prepúberes, por homotransplante de una

hipófisis bajo 1a cápsula renal. Los animales se transplantaron a

los 30 dias de edad y sacrificaron 40 dias más tarde. Iñtobserva

ción directa del implante el día del sacrificio permitió detectar,
en los animales que presentaban hiperprolactinemia, irrigación en

la zona del mismo, sin invasión en 1a corteza renal. En cambio, en

aquellos animales con niveles séricos de PRLcercanos al valor del

grupo control, se apreciaba una escasa irrigación, asi como un

tamaño muy pequeño de la hipófisis transplantada. Este grupo de

animales no se utilizó en los estudios que se detallan a continua
ción.

El grupo transplantado presentó un valor de PRLsérica de 85

i 10 ng/ml, mientras que la media del grupo control fue 25 i 3 ng/ml

(xiES, n=10, p<o.001).

Los niveles de LHséricos del grupo hiperprolactinémico (H)

fueron significativamente menores que los del grupo control (C) (C:
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2,1:0,2 ng/ml; H: 1,1:o,1 ng/ml, n=10, p<0,01).

El homotransplante de hipófisis bajo 1a cápsula renal no ori

ginó modificaciones en los niveles de testosterona (C: 3,8io,1;
H: 3,5:0,1 ng/ml, n=10), ni tampocoen los niveles de 3a-Diol circu

lantes (C: 1,8io,1; H: 2,0:o,1 ng/ml, n=10).

Producción de andrógenos"in vitro" por testículo total

Se decidió investigar en testículos provenientes de ratas con
homotransplante de hipófisis y de ratas con operación simulada, la

producción de andrógenos "in vitro" en condiciones basales y ante

el estimulo con distintas dosis de hCG,con el propósito de analizar

si la capacidadesteroidogénica testicular estaba preservada a pesar
de los niveles disminuidos de LH. En el Medio de incubación se

determinaron por RIAlos niveles de testosterona producidos.
La Figura.11.muestra las curvas dosis-respuesta obtenidas. Los

niveles basales de testosterona producidos fueron (x i ES, n=12)

46,97 i 1,93 ng/gr testículo/3 horas en el grupo de ratas hiper

prolactinémicas y 52,8 i 1,82 ng/gr testículo/3 horas en el grupo
de animales control. En las incubaciones realizadas en presencia
de una dosis máximade hCG (50 mUI), la producción de testosterona

se elevó 9 y 8 veces respectivamente. Por otra parte, tampoco se

observarondiferencias significativas entre el DE50(dosis efectiva
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Figura 11: Producción de testosterona por testículos enteros.
A: testículos provenientes de animales controles.
A: testículos provenientes de animales homotransplantados.
Cada punto representa el valor medio i ES de incubaciones realizadas por tri
plicado, de un experimento representativo.
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50) de ambas curvas.

Producción de andrógenos "in vitro" por células de Leydig

Sepreparararon suspensionesdecélulas intersticiales a partir
de testículos provenientes de ratas hiperprolactinémicas y de anima
les control. Alicuotas de ambassuspenciones conteniendo 10ócélu

las/ml fueron incubadas en ausencia (condiciones basales) o pre
sencia de distintas dosis de hCG. En el Medio de incubación se

determinaron los niveles de testosterona producidos.

Comomuestra la Figura 12no se detectaron diferencias signifi
cativas entre ambascurvas.

Actividad Sa-reductasa en homogenatotesticular

Testiculos provenientes de ratas hiperprolactinémicas (H) y

animales con operación simulada (Control) , se decapsularon y homoge

neizaron en Buffer R. En este homogenato se determinó la actividad

especifica de la enzima 5a-reductasa. Comopuede observarse en la

Figura 13, se detectó un aumento significativo en la actividad

enzimática (Control: 0,05 i 0,007 vs. H: 0,103 i 0,010 pmol 5a

reducidos/mg prot. /min. , p<0,02). Lahiperprolactinemia originó un
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Eiggra 12: Producción de testosterona por suspensiones de célulasintersticiales.
A: células intersticiales de animales controles.
A: células intersticiales de animales homotransplantados.
Cada punto representa el valor medio i ES de incubaciones realizadas por tri
plicado, de un experimento representativo.
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Fiflra 13: Efecto de 1a hiperprolactinemia inducida por homo
transplante en 1a actividad 5a-reductasa testicular.
Control: animales con operación simulada; H: animales con homotransplante.

: 3a/J3-Diol; fj'É'íL-compuestos Saz-reducidos. Cada barra representa el
va or mediot ES (n=3). Los asteriscos indican dato significativamente diferente
del control (test de Stdent, *: p < 0,02; **: p < 0,05).
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aumento del 106%en la velocidad inicial de formación de compuestos
5a-reducidos/mg proteina en la unidad de tiempo. Tambiénfue posible

detectar que la formación de 3a/B-Diol aumentósignificativamente

(Control: 0,045 i 0,007 vs. H: 0,088 i 0,010 pmol 3aDiol/mg prot./

min., p<0,05), en un 95%de la velocidad inicial.

Actividad Sa-reductasa en microsomastesticulares

Testiculos provenientes de ratas hiperprolactinémicas y anima
les controles se decapsularon y homogeneizaron en Buffer R. A

partir de este homogenato se obtuvieron microsomas por cen

trifugación diferencial. Enesta fracción microsomalse determinó
la actividad especifica de la 5a-reductasa, calculando la velocidad

inicial de formación de compuestos 5a-reducidos.

En la Figura 14 se muestra que el grupo hiperprolactinémico (H)

presentó un aumentosignificativo en la actividad especifica de la
enzima (Control: 0,075 i 0,009 vs. H: 0,224 i 0,027 pmol 5a-reduci

dos/mg prot./min., p < 0,01), reflejando un incremento correspon

diente al 198%para la formación de compuestos 5a-reducidos/mg

prot./min.. La formación de 3a/B-Diol también aumentó significa

tivamente en el grupo de animales hiperprolactinémicos (Control:

0,055 i 0.002 vs. H: 0,156 i 0,005 pmol 3aDiol/mgprot./min., p<0,0

01) en un 183%.
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F' gra 14: Efecto de la hiperprolactinemia inducida por homo
transplante sobre la actividad 5a-reductasa en microsomastesti
culares. 

Control: animales con opepación simulada; H: animales con homotranplante.
Áááá: 3a/B-Diol; '”"”É . compuestos 5a-reducidos. Cada barra representa el

valor medioi ES (n=3) Los asteriscos indican dato significativamente diferente
del control (test de Student, *: p < 0,01; **: p < 0,001).



96

I. A. 2.- EFECTO LOCAL "IN VIVO" DE PRL

Inyección intratesticular de PRLy actividad Sa-reductasa

Laadministración intratesticular de distintas dosis de PRLse

realizó regularmente en el testículo derecho, mientras que en el
contralateral se inyectó igual volumen(10 pl) de vehículo. Al cabo

de 17 horas los animales se sacrificaron, los testículos se diseca

ron y homogeneizaron. Alícuotas de 500p1fueron utilizadas para la
determinación de la actividad 5a-reductasa.

Enel grupo control, que recibió vehículo en ambostestículos,

no se detectaron diferencias significativas entre los mismos. Para

las dosis de PRL1,5 10'5 y 1,5 10'6 Mno se detectaron diferencias

significativas entre el testículo inyectado con la hormonay su con
‘tralateral. Sin embargo, a la dosis de PRL1,5 10'7Mpudo detectar

se un aumento significativo en la activdad 5a-reductasa (C: 0,082

i- 0,05; PRL: 1,27 i 0,07 pmol/mgprot./min.; p < 0,003) (Figura 15).
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Figura 15: Efecto de la inyección intratesticular de PRLsobre la
actividad Sa-reductasa.

C: testículos inyectados con vehículo; PRL:testículos inyectados
con PRL-o 1,5 10'7 M. Cada barra representa el valor medio t ES (n=3). El
asterisco indica dato significativamente diferente del control (test de Student
apareado, *: p < 0,003).
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I. A. 3.- ESTUDIOS EN RATAS CON TUMOR7315a

Perfil hormonalsérica

La inoculación del Tumor 7315a en ratas de la cepa Buffalo
originó un aumentosignificativo en los niveles séricos de PRL. Al

final del experimento, 1a PRLplasmática resultó ser 75 veces mayor

en los animales portadores del Tumorque en los animales control

(Grupo Control (C): 19 i 1 ng/ml vs Grupo Tumoral (T): 1223 i 100

ng/ml, p<0,001).

Los niveles séricos de LHluego de 35 dias de inoculación, no

fueron significativamente diferentes entre el grupo tumoral y el

grupo control (C: 1.5 i 0.2 ng/ml vs T: 1.1 i 0.2 ng/ml). Sólo

cuando el tumor se dejó desarrollar durante más de 40 dias, se

observó un descenso significativo en los niveles séricos de LH (C:

1.4 i 0.1 ng/ml vs T: 0.7 i 0.1, p < 0.001).

El implante del tumor originó una marcada disminución en la

concentración de testosterona sérica a los 35 dias post-implante

(C: 4.9 i 0.4 ng/ml vs T: 2.7 i 0.2 ng/ml, p < 0,001).
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Efecto del implante del Tumor7315asobre la actividad Sa-reductasa
testicular

Se determinó la actividad especifica 5a-reductasa en homoge

natos de testículos provenientes de ratas implantadas con Tumor

7315a y un grupo de animales control. No se observaron cambios
significativos en esta actividad enzimáticaen las ratas portadoras
del Tumorrespecto de las ratas del grupo control (C: 0,020 i 0.005

vs T: 0,023 i 0.005 pmol compuestos Sa-reducidos/mg prot./min.).

Efecto del implante del Tumor7315a sobre el peso testicular

El tumor productor de PRLno ocasionó variaciones significa

tivas en el peso testicular de las ratas portadoras del mismo

respecto de los animales controles. (T: 1,13 i 0,13 vs C: 1,17 i

0,09 g/testiculo).

Efecto del implante del Tumor7315a sobre actividad ODCv niveles

de poliaminas testiculares

Conel propósito de establecer una relación entre la falta de
variación en el peso testicular y la brusca disminución de los
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andrógenosséricos en los animales hiperprolactinémicos, se decidió

determinar la actividad de la enzima ODC,ya que es un parámetro

sensible y útil para evaluar el trofismo de un órgano.

La Figura 16 muestra el efecto del implante del Tumor 7315a

sobre la actividad ODCtesticular. Se observó un aumentosignifica

tivo en la actividad especifica de ODCen el grupo hiperprolacti

némico respecto del grupo control (T: 102 i 18 vs C: 72 i 12 pmol/mg

prot./min., p< 0,01).
Sin embargo, cuando se evaluó el contenido total de poliaminas

no se detectaron diferencias significativas entre ambosgrupos expe

rimentales (Tabla 1). De igual modo. la concentración total de

poliaminas no mostró diferencias significativas (Tabla 2).
Cuandose analizó el contenido de putrescina, espermidina y es

perminaindividualmente tampocose halló<iiferencias significativas

en el grupo tumoral respecto del grupo control (Tabla 3).

