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RESUMEN

El control de la producción androgenica de la célula de 

L. e y d i g d e p e n d e d e 1 a s e c r e c i o n e p i s o d i c a d e s u h o r m o n a 

trófica (LH) , la que es liberada de la hipófisis en pulsos 

de a11a acti vi dad b i o1 ogi ca» Est e modo de secr ec i on permi te 

e 1 m a n t e n i m i e n t o d e u n a a c t i v i d a d e n z i f n a t i. c a p e r m a n e n t e 

11evando a una b i osi ntesi s adecuada de testost erona (T)« La 

exposición de la célula de Leydig a concentradones supra- 

fi si o 1 og i cas y/o ton i cas de LH o gonadotrof i na cor i on i ca 

humana (hCG) i nduce 1 a. apar i cion de 2 fenomenoss 1) perdi da 

de 1 os receptores membr ana 1 es de LH , 2) di smi nudon de 1 a 

c a paci dad est ero i d ogen i ca« Est e u11 i mo ef ecto es deb i d o p or 

un lado a la disminución de la actividad de las enzimas 

m i c r o s o m ales 17 a 1 f a h i d r o x i 1 a s a y 17,2 O d e s m o 1 a s a e n c a r - 

g a d a s d e 1 a c o n v e r s i o n d e p r e g n e n o 1 o n a ( P 5 ) e n T (1 e s i o n 

1ejan a) , y por e1 otr o, a la d i smi n uci on de la ac t ivi dad de 

1 a e n z i m a m i t o c o n d r i a 1 2 O , 2 2 d e s m o 1 a s a . r e s p o n s a b 1 e d e 1 a

con versi on d e co1est er o1 en PS (1es i on cer cana)»

En el presente trabajo hemos demostrado concluyentemente 

que el efecto desensibilizante de la hCG es mediado in vivo 

e in vitro por la acción del estradiol (E2), después de una 

acti vaci on tempr ana (a 1 os 45 min) de 1 as RNA po1 i mer asas 

n uc1eares, seg u i d o d e 1 a aparicion de un a pr otei na de PM 

27000 (entre 3-6 hs) El E2 responsable de este fenómeno es 



s i n t e t i z a d o p o r 1 a p r o p i a c e 1 u 1 a, y a q u e la m i s m a m o s t r o u n a 

a.1. ta act i vi d a d aromat as a, Est a e n z i ma es act i v a d a dentro de 

1 o s 3 0 m .i. n d e i n i c i a d a la a c c i o n d e 1 a h C 8, p o r u n m e c a n i s m o 

dependi ent.e de ftMP ci c 1 i co« Por el contrar i o, lace 1 u 1 a de 

Sertoli del testículo maduro mostro una escasa actividad 

a r o m a t i z a n t e d e a n d r o g e n o s.. P o r o t r a p a r t e, 1 a d i s m i n u c i o n 

de la acti vidad de 1 a enzima mi tocondr i a3. se hace evi dente 

con dosis mayores de hCG, y es independiente de E2. Dicha 

1esion enzi mat i ca fue atr i buida a 1 a act i vaci on de una 

prote i na mitocondrial de Pívl de alrededor de 200000, con un 

punto i soe 1 ectr i co de 5. 05..

E1 h e c h o d e q u e la d i s m i n u c i o n de la a c t i v i d a d esteroid o - 

geni c a i nd uci da p or h C8 hay a sido t ambi en ob ser vad a en e1 

Hombre, indujo a la hipótesis de que pacientes infertiles 

q u e p r e s e n t a b a n s o 1 a m e n t e o 1 i g o - a s t e n o s p e r m i a co m o c a u s a de 

s u i n f e r t i 1 i d a d p u d i e r a n t e n e r u n a a 11 e r a c i o n de la b i o s i n 