Asimismo, al expresar los resultados en términos de concen

tración (nmol/gr tejido) (Tabla 4), no se observaron diferencias

significativas entre ambosgrupos experimentales.
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Figura 16: Efecto del implante del Tumor7315a sobre 1a actividad
ODCen testículos de ratas Buffalo. I

C: ratas intactas; T: ratas portadoras del Tumor7315a. Cada barra representa
el valor medio i ES para 10 determinaciones individuales. El asterisco indica
dato significativamente diferente del correspondiente control (test de Student,
*o. p < 0,01).
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Poliaminas totales

nmol/testiculo

Ratas Tumorales 718,9 i 11,0

Ratas Control 695,8 _

Tabla 1: Efecto de 1a PRLsobre el contenido de poliaminas totales
en testículos de ratas portadoras del Tumor7315a.
Ratas Control: ratas intactas; Ratas Tumorales: ratas portadoras del Tumor73153.
Cadavalor representa el valor medio i ESpara 10 determinaciones individuales.
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Poliaminas totales

nmol/g tej.

Ratas Tumorales 637,8 i 10,7

Ratas Control 596,1 i 23,0

Tabla 2: Efecto de 1a PRL sobre la concentración de poliaminas
totales en testículos de ratas portadoras de; Tumor7315a.
Ratas Control: ratas intactas; Ratas Tumorales: ratas portadoras del Tumor7315a.
Cadavalor representa el valor medio t ESpara 10 determinaciones individuales.
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Putrescina Espermidina Espermina

nmol/test. nmol/test. nmol/test.

Ratas Tumor. 103,0i6,8 193,1112,3 507,6i33,2

Ratas Control 90,7i4,6 183,315,1 431,6il3,1

Tabla 3: Efecto de la PRLsobre el contenido de putrescina, es
permidina y espermina en testículos de ratas portadoras del Tumor
7315a.

Ratas Control: ratas intactas; Ratas Tumor.: ratas portadoras del Tumor7315a.
Cada valor representa el valor medio i ESpara 10 determinaciones individuales.
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Putrescina Espermidina

nmol/gr tej. nmol/gr tej.
Espermina

nmol/gr tej.

Ratas Tumor. 83,31:1,64 159,58t3,00

Ratas Control 76,64i2,20 155,65i2,71

408,40i8,45

369,10i7,56

Tabla 4: Efecto de 1a PRLsobre 1a concentración de putrescina,
espermidina y espermina en testículos de ratas portadoras del Tumor
73153.

Ratas Control: ratas intactas; Ratas Tumor.: ratas portadoras del Tumor7315a.
Cadavalor representa el valor medio i ESpara 10 determinaciones individuales.
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I. 3.- ESTUDIOS"IN VITRO"

I. B. 1- Efecto "in.vitro" de PRLsobre el metabolismo de andrógenos

Incubación de testículo entero con PRL

Se realizaron una serie de estudios "in vitro" para evaluar la

acción directa de la PRLsobre las gonadas. Testiculos decapsulados

provenientes de ratas prepüberes se incubaron con distintas dosis
de PRL. A1 final del periodo de incubación, los testículos fueron

colagenizados y se determinó la actividad 5a-reductásica, tanto en

la fracción de túbulos seminiferos comoen la suspensión de células

intersticiales. En la Figura 17 puede observarse un aumentosigni

ficativo de la actividad especifica de la enzima en la fracción

correspondiente a los túbulos seminiferos para la concentración de
PRL-o 50 nM. Sin embargo, no se detectaron cambios significativos

en la actividad 5a-reductasa de la suspensiónde células intersti

ciales (Figura 18) en las distintas concentraciones utilizadas.
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Figura 17: Efecto "in vitro" de PRLsobre testículo. Actividad 5a
redúctasa en túbulos seminíferos.

% : 3a/B-Diol; 35:": compuestos Saz-reducidos. Cada barra representa
el valor medio t ES (n=2) de n experimento representativo. El asterisco indica
valor significativamente diferente del respectivo control (test de Dunnet, *: p
< 0,05).
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Figgra 18: Efecto "in vitro" de PRLsobre testículo. Actividad 5areductas en células intersticiales.
3a/I3-Diol; : compuestosSet-reducidos. Cadabarra representa el

valor medio i ES (n=2) de n experimento representativo.
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Para verificar que_la modificación en la actividad enzimática
detectada era debido al efecto de la PRL,homogenatosde testículos

de ratas inmaduras se incubaron con PRL-o 5 a 500 nM, durante 90 min

a 34°C en una atmósfera de carbógeno y se determinó luego la acti

vidad 5a-reductasa. No se hallaron diferencias en la actividad

especifica de la enzima, respecto del control, en las concentracio
nes de PRLutilizadas (Figura 19).

Incubación de PRL-ocon fracciones testiculares aisladas

Se estudió el efecto "in vitro" de PRL(50 nM)sobre la activi

dad Sa-reductasa en túbulos seminiferos y células intersticiales

previamente aisladas. Paralelamente se realizaron incubaciones con

trol con fracciones provenientes de la mismacolagenización. Luego

de esta incubación, los túbulos y células se lavaron conveniente

mente y se homogeneizaron en Buffer R. En estos homogenatos se

determinó la actividad 5a-reductasa. Comose muestra en la Figura

20a no se detectaron diferencias significativas en la actividad
enzimática en los túbulos seminiferos, asi comotampocoen la prepa

ración de células intersticiales (Figura 20h).
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Figura 19: Efecto "in vitro" de PRLsobre actividad Sa-reductasa en
homogenatode testículo.

///// : 3a/B-Diol; : compuestos Sor-reducidos. Cada barra representa -e1
valor medio + ES (n=2) de un experimento representativo.
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Figura 20a: Efecto "in vitro" de PRLsobre actividad Sa-reductasa'
en túbulos seminíferos.

Zííá : 3a/B-Diol; :xÏï' compuestos 5a-reducidos. Cada barra representa el
valor medio + ES (n=2) de un experimento representativo.
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Figura 20h: Efecto "in vitro" de PRLsobre actividad Sa-reductasa
en suspencionesde células intersticiales.

Z“
/:%á : 3a/B-Diol; . “a : compuestos 5a-reducidos. Cada barra representa el

valor medio i ES (n=2) de un experimento representativo.
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I. B. 2.- Efecto de PRL-oen cultivos primarios de células de Leydig

Para poder analizar el efecto "in vitro" de la PRLsobre las

células de Leydig durante un tiempo prolongado, fue necesario

desarrollar un sistema de cultivo primario de estas células, que

mantuviera su viabilidad y funcionalidad, es decir, su respuesta al
estimulo con hCG.

Morfología de los cultivos

Se preparó una suspenciónde células intersticiales provenien
tes de ratas de 30 dias de vida, las cuales fueron cultivadas en un

Medio químicamente definido, sin suero y con el agregado de co

factores y antibióticos, según se describió en Métodos. .Lascélulas
intersticiales rápidamentese adhirieron a la superficie de cultivo
y gradualmente fueron adquiriendo unaapariencia fibroblástica. ILas

células germinales y los glóbulos rojos no se adhirieron a la placa

de cultivo y fueron eliminados en los sucesivos cambios de Medio.

A las 24 horas de cultivo, pudo observarse una monocapaconfluente
de células fusiformes.

A las 0, 24 y 48 horas de cultivo, las células de Leydig se

evaluaron por su actividad de la enzima3B-ol-hidroxiesteroide des

hidrogenasa (3B-HDH)a través de la tinción histoquimica especifica.
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En la Figura 21 se muestra una Fotografia de la monocapa, donde se
observancélulasconprolongacionesCútoplasmáticasSB-HDHpositivas

y es posible apreciar, claramente, la formación de gránulos de azul

de formazanen su citoplasma. Paralelamente se desarrolló un blanco

de reacción para la tinción, es decir sin el agregado de sustrato

y no se detectó la formación de dichos depósitos.
Cuandose evaluó la viabilidad celular utilizando la tinción

con azul tripan de las células en cultivo, se observó que las célu

las 'teñidas, es decir las no viables, exhibian un aspecto redondea

do completamente distinto del aspecto fusiforme observado en las

células de Leydig. Estas células teñidas estan apoyadas sobre la

monocapaconfluente de células fusiformes.

La proporción de células 3B-HDHpositivas en una suspención de

células intersticiales alcanzan un 20%.Cuandola tinción histoqui

mica caracteristica de las células de Leydig, se realizó en las cé

lulas cosechadas mediante medios mecánicos luego de 48 horas de

cultivo, esta proporción aumento a un 60%.



115

Figura 21: Microfotografïa de las células de Leydig en cultivo
primario.
Luegode 2 dias de cultivo, las células se incubaron con NADy azul de tetrazolium
en presencia (A) o ausencia (B) de dehídrni ‘ L para la localización
de 3B-HDH. Aumento 400 x.
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Producción basal de andrógenos de las células intersticiales en
cultivo

La producción basal de andrógenospor parte de las células in

tersticiales durante el primer y segundodia de cultivo se muestra

en la la Figura 22. Loscultivos de células intersticiales produje
ron cantidad mayor de 3a-Diol durante el segundo dia de cultivo

(5,14i0,23 vs. 3,74i0,05 ng/ug ADN,p<0,001). También se observó un

aumento en 1a producción de T+DHT(0,40i0.02 vs 0,34i0,01 ng/ug ADN,

p<0,001).

Respuestaesteroidogénica de las células intersticiales en cultivo

La producción de 3a-Diol luego de un estimulo máximo con hCG

durante 2 horas a las 0 (pre-cultivo), 24 y 48 horas de cultivo se

muestra en la Tabla 5. Asi, puede observarse que la capacidad

esteroidogénica y la respuesta a la hCGestán preservadas.
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Dias Producción 3a-Diol

de ng/ug ADN/3h

cultivo Basal (B) Estimulado (E) Relación E/B

0 1,41 + 0,05 5,32 + 0,08 3,8

1 0,45 + 0,04 0,95 + 0,03 2,1

2 0,48 + 0,03 0,91 + 0,03 1,9

Tabla 5: Respuestaesteroidogénica de las células intersticiales en
cultivo.
Luego de 21 6 45 horas de cultivo se cambió el Medio y agregó Medio fresco con
MIX, con y sin hCG (200 mUI/ml), por un período de 3 horas. Se colectó el Medio
y utilizó para la determinación de 3a-Diol por RIAcomose describe en Métodos.
Los valores corresponden a 1a media i ESde triplicados de celdas de un experi
mentorepresentativo. La relación E/Bvaria de 2 a 7 entre los distintos experi
mentos.
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Curva dosis-respuesta a hCG

Se evaluó la respuesta a distintas dosis de hCG(0,5 - 500 mUI

/ml) durante las 3 últimas horas de cultivo y determinó la producc

ión de andrógenos en dicho lapso. La curva (Figura 23) muestra un

DE50 =2,5 mUI/ml.

Producción de AMPcen células intersticiales en cultivo

En los experimentos en cultivo que fueron recientemente des

criptos, se estudió también la producción de AMPcbasal y luego del

estimulo con dosis crecientes de gonadotrofinas. La Figura 24

muestra estos resultados. La curva presenta un DE50= 0,95 mUI/ml.

Efecto agudo de la PRLsobre 1a producción basal de 3a-Diol.

El efecto agudode PRLsobre las células intersticiales en cul

tivo se evaluó por el agregado de dosis crecientes de la hormona

(10, 100 y 1000 ng/ml) en las últimas 3 horas de cultivo. Los

resultados se muestran en la Figura 25. Comopuede obserVarse la PRL

no causó efecto estimulatorio sobre la producción de 3a-Diol,a las

dosis de 10 y 100 ng/ml. Sin embargo, la adición al Mediode cultivo
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F'flra 23: Producciónde 3a-Diol en respuesta a dosis crecientes de
hCGpor células de Leydig en cultivo primario.

Cadapunto representa el valor medio t Es (n=3) de un experimento representativo.
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(pmd/ugADN)
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Figgra 24: Producción de AMPcen respuesta a dosis crecientes de hCG
por células de Leydig en cultivo primario.
Cada punto representa el valor medio 1:ES (n=3) de un experimento representativo.
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de PRLa la dosis de 1000 ng/ml, estimuló signiticativamente la
producción de este andrógeno reducido (0,99 i 0,12 vs. 0,54 i 0,05

ng/ug ADN/3h p<0,001). Esta respuesta a la PRLno fue aditiva con

respecto a la obtenida con hCG(Tabla 6).

Efecto prolongado de PRLsobre 1a producción de 3a-Diol

Para evaluar el efecto de la PRLsobre las células en cultivo

durante periodos prolongados, se decidió utilizar una concentración

minima de hormona (10 ng/ml), por cuanto esta dosis no modifica la

producción basal en forma "aguda". Se realizaron 3 pulsos de PRL,

a las 0, 24 y 48 horas de cultivo y se cuantificó la producción

basal y ante el estímulo máximocon 200 mUI/ml hCG. y se lo comparó

con un cultivo paralelo que no recibió la hormona. En este sistema

se detectó una disminución significativa en la producción basal de

3a-Diol, mientras que se conserva sin diferencias la respuesta

máxima a la hCG (Tabla 7).

También fue determinada la producción de T+DHTy se calculó la

relación T+DHT/3a-Diol observándose un profundo cambio en dicha

relación tanto en condiciones basales (Control: 0,09 vs PRL: 0,38)

como ante el estimulo máximocon hCG (Control: 0,04 vs PRL: 0,54).
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3a-Diol

ng/ug ADN/3horas

Basal 0,45 i 0,03

PRL (1000 ng/ml) 0,99 i 0,06

hCG (200 mUI/ml) 0,91 i 0,02

hCG (200 mUI/ml)

+ PRL (1000 ng/ml) 1,02 i 0,07

Tabla 6: Efecto agudo de 1a PRLsobre 1a producción de aa-Diol.

Luego de 45 horas de cultivo, se cambió el Medio y agregó Medio fresco con MIX
y PRL ó hCG por un periodo adicional de 3 horas. El Medio fue colectado y
utilizado para la determinación de 3a-Diol por RIAcomose describe en Métodos.
Los valores representan la media t ES de cuadruplicados de celdas de un experi
mento representativo.
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3a-Diol

ng/ug ADN/3horas

Basal Estimulado

Control 0,49 i 0,04 0,85 i 0,05

PRL (10 ng/ml) 0,32 i 0,04* 0,82 i 0,04

Tabla 7: Efecto prolongado de PRLsobre 1a producción de 3a-Diol.

células de Leydig fueron cultivadas con PRL(10 ng/ml) durante 45 horas. Luego
se cambió el Medio y agregó Medio fresco con o sin hCG (200 mUI/ml). A las 3
horas de inCubación, se colectó el Medioy utilizó para la determinación de 3a
Diol por RIAcomose describe en Métodos. Los valores representan la media i Es
de cuadruplicadoa de celdas de un experimento representativo.
* (p , 0,005).
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Actividad Sa-reductasa 1 3a¿B-hidroxiesteroide óxidoreductasa en

células de Leydig en cultivo

En iguales condiciones de cultivo que en el experimento ante

rior, se determinaron las actividades especificas de 5a-reductasa

y 3a/B- HORen homogenatos de células cosechadas por medios mecá
nicos. No se observaron cambios en la actividad de la enzima 5a

reductasa mientras que la 3a/B-HORmostróuna actividad significati

vamente menor en los cultivos tratados con PRL(Control: 11,81:O,33

vs. PRL: 7,60 i 0,26 pmol/mgprot./min, p < 0,001)(Figura 26).

Incorporación de 3H-uridina en células de Leydig en cultivo

En algunos tejidos se ha descripto que la PRLpodria ejercer
cierto efecto trófico directo. Este hecho se evidencia a traves

de la sintesis proteica. Por esta razón resultó de interés analizar
si dosis pequeñas de PRL durante periodos prolongados, serian

capaces de modificar la incorporación de uridina tritiada a ARN.

Para ello, células de Leydig en cultivo primario, recibieron 3

pulsos de PRLa las 0, 21 y 26 horas de cultivo y luego se determinó

la incorporación del compuesto marcado durante 2 horas.

En la Figura 27 se observa que las dosis correspondientes a 5

y 10 ng/ml inducen un aumento significativo en la incorporación de

3H-uridina a ARN(212 y 165 %respectivamente).
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Figura 26: Efecto de la PRLsobre 1a actividad 3a/B-hidroxiesteroide
óxidoreductasa en células de Leydig en cultivo.
C: cultivos controles; PRL: cultivos tratados con PRL. Cada barra representa
el valor medio i ES (n=3) de un experimento representativo. E1 asterisco indica
dato significativamente diferente respecto del control (test de Student, *: p <
0,001).
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Figura 27: Efecto de 1a PRLsobre la incorporación de 3H-uridina a
IUUN. ‘

Cadabarra representa el valor medio i ES (n=3) de un experimento representativo.
El asterisco indica dato significativamente diferente (test de Dunnett, *: p <
0,05).
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II.-EFECTO DE LA PRL SOBRE LAS VESICULAS SEMINALES

II. 1.- ESTUDIOS EN RATAS DE LA CEPA BUFFALO PORTADORAS DEL TUMOR

7315a

Niveles hormonales séricos

El perfil sérico de los animales implantados con Tumor7315a

y’de los animales control, fue detallado anteriormente en la Sección

I.A.3 (página 98).

Efecto del Tumor7315a sobre el peso de las vesículas seminales

Comopuede apreciarse en la Figura 28, luego de 35 dias de im

plante del Tumor7315a, no se observó modificación en el peso de las

vesículas seminales con respecto al grupo control.



861111113les.ículas
28: Efecto del implante del Tumor7315a sobre el peso de las

PesoVesiculasSeminales(mg)
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Efecto del Tumor7315asobre la actividad de ornitina decarboxilasa
en vesículas seminales e hígado

En las vesículas seminales de las ratas portadoras del Tumor,

pudo detectarse un incremento significativo en la actividad ODC.

Este efecto se observó tanto al expresar la actividad enzimática en
pmol/h/mg prot (Figura 29a), pmol/h/órgano (Figura 29h) ó pmol/h/mg

tejido.
Enhigado, la hiperprolactinemia inducida por el Tumor,originó

una caida significativa en 1a actividad especifica de la enzima ODC

con respecto al grupo control (Figura 30).

Efecto del Tumor7315a sobre los niveles de poliaminas en vesículas
¿niega

El contenido total de poliaminas y la concentración tisular de
las mismasen las vesículas seminales de las ratas portadoras del

Tumordurante 35 dias y en el grupo control, se muestran en la Tabla

8. Comopuede observarse, no se evidenciaron variaciones esta

dísticamente significativas entre ambosgrupos experimentales.
Al analizar los niveles individuales de putrescina, espermidina

y espermina, se observó que estos dos últimos compuestos son los

presentes en mayorproporción en este tejido, mientras que la
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Figura 29: Efecto del Tumor 7315a sobre 1a actividad ornitina
decarboxilasa en vesículas seminales.

Panel A: Actividad específica de ODC(pmoles de 1I'Coz/mgproteína/hora.
Panel B: Actividad total de ODC(pmoles de 1l'COZ/órgano/hora.
C: ratas intactas; T: ratas portadoras del Tumor7315a. Cadabarra representa el
valor medio i ES para 9 determinaciones individuales. Los asteriscos indican
datos significativamente diferentes del control (test de Student, *: p < 0,025;
**: p < 0,01) .
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Figura 30: Efecto del implante del Tumor7315a sobre 1a actividad
ornitina decarboxilasa en hígado. 
C: ratas intactas; '1‘:ratas portadoras del Tumor7315a. Cada barra representa
el valor medioi ESpara 5 determinaciones individuales. El asterisco indica dato
significativamente diferente entre los grupos (test de Student, *: p < 0,0005).
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Poliaminas totales

Tratamiento a Hnmoles/organo nmoles/gr tejido

Ratas Tumorales 151,8 i 10,8 928 i 56

Ratas Control 181,6 i 21,6 1086 i 1

Tabla 8: Efecto de 1a PRLsobre los niveles de poliaminas totales
en vesículas semineles de ratas implantadas con el Tumor7315a.

Ratas Tumorales: ratas portadoras del Tumor7315a; Ratas Control: Ratas intactas.
Cadavalor representa el valor medio t Es para 6 determinaciones individuales.
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putrescina se encuentra en menorcantidad (Tabla 9). jLasconcentra

ciones tisulares de las poliaminas analizadas no presentaron dife

rencias significativas (Tabla 9).
El contenido de putrescina, espermidina y espermina en las

vesículas seminales de los animales tumorales, no fue significativa
mente diferente respecto al grupo control (Tabla 10).
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Poliaminas (nmoles/órgano)

Tratamiento . . . .Putresc1na Esper'mldlna Espermlna

Ratas Tumorales 14,69i2,35 67,01i5,57 70,07i4,79

Ratas Control 22,70i7,44 84,61i13,80 74,56i6,29

Tabla 9: Efecto de 1a PRLsobre el contenido de putrescina, es
permidina y espermina en vesículas seminales de ratas portadoras del
Tumor 73153.

Ratas Tumorales: ratas portadoras del Tumor7315a; Ratas Control: ratas intactas.
Cada valor representa el valor medio t Es para 6 determinaciones individuales.
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Poliaminas (nmoles/gr tejido)

Tratamiento . . . .Putresc1na Espermidina Espermina

Ratas Tumorales 90i14 412i30 433131

Ratas Control 139147 503i94 443152

Tabla 1o: Efecto de la PRLsobre los niveles de putrescina, es
permidina.y'espermina en‘vesículas seminales de ratas portadoras del
Tumor 7315a.