tesis androgenica que los llevara a tener una deficitari a 

espermatogénesis. Por esta razon, se admi nistraron 5000 UI 

de hCG por via i.m» a 128 pacientes oligo-- astenospermicos y 

se evaluó las respuestas de T, E2 y 17 hidroxiprogesterona 

(170HP) . La r espuesta de T per mi t i o c 1 asi F i car 1 os en 2 

grupos:: Grupo 1 (n™89) , con una hipo-respuesta temprana

(dentro de las 4 hs), y Grupo 2 (n—39), con una respuesta 

bifásica normal (primer pico a las 4 hs y segundo pico 



despues de las 24 hs)„ Los pacientes del Grupo 1 

p r e s e n t a r o n 3 t i p o s d e r e s p u e s t a d e 17 0 H P s alta, n o r m a .1 y 

b a j a.

E1 t r at ami ent o de estos i nd iv id uos con el in h ibid or de la 

ar omatasa Amin og1uteti mid a (para i nhi b ir 1 a pr oducci on de 

E2) mejoro la espermatogénesis solo en aquellos con hipo- 

respuesta de T y respuesta de 170HP normal o alta (lesion 

lejana), lográndose embarazo en el 30% de los casos» No se 

observaron cambios en pacientes del Grupo 1 con hipo— 

r espuesta d e 170HP (1es i on cer cana), n i en los de1 Gr upo 2, 

indicando la independencia del E2« En estos pacientes, otros 

f a c t o r e s 1 o c a 1 e s o p e r i f e r i c o s e s t a r i a n i n v o 1 u c r a d o s e n 1 a 

modulación negativa de la espermatogénesis. Asimismo, se 

evalúar on las r esp uestas est er o i dogeni cas a 1 a h CG y la 

ca1 i dad esp ermat i ca en p aci ent es con vari cocele, ob servan- 

dose un comportami ento si mi 1 ar a 1 os pac i entes si n esta 

patologi a»

El estudio de la pulsátil i dad de LH demostró que aquellos 

pacientes con hipo-respuesta de T a la hCG, presentan una 

di sm i nuci on en 1 a t r ecuenci a de ap ari ci on de los p u1sos, 

mi entras q ue 1 a pu1sat i 1 i d ad fue nor ma1 en 1 os paci ent es c on 

respuesta de T normal» Estos resultados sugieren que pósi­

to 1 emente 1 a di smi nuci on en la capacidad de respuesta de 1 

test.i cu 1 o a 1 est i mu 1 o gonadotro-f: i co sea debi da al ef ecto 



4

d e s e n s i b i 1 i z a n t e q u e e. j e r c e r i a Lt n a s e c r scion t o n i c a d e L H.

E ]. a n a 1 i s i s m o r -F o 1 o g i c o y -F u n c i o n a 1 d e 1 a s c e 1 u 1 a s d e 

L e y d i g a i s 1 a d a s d e m o s t r o q Lt e e 1 i n t e r s t i c i o t e s t i c u 1 & r 

presenta una gran variedad en cuanto a la densidad y 

velocidad de sedimentación, Sin embargo, las características 

•Funcionales de las células -Fueron idénticas»

E n c o n c 1 u s i o n , los r e s u 1t a d o s p r e s e n t a d o s e n este t r a b a j o 

p e r m i t e n a v a n z a r e n e 1 c o n o c i m i e n t o d e 1 o s m e c a n i s m o s 

b i o q u i m i c o s i n v o 1 u c r a d o s e n e 1 -F e n o m e n o d e 1 a des e n s i b i - 

1 izaci on de la ce 1 u 1 a de Leydi g , 1 o cua 1 contr ibuira a 1 a 

e 1 ucidaci on de 1 a et i o 1 ogi a de? al gunos t i pos de i n4ert i 1 i dad 

del Hombre..



INTRODUCCION

Breve reseña sobre las evidencias de la existencia y función 

de las células intersticiales de Leydig.