Ratas Tumorales: ratas portadoras del Tumor7315a; Ratas Control: ratas intactas.
Cada valor representa el valor medio i ES para 6 determinaciones individuales.
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II. 2.- ESTUDIOS EN RATONES ENANOSDE LA CEPA AHES (dfldf)

Perfil hormonalsérica

Los niveles séricos de PRL,FSHy testosterona correspondientes

a los diferentes grupos experimentales pueden observarse en la
Tabla 11. La hiperprolactinemia inducida por el transplante de dos

hipófisis, en ratones genéticamente deficientes en PRL,produjo un
incremento significativo en los niveles séricos de esta hormona

respecto del grupo control, que presentó valores no detectables de
esta hormona.

Los niveles de FSHmostraron un aumento significativo en los

grupos hiperprolactinémicos respecto del grupocontrol, tanto en los
animales intactos comoen los castrados tratados con propionato de
testosterona.

Con respecto a la testosterona sérica, pudo observarse un

incrementoestadísticamente significativo en el grupode ratones in

tactos homotransplantados (Grupo 1), en comparación a su grupo con

trol (Grupo 2). Los animales castrados y tratados con propionato
de testosterona obviamente,noevidenciarondiferencias significati
vas en los niveles séricos de testosterona ya que ambosgrupos de

animales (Grupos3 y 4) recibieron el mismotratamiento androgénico.

Por otra parte, el nivel de testosterona sérica alcanzado en los

ratones que recibieron exógenamenteesta hormona, es superior al de
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Tratamiento n PRL (ng/m1) FSH (ng/m1) T (ng/m1)

Grupo 1 9 51,7 i 6,4** 4,7 i 0,4* 4,1 i 1,7*

Grupo 2 9 ND 3,1 i 0,4 1,8 i 0,1

Grupo 3 8 59,2 t 5,5** 7,9 i 0,9* 5,4 i 0,9

Grupo 4 12 ND 3,5 i 0,2 5,3 i 0,5

Tabla 11: Niveles de PRL, FSHy testosterona en ratones Ames (df/
df).
Grupo 1: Homotransplantados; Grupo 2: Intactos; Grupo 3: Homotransplantados,
castrados y tratados con propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y
tratados con propionato de testosterona. Cadavalor representa el valor medio
i ES; n: número de animales por grupo. ND: no detectable. Los asteriscos
indican datos significativamente diferentes de los correspondientes controles
(test de Student, *: p < 0,0025; **: p < 0,0005).
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los animales intactos con operación simulada. Es importante remar

car que el nivel de testosterona sérica inducido en los ratones

homotransplantados es cercano al que se obtiene en los Grupos 3 y
4 tratados con propionato de testosterona.

Efecto de la PRLsobre el peso corporal

El implante de hipófisis bajo la cápsula renal no produjo mo
dificaciones en el peso corporal, tanto en los grupos intactos como

en los castrados y tratados con propionato de testosterona (Tabla

12).

Efecto de la PRLsobre el peso de vesículas seminales

En la Tabla 12 se muestran los valores absolutos de los pesos

de la vesículas seminales en lOS 4 grupos experimentales. Los gru

pos hiperprolactinémicos presentaron valores estadísticamente supe
riores a los respectivos grupos control. Esta variación es más

marcada entre los grupos intactos (Grupos 1 vs 2), donde el in

cremento detectado en el peso de los órganos fue del 85%, mientras

que entre animales castrados y tratados con andrógenos, la presencia

del implante sólo causó un aumento del 33%en el mismo (Grupos 3 y
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Tratamiento n Peso corporal Peso VS

(g) mg P. Rel.

Grupo l 9 24 i 2 134 i 9** 582 i 62**

Grupo 2 9 20 i 3 72 i 6 393 i 37

Grupo 3 8 23 t 1 85 i 6 339 i 42

Grupo 4 12 24 i 2 64 i 4 256 i 15

Tabla 12: Efecto de 1a PRLsobre el peso corporal y de vesículas
seminales.

Grupo 1: homotransplantados; Grupo 2: intactos; Grupo 3: homotransplantados,
castrados y tratados con propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y
tratados con propionato de testosterona. Cadavalor representa el valor medio
i ES. n: númerode animales/grupo. Los asteriscos indican datos significati
vamente diferentes de los correspondientes controles (test de Mann-Whitney-Ua
una cola, *: p < 0,05; **: p < 0,005).
P.Re1.: peso de VS (mg)/100 gr peso corporal.
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4).

El peso relativo de los órganos respecto al peso corporal,
muestra un perfil similar de variación que los pesos absolutos. La

hiperprolactinemia manifiesta su efecto trófico en las vesículas

seminales induciendo un aumento en el peso relativo de las mismas,

tanto en los Gruposintactos comocastrados y tratados con propiona
to de testosterona (Tabla 12).

Efecto de 1a PRl sobre la actividad onc en vesículas seminales.

Se estudió el efecto de la hiperprolactinemia inducida por el
implante de hipófisis en ratones Ames(df/df) sobre la actividad
ornitina decarboxilasa. La Figura 31a ilustra los resultados

obtenidos. Niveles elevados de PRLcausaron un incremento signi

ficativo en la actividad especifica de ornitina decarboxilasa tanto
en los animales intactos como en los castrados y tratados con

propionato de testosterona. Este efecto en la actividad enzimática
aún se mantiene si los resultados se expresan en pmol/h/órgano

z(Figura 31h) o pmol/h/mg tejido.

El higado es un órgano'que posee receptores especificos para PRLy

andrógenos. Es por este motivo que resultó de interés investigar
el efecto de la PRLsobre dicho tejido y compararlo con el obtenido
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ActividadODC(pmol/mgprot./hora)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 31a: Efecto de la PRLsobre la actividad ornitina decarbo
xilasa en vesículas seminales de ratones enanos Ames(df/df) .
Actividad de ODCse expresa en pmoles de 14C0/mg proteína/hora.
Grupo l: homotransplantados; Grupo 2: intacios; Grupo 3: homtransplantados,
castrados y tratados con propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y
tratados con propionato de testosterona. Cadabarra representa el valor medio
i ES para 6 determinaciones individuales. Los asteriscos indican datos signi
ficativamente diferentes de los correspondientes controles (test de Student, *:
p < 0,05; **: p < 0,025).
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Figura 31h: Efecto de la PRLsobre la actividad ODCen vesículas
seminales de ratones Ames(df/df).

La actividad de ODCse expresa en pmoles 14COZ/órganO/hora.
Grupo l: homotransplantados; Grupo 2: intactos; Grupo 3: homotransplantados,
castrados y tratados con propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y
tratados con propionato de testosterona. Cadabarra representa el valor medio
i ESpara 6 determinaciones individuales. Losasteriscos indican datos significa
tivamente diferentes de los correpondientes controles (test de Student, *: p <
0,0025; **: p < 0,0005).
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obtenido en un órgano sexual accesorio efector de ambas hormonas.

La hiperprolactinemia indujo, en los ratones intactos, un ascenso
significativo en la actividad especifica de la ornitina de
carboxilasa hepática (Grupo 1 vs Grupo 2) (Figura 32). Sin em

bargo, al analizar la actividad enzimática en los animales castrados

y tratados con propionato de testosterona, la niperprolactinemia no
originó una diferencia significativa con respecto a su control

(Grupo3 vs Grupo4). Iguales resultados se obtuvieron al expresar

la actividad ODCen pmol/h/mg prot ó pmol/h/mg tejido.

Efecto de la PRL sobre los niveles de poliaminas en vesículas
seminales

Conel propósito de estudiar si las modificaciones observadas
en la actividad ornitina decarboxilasa se traducian en unavariación

en el contenido de poliaminas en las vesículas seminales, se deter

minaron los niveles de putrescina, espermidina y espermina en los

distintos grupos de ratones.
Losniveles depoliaminastotales resultaron significativamente

superiores en aquellos animales con implante de hipófisis respecto
de sus respectivos controles. Tanto al expresar estos resultados
en nmoles/órgano (Figura 33a) ó nmoles/gr de tejido (Figura 33h),

las diferencias significativas persistieron.
En las Figuras 34a y b se muestran los niveles individuales de
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Figura 32: Efecto de 1a PRLsobre 1a actividad ornitina decarbo
xilasa en hígado de ratones enanos Ames(df/df) .

Grupo 1: homotransplantados; Grupo 2: intactos; Grupo 3: homotransplantados,
castrados y tratados con propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y
tratados con propionato de testosterona. Cadabarra representa el valor medio
i ESpara 6 determinaciones individuales. El asterisco indica dato significa
tivamente diferente del correspondiente control (test de Student, *: p <
0,0025).
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Figgra 33: Efecto de la PRLsobre los niveles de poliaminas totales
en vesículas seminales de ratones Ames(df/df).

Panel A: Contenido de poliaminas totales (moles/órgano).
Panel B: Concentración de poliaminas totales (nmoles/ gr tejido.
Grupo3: homotransplantados, castrados y tratados con propionato de testosterona;
Grupo 4: castrados y tratados con propionato de testosterona. Cada barra
representa el valor medioi ESpara 6 determinaciones individuales. Los asteris
cos indican datos significativamente diferentes con respecto al control (test de
Student, *: p < 0,025; **: p < 0,0025).
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putrescina, espermidina y espermina. La espermidina es el poli

catión presente en mayor proporción en ambos grupos de animales,

seguida por putrescina y luego espermina. La hiperprolactinemia

inducida por el homotransplante en los ratones Ames(df/df) causó

un incremento significativo en el contenido de putrescina, esper
midina y espermina, expresados en nmoles/órgano (Figura 34a). Al

analizar la concentración tisular de cada poliamina, en nmoles/gr

tejido, sólo la putrescina mostró un aumentosignificativo en las

vesículas seminales de los animales homotransplantados, mientra que

los niveles de espermidina y espermina no presentaron variaciones

significativas (Figura 34h).

Efecto de la PRLsobre los niveles de acetilpoliaminas en vesículas
seminales

Se determinaron los niveles de acetil putrescina, N1y N3acetil

espermidina y acetil espermina en vesículas seminales provenientes
de ratones castrados y tratados con propionato de testosterona

(Grupos 3 y 4).

La Tabla 13 muestra los niveles de acetilpoliaminas totales

expresadas en nmoles/órgano y nmoles/ gr de tejido. En amboscasos,

el grupo de animales transplantados presentó un nivel mayor de
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F'ggra 34: Efecto de la PRL sobre los niveles de putreseina,
espermidina y espermina en vesículas seminales de ratones Ames
(df/df) .
Panel A: Contenido de putrescina, espermidina y espermina (nmoles/órgano) .
PanelB:Concentraciónde putrescina, espermidina y espermina (nmoles/gr
de tejido).
Grupo3: homotransplantados, castrados y tratados con propionato de
testosterona; Grupo 4: castrados y tratados con propionato de
testosterona. Cada barra representa el valor medio i ES para 6
determinaciones individuales. Los asteriscos indican datos sig
nificativamente diferentes conrespecto al control (test de Student,
*: p < 0,01; **: p < 0,0025).
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Acetilpoliaminás totales

Tratamiento í __nmoles/organo nmoles/gr tejido

Grupo 3 7,10il,35* 81,25110,25*

Grupo 4 3,59:o,oa 54,23i'2,28

Tabla 13: Efecto de la PRLsobre los niveles de acetilpoliaminas
totales en vesículas seminales de ratones enanos Ames(df/df).

Grupo3: homotransplantados,‘castrados y tratados conpropionato de testosterona;
Grupo 4: castrados y tratados con propionato de testosterona. Cada valor
representa el valor medio t ES para 8 determinaciones individuales. Los
asteriscos indican datos significativamente diferentes con respecto al control
(test de Student, *: p < 0,025).
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acetilpoliaminas totales con respecto a los animales del grupo
control.

El análisis de cada acetilpoliamina indica que los compuestos

presentes en mayorporporción son acetilputrescina y acetilespermi

na, seguidos por N4y N8acetilespermidina.

Al expresar los resultados en nmoles/órgano, se pone en evi

dencia que la hiperprolactinemia originó un incrementosignificativo
enel contenido de acetilputrescina, N8acetilespermidina y acetiles
permina, sin variaciones en los niveles N1acetilespermidina (Tabla

14). Si se considera la concentración (nmoles/gr de tejido) de las

acetilpoliaminas, sólo se obtienendiferencias significativas en los
niveles de acetilputrescina y acetil espermina, mientras que los

niveles de N1 y N8 acetilespermidina no mostraron variaciones

significativas (Tabla 15).
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Acetilpoliaminas (nmoles/órgano)

Tratamiento 8 1AcPu N -AcEsd N -AcEsd AcEsp

Grupo 3 2,91i0,92* 1,37i0,20** 1,20i0,33 l,63i0,08***

Grupo 4 0,87i0,16 0,81i0,05 0,67i0,17 1,23i0,03

Tabla 14: Efecto de 1a PRLsobre los niveles de acetilpoliaminas en
vesículas seminales de ratones enanos Ames(df/df).

AcPu: acetilputreecina; Na-acetilespermidina; N1-AcEsd:N1-acetilespermidina;
AcEsp: acetilespermina. Grupo 3: homotransplantados, castrados y tratados con
propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y tratados con propionato de
testosterona. Cadavalor representa el valor medio i ESpara 8 determinaciones
individuales. Los asteriscos indican datos significativamente diferentes con
respecto al control (test de Student, *: p < 0,05; **: p < 0,025; ***: p <
0,0025).
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Acetilpoliaminas (nmoles/gr tejido)
Tratamiento

AcPu Na-AcEsd N1-AcEsd AcEsp

Grupo 3 28,6i6,2* 14,6i0,9 14,0É4,5 24,0i1,l**

Grupo 4 13,2:2,2 12,3iO,9 10,2:2,8 18,6i0,2

Tabla 15: Efecto de 1a PRLsobre el contenido de acetilpoliaminas
en vesículas seminales de ratones Ames(df/df).

AcPu: acetilputresciná; Na-AcEsd: Na-acetilespermidina; N1—AcEsd:N1-acetiles
permidina; AcEsp: acetilespermina. Grupo 3: homotransplantados, castrados y
tratados con propionato de testosterona; Grupo 4: castrados y tratados con
propionato de testosterona. Cada valor representa el valor medio t ES para 8
determinaciones individuales. Los asteriscos indican datos significativamente
diferentes con respecto a1 control (test de Student, *: p < 0,05; **: p < 0,0025).
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Si bien la acción de la PRLse consideró en un principio res
tringida al inicio y mantenimientode la lactancia, actualmente, se
atribuye a esta hormonauna variedad de efectos relacionados con el

crecimiento, el metabolismo y la función reproductiva. Enel macho,

la capacidad de la PRLen afectar el crecimiento de las glándulas

sexuales accesorias y la espermatogénesis (Bartke, 1976) fue des
cripta con anterioridad a la determinación cuantitativa de sus
niveles periféricos o a la presencia de sus receptores especificos

en tejidos efectores. Existe en la actualidad, una amplia informa

ción relacionada con los distintos efectos de la PRL. Sin embargo,
si se analiza cuidadosamentela misma,resulta ser contradictoria.

Parte de los resultados presentados en este trabajo estudian

el efecto de la PRLsobre el metabolismo de los andrógenos en 1a

gonada masculina. Para ello, se utilizaron distintos modelos

experimentales con el propósito de establecer en que circunstancias

esta hormonahipofisaria es capaz de modificar'y'modular la esteroi
dogénesis testicular.

El homotransplante de hipófisis bajo la cápsula renal en ratas

prepuberales, produjo una hiperprolactinemia moderada. Es impor

tante destacar que el período de hiperprolactinemia abarca toda la

etapa de desarrollo puberal (de los 30 a los 70 dias de edad),

lográndose niveles séricos de la hormonapor encima de los valores
normales para esa edad. La hiperprolactinemia durante este periodo
de la vida del animal, se acompañóde una disminución en los niveles
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séricos de LH. Este hecho, remarca el papel que la PRLejerceria

en la fisiología del eje hipotálamo-hipófiso-gonada1y coincide con

los resultados de otros grupos de investigación. .Asï, Bartke y col.

(1977), por ejemplo, observaron un marcadodescenso en los niveles

plasmáticos de LHen ratas y ratones adultos con una hiperprolac

tinemia crónica inducida por múltiples transplantes ectópicos. Se
ha demostrado que la PRLsensibiliza el eje hipotálamo-hipofisario
a la regulación negativa que ejercen los esteroides gonadales

(McNeilly y col., 1978, 1983) e inhibe la secreción de LHa nivel

hipofisario (Winters y Loriaux, 1978).
Los niveles de testosterona sérica en los animales homotrans

plantados estudiados en este trabajo, presentan una ligera disminu
ción, respecto de los animales controles, que no es significativa.
La concentración periférica de 3a-Diol tampocopresenta una varia

ción significativa entre los animales tratados y el grupo control.
Estos resultados concuerdan con los presentados por otros grupos

(Bartke y col., 1977; McNeilly y col., 1978 y 1983). Weaber y

col. (1983) encuentrarnqueen animales adultos tratados con sulpiri

da, antagonista dopaminérgico, se presenta un aumentoen la testos
terona sérica luego de escasos días de hiperprolactinemia. Sin

embargo, si el tratamiento se prolonga más tiempo, los niveles

plasmáticos de andrógenosno difieren de aquellos del grupo control.
Esto indicarïa.que el perfil metabólicode la testosterona cambiaria

con el tiempo de la hiperprolactinemia.
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Larespuesta "in vitro" del testículo atiistintas dosis de hCG,
presentadas en este trabajo, nomuestrandiferencias significativas
entre los animales controles e hiperprolactinémicos. Asimismo,no

se observaron variaciones en el valor del DE50(dosis efectiva 50)

para ambos grupos experimentales, por lo que se puede asumir, que

en las condiciones experimentales descriptas, la PRLno modula la
sensibilidad del testículo al estímulo con hCG. Si bien el número

de receptores de LHno fue evaluado, es poco probable que exista una

modificación sustancial en dicho parámetro, ya que frente a un

aumentoo disminución del númerode receptores de LH, se detectaría

un corrimiento en el valor de DE50en la respuesta del testículo al

estímulo con hCG (Cigorraga y col, 1978).

Se ha descripto que en ratas inmadurashipofisectomizadas, la

LHestimula 1a actividad 5a-reductasa en homogenatosde testículo

entero (Moger y Armstrong,1974; Muronoy Payne, 1979) o en células

intersticiales aisladas (Nayfehy col., 1975). Por otro lado,
Nayfeh y col. (1975) determinaron que la administración de FSHa

ratas inmadurashipofisectomizadas estimula dicha actividad enzimá
tica en células intersticiales testiculares. Esto ha llevado a

proponer que los cambiosen la actividad 5a-reductasa testicular,
a diferentes edades en la rata, parecen corresponder a cambios

maduracionales controlados por las gonadotrofinas hipofisarias.
Durante la maduración prepuberal (20-40 días de edad), las

células de Leydig sintetizan testosterona, sin embargoeste andró
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geno no se acumula debido a una elevada actividad 5a-reductasa que

convierte la testosterona en dihidrotestosterona y 3a/B-Diol (Fisher
y Steinberger, 1971; Corpechot y col., 1981). Enconsecuencia, los

metabolitos Sa-reducidos representan el principal andrógenosecre

tado por el testículo inmaduro (Moger, 1977; Corpechot y col.,

1981). Asi, la testosterona es el andrógenoperiférico más impor
tante en la rata luego de los 40 dias de edad, debido a una declina

ción en la actividad Sa-reductasa que resulta en un menormetabolis

mode la testosterona (Coffey y col., 1971).

Es evidente que los cambiosmaduracionales en la actividad 5a

reductasa tienen un papel fundamental en la regulación del nivel de

testosterona secretada por las células de Leydig. Eneste contexto,

Podestá y Rivarola (1974) han demostrado que se requieren niveles

elevados de 3a-Diol para la estimulación de la primera división

meiótica en el proceso espermatogénico.

Utilizando células de Leydigpurificadas a través de gradientes

de metrizamida, Murono (1989) ha demostrado que 1a acumulación de

testosterona durante la maduración sexual está influenciada por
cambios en la actividad 5a-reductasa, 17B-hidroxiesteroide deshi

drogenasa y 3a/B-hidroxiesteroide oxidoreductasa.

A su vez, Chase y Payne (1985) han sugerido que, si bien 1a LH

es la hormonaprincipal en regular la actividad de 5a-reductasa, la
PRLpuede estar también involucrada en mantener una alta actividad
5a-reductasa testicular en la rata prepuberal. Al respecto, Take
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yamay col. (1986) observaron que la hiperprolactinemia aumentamar
cadamente la actividad 5a-reductasa inducida por LH en animales

hipofisectomizados.

Enel presente trabajo, pudimosobservar un aumentosignifica

tivo en la actividad especifica de la enzima5a-reductasa testicular

en los animales con hiperprolactinemia inducida.por homotransplante
de hipófisis. El aumento en la actividad 5a-reductasa es más

notorio cuando la enzima se determina en preparaciones de microsomas

testiculares, ya que se ha logrado en cierta medida, una purifica
ción de la misma. Es oportuno mencionar que en trabajos previos en

este Laboratorio, Barañaoy col. (1981)no observaron modificaciones

en la actividad 5a-reductasa de túbulos seminíferos luego de la

administración de PRL(500 ug/rata/dia; 10 dias). Sin embargo, la

administración de un agonista dopaminérgico, tal comola bromoergo

criptina, permitió detectar una disminuciónen la actividad enzimá
tica.

En el presente modelo experimental "in vivo" pudo demostrarse
un aumento en la actividad enzimática aún cuando los niveles de LH

se encuentran disminuidos. Esto sugeriria que en las condiciones

experimentales descriptas, la PRLpodria incrementar la actividad
5a-reductasa testicular potenciandola acciónkdelníy'cumpliendoasi

una función permisiva del efecto trófico de la LH.

El incremento en la actividad de la enzima puede deberse, por

lo menos, a cuatro fenómenos: activación alostérica, inducción de
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la sintesis de novo, inhibición de la degradación o bien diminución
en la velocidad de recambio de la enzima.