Las mas antiguas evidencias sobre la influencia que el 

t e s t i c u 1 o ej e r c e s o b r e 1 a s g 1 a n d u 1 a s a c c e s o r i a s s o n q u :i. z a s 

las de John Hunter, quien en 1786 realizo experimentos de 

castración de animales observando una regresión de la 

prostata y de las vesículas seminales (1). En 1849, Berthold 

(2) o b s e r v o q u e t e s t i c u 1 o s t r a n s p 1 a n t a d o s e c t o p .i. c a m e n t e e n 

ga11 os castrad os er a n t odavi a cap aces de pr eveni r 1 a at r ofi a 

d e 1 a c r e s t a d e e s t a s a v e s y c o n c 1 u y o q u e 1 a r e g u 1 a c i o n e r a 

ejercida a través de la sangre. En 1850, Franz Leydig 

d e s c r i b i o 1 a p r e s e n c i a d e c e 1 u 1 a s i n t e r s t i c i a 1 e s e n e 1 

testículo de varios mamíferos (3), a las que posteri ormente 

se les atribuyeron diferentes funciones tales como aportar 

nutrientes para el tubulo seminífero, producir hormonas 

masculinas, almacenar productos hormonales producidos por el 

tubulo, eliminar sustancias nocivas que pudieran dañar los 

tubu1 os o mi grar a1 t ubu1 o semi n i fero par a r eemp1 azar a 

c e 1 u 1 a s d e S e r t o 1 i e n v e j e c i d a s (4 > .

L as e v i d enci as mas sobr esa1 lentes q ue at r i bu i an un pape1 

e n d o cr i no a 1 a c e1u1 a d e Leydig fuer on pr esen tad as en una 

serie de trabajos que se inician en 1903 por Bowin y Ancel



(5) cual es p ued en r esum i r se en 1 as s i g u i en t es

o b s e r v a c i o n e s:

1" L as ce 1 u 1 a s d e L e y d i g tie n e n F o r m a epitelial d e y n u c 1 e o 

p r o m i n e n t e, lo c u a 1 e s c a r a c t e r i s t i c o d e c e 1 u 1 a s 

involucradas en procesos secretorios-

2 - L. a s c e 1 u 1 a s d e L e y d i g e s t a n m a s o r i e n t a d a s h a c i a 1 a 

v a s c u 1 a t u r a q u e h a c i a 1 o s t u b u 1 o s.

3- En muchas condiciones experimentales o patológicas 

(calor, rayos x, algunos casos de vasectomia y otros 

trat amlentos), e1 t ubu1 o suF re un proceso r egres i vo, pero 

t a n t o 1 a s c e 1 u 1 a s d e L e y d i g c o m o 1 a s c a r a c t e r i s t i c a s 

s e x u a 1 e s s e c u n d a r i a s d e 1 m a c h o p e r m a n e c e n i n t a c t a s -

4~ Las células de Leydig son numerosas en el testículo 

e m b r i o n ario de 1 o s m a ni i F e r o s e n e 1 m o m e n t o e n q u e e 1 t r a c t o 

reproductivo masculino se desarrolla, cuando aun el tubo 

s e m i n i -F e r o e s r u d i m e n t a r i o»

Rec i en en 1 a decada de1 30 evi denci as conc1uyent es

demostraron que los cambios involutivos originados por la 

castración podían ser revertidos por la admi nistracion 

p a ren t era1 d e extr act os c r ud os de t est i culos < 6), y q ue 1 a 

pr i nc i pa1 responsab1e de dieho teñómeno era 1 a testosterona, 

la cual pudo ser químicamente aislada en 1935 por David y 

col (7)- Por la misma época pudo determinarse también que la 

F u n ci on t est i cular estaba contro1 ad a p or h ormon as d e 1 a 



hipófisis (8) „

La prueba de-finitiva de que las células de Leydig son la 

p r i n c i p a 1 -f u e n t e d e a n d r o g e n o s s e h a o b t e n i d o h a ce p o c o s 

a ñ o s. E n 1958 s e des c r i b i o u n a t e c n i c a p a r a 1 ocal i z a r 1 a 