Losefectos positivos de la PRl.sobrela actividad 5a-reductasa

gonadalcontrastarlcon los efectos inhibitorios descriptos para esta
hormona sobre la misma enzima en adrenal de rata. Se ha demostrado

en esta última glándula, que la PRL inhibe el aumento de 1a 5a
reductasa posterior a la hipofisectomía, ovariectomia u orquidec

tomia (Witorsh y Kitay, 1972). Si bien existen mecanismos comunes,

es probable que la regulación de la 5a-reductasa y el papel de la

PRLen dicha regulación sean procesos diferentes en las gonadas y

glándulas adrenales.

La inyección intratesticular de PRL-opermitió evaluar el e

fecto directo de esta hormona sobre el metabolismo de andrógenos

gonadales. Utilizando este modeloexperimental, es posible detectar

y discriminar entre el efecto local de la hormonay los derivados

por una acción central a nivel de la hipófisis. Por otro lado, y
debido a que cada animal es su propio control, este método de

evaluación tiene la ventaja adicional de minimizar la variación
entre animales. Los resultados obtenidos muestran un aumentoen la

actividad especifica de la 5a-reductasa en el grupo de animales

inyectados con la dosis más baja (1.5 104 M). Debe remarcarse que,

con esta dosis se logra una concentración comparable a la obtenida

en la hiperprolactinemia inducida por homotransplante. Condosis
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mayores no se observan modificaciones en la actividad de la enzima.

Se ha descripto que la acción de la PRLsobre la esteroidogéne

sis testicular, presenta un efecto bifásico (Welsh.ycol, 1986; Fung
y col., 1989; Dombrowicz y col., 1992). Es decir, la hormona

ejercerïa acciones estimulatorias o inhibitorias sobre la producción

de andrógenos a nivel testicular, dependiendo fundamentalmente de

las dosis utilizadas o los niveles plasmáticos alcanzados. Es

razonable pensar, entonces, que la PR1.actuaria sobre la 5a-reducta

sa, de maneraanáloga a la descripta en la biosintesis de esteroi
des.

Enuna etapa posterior, se planteó 1a posibilidad de analizar

si el efecto de la PRLobservado sobre la 5a-reductasa, se mantenía

en presencia de una hiperprolactinemia elevada y durante un periodo

prolongado.

El implante del Tumor7315a, productor de PRL, a ratas adultas

permitió lograr un marcadoincremento en los niveles plasmáticos de
PRL.

Luegode 35 dias de implante del Tumor,los niveles periféricos

de LHpermanecieron constantes. Sin embargo, cuando la hiperpro

lactinemia se prolongó por másde 45 dias, la concentración sérica

de LHresultó ser‘ significativamente menorque en el grupo control.

Si bien Webery col. (1982), utilizando un modelo experimental

análogo, con un tumor secretor tanto de PRLcomo de ACTH,muestran
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una disminución en los niveles sericos de LHa los 35 días luego del

implante del tumor, es importante resaltar que los niveles de PRL

alcanzados son muy superiores a los observados en el presente

trabajo. Similarmente, Katovichy col. (1985), utilizando ratas im
plantadas con el Tumor productor de PRLMtTWlS,detectan una dis

minución en los niveles de LHa los 27 dias del implante.

Por otro lado, los valores séricos de testosterona en el pre
sente modelo experimental muestran un marcadodescenso. Esta diso

ciación entre los niveles séricos de testosterona y LHha sido des

cripta por Charpenet y col. (1981), quienes observaron que durante
el estrés crónico se puede inducir una brusca disminución de la
concentración sérica de testosterona sin el concomitante descenso

en los niveles de LH.

Enconsecuencia, es admisible inferir'que tal disociación entre

los niveles de testosterona y LHséricos, sugieren que el mecanismo

responsable en la disminución de la testosterona, esté localizado
principalmente a nivel testicular. Dadoque la producción testi
cular de testosterona se debeprimordialmentea la interacción entre

LHy las células de Leydig, y los niveles séricos de esta hormona

no se han modificado a los 35 dias de desarrollo del Tumor, es

posible descartar que la disminución observada en la concentración

plasmática de testosterona sea una consecuencia del efecto de LH.
Por lo tanto, estos resultados sugieren la posibilidad de una lesión
a nivel testicular que afecte o comprometala esteroidogénesis a
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tiempos prolongados de evolución del Tumor.
El perfil sérico de testosterona observado en los animales

portadores del Tumor, sugieren la posibilidad de un aumento en la

actividad de las enzimasmetabolizantes de andrógenos. Sin embargo,

los resultados presentados en este trabajo, muestranque la activi

dad 5a-reductasa no presentó variaciones significativas en los
animales implantados con el Tumor7315arespecto del grupo control.

Morris y Saxena (1980)han demostrado, al administrar distintas

dosis de PRLa ratas adultas, una modulación negativa en el número

de receptores para LHen el testículo. Este efecto podria contri
buir a la alteración en la función gonadal comoconsecuencia de 1a

hiperprolactinemia, ya que toda respuesta hormonalestá principal
mente mediada por 1a unión de 1a hormona al receptor.

Es posible, entonces, postular que la disminución en la tes
tosterona sérica se deberia al efecto inhibitorio de la PRLsobre

una o más enzimas del camino biosintético de andrógenos.

Munabiy col. (1985)utilizando ratas adultas hipofisectomiza
das, han mostrado que la hiperprolactinemia inducida por homotrans

plante, produce una disminución en las actividades de las enzimas
3B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa,17-hidroxilasa,17-20desmolasa

y 17 ceto esteroide reductasa. En un modelo similar, Ueda y col.

(1987) indicaron que la PRLinhibe la actividad 17-hidroxilasa y

17B-oxido reductasa inducidas por LH.
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Dadolos bajos niveles de testosterona, se podria esperar una

disminución en el peso testicular como consecuencia de un menor

desarrollo del epitelio germinal. Sin embargo, los resultados
obtenidos no indican modificación del peso gonadal. Por lo tanto,
el trofismo del órganoes mantenidopor otros factores estimuladores

de crecimento entre los que podria encontrarse la PRL.

Los resultados obtenidos "in vivo" en los tres modelos experi

mentales utilizados, tomados en su conjunto, sugieren que la PRL
modula la actividad de la Sa-reductasa en función de los niveles

periféricos de la hormona, si bien no se puede descartar un efecto
diferencial dependiente de la edad del animal.

En consecuencia, podria deducirse, que las modificaciones en

la actividad 5a-reductasa tendrian comofinalidad proveer a las

glándulas sexuales accesorias de compuestos5a-reducidos, lo que le

permitiría a las mismasresponder adecuadamentea los requerimientos
de crecimiento y secreción de cada uno de estos órganos (okamoto y

col., 1982). De todos modos no debemos olvidar que las glándulas

sexuales accesorias tienen la capacidaddemetabolizar testosterona,

siendo la DHTel compuesto activo a nivel celular en la mayoria de

los órganos andrógenos-dependientes (Wilson y Gloyna, 1970; Lundmo

y col., 1985)

Para estudiar el efecto directo de PRLsobre el testículo en
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forma independiente de las acciones de otra hormonas, también se

utilizó un modelo"in vitro". Los resultados obtenidos a partir de
incubaciones de testículos provenientes de ratas inmaduras con

distintas dosis de PRL, permitieron detectar un aumento en la

actividad 5a-reductasa en el compartimientotubular. Estos resulta

dos remarcan que la acción de PRLdepende de las dosis utilizadas.
Las incubaciones de PRLcon supensiones de células intersticiales

no produjeron modificaciones en la actividad de esta enzima. Yaque

se han descripto sitios de unión para PRLexclusivamente en el

sector intersticial, surge entonces, quees necesaria la integridad

gonadal para que se manifieste el efecto de esta hormona. Estos re
sultados reforzarian el conceptode comunicaciónintercelular dentro

de la gonada o regulación parácrina. Al respecto, 1a presencia de

barreras selectivas que operan a distintos niveles (endotelio
vascular, células mioides, células de Sertoli) permiten la existen
cia de microentornos especificos, esenciales para la interacción
entre los dos compartimientos testiculares que asegurarïan una
concentración local de factores quemedianesta interacción (Sharpe,

1984).

Conel propósito de estudiar la acción de PRLsobre las células

de Leydig a tiempos prolongados, se debió recurrir al desarrollo de
un sistema de cultivo de estas células. Este sistema tiene ciertas

ventajas adicionales sobre la preparacióncrudade células intersti
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ciales. Es aceptado generalmente, que las preparaciones de células

frescas pueden presentar cierta alteración en los receptores de
membranadebido al tratamiento enzimático durante el proceso de

aislamiento (Cookey col., 1979). Por lo tanto, puede resultar

ventajoso un cierto periodo de recuperación durante las primeras

horas de cultivo. Además,las células viables son separadas de las
células no viables por una adhesión selectiva a la superficie de

cultivo (Campbell, 1979; Janecki y col., 1984). La aplicacion de

técnicas de cultivo puede mejorar la calidad de la preparación

celular, la cual puede ser analizada desde condiciones de cultivo
definidas. Las células de Leydig obtenidas se identificaron desde

el punto de vista morfológico, histoquimico - mediante la actividad

de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa- y funcional - eva

luando su capacidad esteroidogénica a través de la producción basal

de andrógenos y su respuesta a la estimulación con dosis máximasde
hCGdurante las 3 últimas horas de cultivo.

Los resultados muestran un aumento en la producción basal en

función del tiempo de cultivo. Este hecho se puede relacionar con

la recuperación de las células luego de la manipulación durante la

colagenización, asi como la adaptación de las mismas al nuevo
entorno. Un fenómenosimilar ha sido descripto por otros autores

(Rommertsy col., 1982: Bernier y col.,1983).

La respuesta esteroidogénica de estas preparaciones a dosis
crecientes de hCGa las 45 horas de cultivo, coincide con la infor
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mación proveniente de Barkey y col. (1987) empleando células de

Leydig adultas.

Al realizar incubaciones con dosis crecientes de PRLdurante

las 3 últimas horas de cultivo, pudo observarse los efectos agudos

de la hormonasobre la funcionalidad de las celulas de Leydig. La
dosis de 1000 ng/ml (50 nM)de la hormona, produjo una estimulación

en la producción de andrógenos que no fue aditiva a la respuesta

inducida por hCG. La preparación de PRL-outilizada contenía una

concentración de LH menor del 0,5% de su peso. Si bien estos

niveles son pequeños, la cantidad de LHcontaminante junto a la PRL

adicionada pueden ser-suficientes para lograr un estimulo de la

esteroidogénesis (1pg/ml). Por lo tanto, los resultados observados

no nos permiten discernir entre la acción de PRLy la de LH. Para

obviar este efecto y evaluar la acción a largo plazo de la PRL, se

utilizaron dosis menores de la hormona (10 ng/ml = 0,5 nM) que no

son esteroidogénicamente activas .
Cuando una dosis de PRLcorrespondiente a 10 ng/ml, fue mante

nida durante todo el periodo de cultivo, se observó una disminución

(35%)en la producción basal de 3a-Diol, mientras que la respuesta

a la estimulación máximacon hCGresultó preservada.

Los niveles disminuidos en la producción de 3a-Diol en este

sistema de cultivo después de la exposición prolongada.a PRl.podr1an

explicarse, al menos, por 3 mecanismos: 1) una actividad reducida
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en las enzimas biosintetizantes de andrógenos, lleva a una dismi
nución en la producción de andrógenos; 2) una disminución en la
actividad Sa-reductasa conduce a una disminución en los niveles de

sustrato para la enzima3a-hidroxiesteroide óxido reductasa y 3) una

disminución en la actividad enzimática directamente responsable de

la producción de 3a-Diol.

Con respecto a la primera posibilidad no podemosconfirmarla

o descartarla, ya que no se han medido las enzimas involucradas en

la sintesis de andrógenos. Sin embargo, si tenemos en cuenta que

la producción total de andrógenos está mantenida en los cultivos

tratados con PRL, podemos suponer que esta alternativa no es muy

probable.

La segunda alternativa puede ser descartada ya que la medición
de esta actividad enzimática en el sistema de cultivo en estudio no

mostró ningún efecto relacionada con el tratamiento con PRL. Dema

nera coincidente, Murono y Washburn (1990) no fueron capaces de

demostrar un efecto directo de la PRL (500 ng/ml) sobre 1a ac

tividad 5a-reductasa en un cultivo de células de Leydigpurificadas

mediante gradiente de Percoll.
El hecho que los presentes resultados revelasen un cambio no

torio en la relación T+DHT/Diol,sugieren que la tercera posibilidad

sea la explicación más probable de la disminución detectada en la

producción de 3a-Diol. Esta última hipótesis, fue confirmada al
encontrar una inhibición, inducida por PRL, en la actividad de la
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enzima 3a-HORen células de Leydig en cultivo.

Otro de los objetivos de este trabajo era determinar en que me

dida la PRLejerce su acción proliferativa afectando ciertos pa
rámetros celulares involucrados en la acción promotora de creci

miento. Se ha puesto en evidencia la acción trófica de la PRLsobre
las glándulas sexuales accesorias tales comovesículas seminales y

próstata (Negro Vilar, 1980; Syms y col, 1985), si bien no hay

información precisa acerca de los mecanismosinvolucrados en dicha
acción.

Los resultados aqui presentados muestran que en el sistema de

cultivo desarrollado en este trabajo, dosis tan bajas como5 ng/ml

fueron capaces de incrementar la incorporación de uridina radioac

tiva a ARN,evidenciando un efecto trófico sobre dichas células.

Morris y col. (1987) han identificado las proteinas liberadas al

medir) en cultivos primarios enriquecidos en células de Leydig luego
del estimulo con PRLen dosis moderadas (100 ng/ml). Estos autores

sugieren que estas proteinas puedenrepresentar un factor parácrino

y/o autócrino involucrado en el mecanismode acción de la PRLen la
función testicular de la rata.

Esta actividad promotora de crecimiento que se evidencia a

través del aumentoen la sintesis de ARN’yproteinas (Morris y col.,

1987), puede ser igualmente puesta de manifiesto mediante la deter
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minación de ODC,enzima limitante de la biosintesis de poliaminas

(Tabor y Tabor, 1984).

El aumento en la actividad ODCy en la producción de poliami

nas, está asociado con el crecimiento celular, diferenciación y
proliferación; mientras que la reducción en la actividad ODCy

niveles de poliaminas trae comoconsecuencia una disminución en el
crecimiento y diferenciación de las células (Russell y Durie, 1978;

Russell, 1985). Esta enzima es altamente regulable y su actividad

se incrementa rápidamente en respuesta a una gran variedad de

estímulos que afectan el crecimiento celular, tales comohormonas,

factores de crecimiento, estímulos regenerativos, promotores tu

morales, etc. (Pegg, 1986). Recientemente, de las Heras y-Calandra

(1992) han demostrado que la determinación de ODCes un parámetro

particularmente útil en el estudio del efecto trófico de PRLsobre
el testículo.

Los resultados presentados muestran que la hiperprolactinemia

inducida por el implante del Tumor7315a ha sido capaz de incre
mentar la actividad ODCtesticular; Cuandose evaluaron los niveles

de poliaminas intratesticulares no se observaron modificaciones en

los niveles de putrescina, espermidina y espermina; asi comoen el

contenido de cada uno de estos policationes. otros autores han

descripto una falta de correlación entre ambosparámetros. Al

respecto, Rorke y col. (1984) proponen que el tejido en crecimiento

presenta una alta actividad biosintética de poliaminaspero, parece
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autoregularse con el fin de mantenerun nivel constante de poliami
nas. En relación con este concepto , Davis (1990) ha sugerido que

sólo la fracción difusible de estos policationes cargados cambiaen

respuesta a un estímulo, mientras que el contenido total se mantiene
constante.

Estudiando la regulación androgénicaen la próstata y vesículas
seminales, Fjósne y col. (1988, 1990) indicaron que el período de

estimulación de la enzima ODC,es distinto del encontrado para las

poliaminas. Ambosparámetros presentan diferentes cinétidespués de

la estimulación hormonal. Además,se ha descripto que los niveles

de poliaminas cambian gradualmente (Raina y col., 1987; Tabor y

Tabor, 1976), mientras que la ODCpresenta una rápida velocidad de

recambio (Isomaa y col., 1983).

El crecimiento de cualquier órgano involucra un aumentoconco

mitante en el peso y en su contenido de ADN(Coffey, 1974). Al

igual que otras glándulas sexuales accesorias , las vesículas
seminales son dependientes de los andrógenos para su desarrollo
embrionario, crecimiento y función secretoria (Dadaune, 1985). Por

esta razón, el peso de las vesículas seminales ha sido usado como

un índice para evaluar el estado androgénico del animal (Brandes,

1974). En el presente estudio de hiperprolactinemia inducida por

el Tumor7315a, no se detectó una regresión tisular de vesículas

seminales a pesar de los niveles reducidosydetestosterona, indican
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do que otros factores pueden estar involucrados en el proceso
proliferativo de las glándulas sexuales accesorias.

En conjunto con los andrógenos, la PRLtambién influye sobre

las vesículas seminales en distintas especies, ya que se han des
cripto receptores para esta hormonaen dicho tejido (Costlow y Mc

Guire, 1977; Barkey y col. 1977, 1979). Se ha demostrado que la PRL

ejerce un rol facilitatorio sobre la acción androgénica en ratas

(Thomas y Keenan, 1976; Calandra y col., 1982).

Piik y col. (1977) observaron en vesículas seminales provenien

tes de ratas castradas que la actividad ODCestá principalmente

regulada por andrógenos. Esta regulación de la ODCpor andrógenos

es particularmente interesante. Entejidos efectores de andrógenos,

la respuesta a los esteroides sexuales, en el macho, es de tipo

hipertrófica e hiperplásica; mientras que en tejidos sensibles a
andrógenos es sólo de tipo hipertrófico. (Peggy col., 1970; Piik

y col, 1977; Williams-Ashman y Lockwood, 1970; de las Heras y Calan

dra, 1987). Recientemente, Crozat y col. (1992) han evaluado la

regulación de la vía biosintética de poliaminas por andrógenosy lo

graron detectar una acumulación del ARNmensajero para ODC,funda

mentalmenteen células epiteliales de vesículas seminales de ratas

y ratones castrados e implantados con cápsulas que liberan dosis

farmacológicas de testosterona.

Negro-Vilar y col. (1977) observaron que la PRLpuede actuar
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de manera independiente en la estimulación del crecimiento de las

glándulas sexuales accesorias.

Nonomuray col. (1985) estudiando el efecto de la hiperprolac

tinemia inducida por homotranplante en ratones machos, señaló el e
fecto estimulatorio de PRLsobre vesículas seminales. Eneste mismo

sentido, Arunakaran y col. (1988) utilizando monosadultos de la
cepa Bonnet, establecen que la PRLpuede regular, en cierta medida,

el crecimiento y funcionalidad de las vesículas seminales en ausen

cia de andrógenostesticulares.

Es interesante señalar que se ha demostrado (Ayata y col.,

1989) en ratones castrados, hasta 30 días post-castración, que la

hiperprolactinemia inducida por homotransplantes hipofisarios,
incrementa 1a síntesis de ADNde las células epiteliales y no así
de las células del estroma de las vesículas seminales. Comoconse

cuencia, estos autores observaron un retraso en la involución

inducida por la castración, tanto en el peso del órgano comoen su
contenido en ADN.

Losresultados aquí presentados coinciden, en ciertos aspectos,

con los descriptos por Ayata y col. (1989). El incremento detectado
en la actividad ODCen vesículas seminales de ratas portadoras del

Tumor, es una clara evidencia del efecto trófico de la PRLsobre

estas glándulas, aún a concentraciones considerablemente altas de
la misma. En estos grupos se vio que los tejidos que presentan una

mayoractividad enzimática, corresponden a aquellos animales cuyos
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niveles de testosterona sérica se encuentran disminuidos. Estos
resultados sugieren que elevados niveles de PRL son capaces de

estimular la actividad ODCen vesículas seminales aún a bajas con

centraciones de testosterona. Es entonces, posible inferir que
habria dos efectos superpuestos. Mientras que los niveles de PRL

secretados por el Tumorejercen un efecto trófico sobre las vesicu
las seminales, los bajos niveles de andrógenoscirculantes inducen

una regresión tisular.

El higado contiene sitios de uniónkespecificos para PRL(Posner

y col., 1974), los cuales puedenser inducidos por homotransplantes

de hipófisis (Posner y col., 1975), administración de PRL(Calvo y

col., 1981), o estimulación en la liberación de esta hormona (Lüthy

y col., 1985). Se ha indicado que la PRLes capaz de estimular la

actividad ODCen este tejido (Hurley y col., 1980). Para poder

evaluar la especificidad de órgano en la acción de la PRLse deci

dió, entonces, determinar y comparar la actividad ODChepática.

Los resultados sugieren que la disminución observada en la

actividad ODChepática en el grupo de ratas hiperprolactinémicas,

es probablementedebida al nivel reducido de andrógenoscirculantes,

ya que se demuestra que la PRLno participa en la inducción de la

actividad ODCen este órgano.

Cuandose trató de analizar si existia correlación entre acti

vidad ODCy las concentraciones de poliaminas en las vesículas
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seminales de las ratas portadoras del Tumor,se observó que indepen

dientemente del aumentoen la actividad ODC,los niveles de poliami

nas no fueron modificados por la presencia del Tumor. Comose

comentaraanteriormente, existen una serie de factores cinéticos y

compartimentales que tenderian a regular la concentración de po

liaminas dentro de un tejido (Tabor y Tabor, 1976; Isomaa y col.,
1983; Raina y col., 1987; Fjósne y col., 1988; 1990). Por otra

parte, es importante tener en cuenta que estos compuestos son la
resultante de un balance entre sintesis y conversión a otros metabo

litos, en una secuencia de eventos bioquímicos pertenecientes un

proceso finamente modulado.

Los presentes resultados indican que los elevados niveles de

PRLliberados por el Tumor7315a, inducen un aumento en la actividad

ODC,evidenciando un efecto trófico directo de la PRLen las vesicu
las seminales.

En los ratones enanos de la cepa Ames(df/df), se ha demostrado

una deficiencia completa en PRl.y GH(Bartke, 1980; Slabaugh y col.,

1981). Al tratar estos animales con hipófisis ectópicas, secretan
PRLbiológicamente activa (Everett, 1956; Adler, 1986), resultando,

por lo tanto, un modelo experimental particularmente útil para
ahondar en el estudio de las acciones fisiológicas de 1a PRLsobre

gonadas y gládulas sexuales accesorias.
Los resultados obtenidos en esta Sección, revelan un aumento
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en los niveles de FSHplasmáticos en los ratones enanos intactos y

en los castrados y tratados con propionato de testosterona e implan
tados con hipófisis. Estos resultados coinciden con observaciones

previas de Bartke y col. (1977) e indican que la PRI.puede estimular

la liberación de FSH en el ratón macho. Además, los presentes

resultados sugieren que el estimulo de la liberación de FSHhipofi
saria ejercido por los andrógenos es menorcuando los niveles de PRL

no son detectables (animales castrados, tratados con andrógenos, sin

el implante de hipófisis). Ni el aumentoendógenode testosterona,

ni la administración exógena de esta hormonainhibem los niveles

plasmáticos de FSHen el grupo da animales homotranplantados. La

capacidad de la PRLen aumentar la actividad de los centros hipota

lámicos noradrenérgicos y probablemente, afectar asi la liberación

de LHRHen esta especie (Bartke y col., 1984), brinda una explica

ción posible en relación los efectos observados.
De los resultados obtenidos en el grupo de ratones enanos in

tactos, se puede inferir que tal vez la PRLmodifique la producción
testicular de otros compuestosno relacionados con la testosterona.

Por ejemplo, una secreción reducida de inhibina podria contribuir
con el aumento observado en los niveles plasmáticos de FSH (Chowd

hury y col., 1978; Franchimont y col., 1979).

El aumentoobservado en los niveles plasmáticos de testosterona

en el grupo de ratones homotransplantados, se debe probablemente a

un incremento en la liberación de gonadotrofinas (Bartke y col.,
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1977; Klemckey Bartke, 1981; Bartke y col., 1984) y a la capacidad

del testículo de producir andrógenos (Bartke, 1976) como se ha

demostrado en 1a rata inmadura tratada con PRL (Belanger y col.,

1981; Barañao y col, 1981).

Los resultados obtenidos en este modeloexperimental coinciden

con los presentados por Ayata y col. (1989) comentados anterior
mente.

Los niveles plasmáticos de testosterona fueron simultánemente

aumentadosen ratones intactos homotransplantadosy en los castrados

y tratados con propionato de testosterona. Es importante observar

que el peso de las vesículas seminales mostró un aumentosignifica

tivo sólo en el primer grupo. El efecto del transplante de hipófi

sis sobre el peso de las vesículas seminales, fue mayoren el grupo

de ratones intactos que en el castrado y tratado con propionato de

testosterona, a pesar de los niveles de PRLmuysimilares. Podría

considerarse que 1a estimulación del crecimiento de las vesiculas
seminales en ratones enanos intactos puede involucrar otros meta

bolitos ademásde 1a testosterona. El metabolismode este andrógeno

puede ser distinto en ratones intactos y castrados y tratados con
testosterona (Gallruny col., 1989; Djoseland, 1976). Es posible que

ciertos factores intragonadales, tales comopéptidos testiculares

puedaninfluenciar el efecto de la testosterona sobre el crecimiento
de las vesículas seminales.

El peso de estas glándulas en el modeloen estudio, se incre
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mentómoderadapero significativamente. Este aumentofue comparable
con el descripto en el ratón deficiente en PRLcorrespondiente a la

cepa C57BL, uno o dos meses después de recibir el implante de

hipófisis a la edad de 30 o 90 dias (Nonomuray col., 1985). Estos

autores indican, además,que laciisplasia epitelial de las vesículas

seminales en los ratones no tratados, fue normalizada por el homo
transplante de hipófisis.

Tanto estas observaciones comolas presentadas en este trabajo

remarcan que la PRLejerce un efecto trófico especifico sobre las
vesículas seminales.

El incremento observado en la actividad ODCde las vesículas

seminales en el grupo de ratones enanoshiperprolactinémicos, se vio

reflejado en un mayornivel de poliaminas. E1 análisis individual

de cada poliamina reveló que sólo la putrescina sufrió un incremento

significativo. Nose detectaron cambiosen los niveles de espermi

dina y espermina. Estos resultados sugieren que el contenido de

estos policationes se halla regulado fundamentalmentea nivel de la

ODC,puesto que la putrescina fue el compuestomás influenciado por
la acción de la PRL.

Aunquelas enzimas biosintéticas requeridas para la sintesis

de espermidina y espermina (S-adenosil-metionina decarboxilasa,

espermidina sintetasa y espermina sintetasa) también pueden ser

inducidas por algún estimulo promotor de crecimiento (Hannoneny



178

col., 1972), es lógico pensar que el aumento en los niveles de
putrescina, sea suficiente para iniciar el estimulo en la sintesis
de espermidina, dado que esta diamina actúa comoun activador de la

enzima S-adenosil-metionina decarboxilasa (Pegg y Williams-Ashman,

1968). Es decir, podria ser probable que la concentración local de

este policatión y no la cantidad total de enaimapuedan controlar
la velocidad de decarboxilación de S-adenosil-metionina "in vivo"

(Hóltta y Jánne, 1972). Sin embargo, se ha demostrado que en

ciertas circunstancias, tales comodurante 1a fase pre-replicativa
del higado en regeneración (Jánne, 1967) y en cultivo de células

luego de un estrés hipoosmótico (Kápyahoy Jánne, 1982; Poulin y

col., 1991), la conversión de putrescina en espermidina está blo

queada. Este bloqueo puede atribuirse, en parte, a la disminución
en la actividad de la s-adenosil-metionina decarboxilasa (Kápyaho

y Jánne, 1982; Poulin y col., 1991). Sin embargo, Kápyaho y Jánne

(1982) postulan una prolongación de la vida media de la putrescina,

sin llegar a proponer ningún mecanismoposible. Recientemente,

Halmekytó y col. (1991), han generado un ratón transgénico que

sobre-expresa el gen humanode ODC,presentando niveles muyelevados

de putrescina pero concentraciones prácticamente normales de esper

midina y espermina. Estos autores, desde un punto de vista total

menteespeculativo, arriesgan la hipótesis que la putrescina, pueda
ser secuestrada de modode hacerla no disponible para la sintesis

de poliaminas superiores. Estos conceptos coincidirïan con los
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expresados por Davis (1992), que sostiene 1a existencia de un

sistema homeostático para las poliaminas, en los tejidos que no
están en división, con el fin de prevenir una excesiva acumulación

de las poliaminas superiores.

Ahora bien, no se conoce con exactitud el proceso por el cual

se impide una alta concentración de espermidina y espermina, en
aquellas condiciones en que hay un aumento en la actividad ODCy en

los niveles de putrescina. Unmecanismoprobable seria un aumento

en los niveles de acetilpoliaminas.

El proceso de interconversión de poliaminas está mediado por

reacciones de acetilación y oxidación que generan compuestos inter

mediarios acetilados. Estos compuestosacetilados son fácilmente

degradados por la enzima poliamina oxidasa (Bolkenius y Seiler,

1981; Seiler y col., 1981). Debidoa una alta actividad de polia

minaoxidasa, sólo pequeñascantidades de derivados acetilados están

presentes en los tejidos, al menosen la rata. Contrariamente, se
ha descripto que en el ratón, los niveles de esta enzima son bajos,

encontrándose cantidades importantes de Nd-acetilespermidina y N4

acetilespermina (Póso y Pegg, 1982; Seiler y col., 1981). Sin

embargo, aún en el ratón los derivados acetilados son degradados en

pocas horas (Póso y Pegg, 1982). Comola acetilación de las pol
iaminas resulta en una disminución de su carga neta, este proceso

conduce a la pérdida de su actividad biológica, la cual puede ser

recuperada a traves de la reconversión de esos metabolitos interme
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dios a poliaminas.

Los resultados obtenidos permiten observar que tanto el con

tenido comola concentración de acetilpoliaminas totales aumentaron

en los animaleshiperprolactinémicos. El significado fisiológico de
la interconversión de poliaminas aún no ha sido totalmente esta

blecido, aunque, comose comentara anteriormente, se propone que las

formas acetiladas probablementesirvan para prevenir la acumulación

de espermidina y espermina en excesivas concentraciones (Davis y

col., 1992) y proveer asi, una via alternativa de reserva de estos

policationes.



CONCLUSIONES
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Los resultados descriptos permiten concluir que :

* La hiperprolactinemia moderada inducida por homotransplante de

hipófisis en ratas prepúberes es capaz de aumentar la actividad
especifica de 5a-reductasa. Tratándose de un modelo"in vivo", es

posible concluir que la PRL,más que ejercer una acción "per se",

podria condicionar las respuestas del testículo a otras hormonas
tróficas, es decir, que podria tratarse de un efecto permisivo de

la PRLa las acciones proliferativas de LH. sin embargo, los

resultados obtenidos con el modelode inyección intratesticular de

PRL, indican que esta hormona induce un incremento en la actividad

5a-reductasa, independientementede los niveles periféricos de LH.

* Niveles extremadamente elevados de PRL inducidos por el Tumor

7315aen rata adulta, no modifican la actividad 5a-reductasa testi

cular, lo que indicarïa que el efecto de 1a PRLsobre esta enzima

es dependiente de los niveles de la mismay/o de la edad del animal.

* El efecto directo de PRL, en dosis moderadas, a tiempos breves,

sobre la actividad 5a-reductasa es corroborado en experimentos "in

vitro", donde se pone de manifiesto que para que esta inducción

pueda ser detectada es necesario la integridad gonadal, remarcando
la importancia de 1a comunicación entre los dos compartimientos
testiculares.
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* El efecto de PRL,en dosis fisiológicas, sobre células de Leydig
en cultivos primarios, durante tiemposprolongados, no tienen efecto

sobre la 5a-reductasa, pero inducen una inhibición en la actividad
de la enzima 3a-hidroxiesteroide óxido reductasa. Esta modulación

en la actividad enzimática se traduciria en un aumentoen la produc

ción y liberación de testosterona y DHT.

* Por otro lado, la acción promotora de crecimiento de PRL se

evidencia por un aumentoen la incorporación de uridina radioactiva

en ARN,en células de Leydig en cultivos primarios, asi como un

aumentoen la actividad ODCtesticular y de vesículas seminales en

ratas adultas portadoras del Tumor7315a.

* El estimulo trófico de PRLen vesículas seminales de ratón Ames

(df/df) con homotransplante de hipófisis, se traduce no sólo en un
incremento en la actividad ODC,sino también en un aumento en los

niveles de poliaminas y sus derivados acetilados.
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