enzima 3B-hi droxi estero i de deshi drog enasa (9,10) lo c ua1 

p e r m i t i o d e t e r m i n a r t a n t o e n m a m i f e r o s c o m o e n o t r o s 

v e r t e b r a d o s e s t u d i a d o s, q u e 1 a a c t i v i d a d d e e s t a e n z i m a s e 

hall a b a p r e d o m i n a n t e m e n t e e n las células d e L e y d i gP o r o tro 

lado, el desarrolla de una técnica para separar los tubulos 

de las células de Leydig en testículo de rata, permitió 

i nc ubar amb os t eji d os por separad o con p rog est eron a 

r a d i o a c t i v a lo q u e d e m o s t r o q u e era e 1 t e j i tí o i n t e r s t i c i -a 1 

el capaz de convertir este sustrato en androgenos (11). 

P o s t e r i o r m e n t e, s e p u d o d e m o s t r a r q u e e 1 t e j i d o i n t e r s t i c i a 1 

era capaz de transformar col esteral en androgenos (12), lo 

que de alguna manera dejo claro el papel de las células de 

Leydig en el desarrollo y mantenimiento de los caracteres 

sex ua1 es de1 varon.

La hormona luteinizante (LH).

Esta hormona hipo-fisaria es llamada asi porque en la 

hembra es capaz de inducir la ovulación y transformar el 

•folículo remanente en cuerpo lúteo. Cuando fue descubierta 

en el macho, se le dio el nombre de Hormona Estimulante de 
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las Células Intersticiales (ICSH) par su electa estimulador 

de las células testi culares de Leydig. Hoy se sabe que ambas 

hermanas son químicamente idénticas pero se ha conservado el 

n o m b r e de L H p a r a a iri b o s sexos. E s t u d i o s i n m u n o q u i m i c o s 

demostraron que tanto la LH como la hormona foliculoestimu­

lante (FSH) son segregadas por las mismas células PAS-posi- 

t i v a s d e 1 a h i p o tisis a n t e r i o r..

La LH, al i gua1 que otras g1 i coprotei nas tales como FSH, 

Tirotrofina (TSH) y la gonadotrofina corionica humana (hCG) 

contienen 2 cadenas pol i pepti di cas denominadas su.b-uni dades 

alfa y beta (13,i 4). Las sub-unidad es a1 f a son i den ti cas 

entre si pero las beta son diferentes y les confieren la 

especificidad de su acción. La estructura de la LH es 

virtualmente idéntica a la de hCG solo que la hCG posee 3O 

a m i n o a c i d o s m a s e n e 1 e x t r e m o C -1 e r m i n a 1 d e 1 a s u b - u n i d a d 

beta, lo que le confiere una potencia biológica superior a 

la de LH (15)

Mecanismos involucrados en la respuesta de las células de 

Leydig a la LH.

1. Receptores de LH.

Las primeras evidencias de que las células de Leydig 

p o sei an recept or es par a LH f uer on aportad as gr acias a 1 a 

apari ci on de tecni cas i nmunohi stoquimi cas usando LH acoplada



a f e r r i t i n a (16) y a u t o r a d i o gráficas 1 u e g o d e e x p o n e r a 1 

aniinal in vivo a LH marcada con 1251 (17,18). Se pudo 

d e m o s t r a r q u e la L H i n t e r a c c i o n a b a s e 1 e c t i v a m ente co n 1 a s 

c e 1 u 1 a s d e L e y d i g , m i e n t r a s q u e n o s e o b s e r v a b a u n i o n a 1 a s 

c e 1 u 1 a s d e 1 t u b o s e m i n i f e r o. Dad o q li e 1 a h o r m o n a m a r cada 

e x p u e s t a a 1 a s c e 1 u 1 a s p e r m a n e c i a e n 1 a s u p e r f i c i e p o r u n 

t i empo, se postli 1 o que 1 os receptores se 1 ocal i zaban en 1 a 

membrana plasmática. Avalaron esta hipótesis 2 experiencias 

posteriores: 1) La LH unida a Sepharosa, la cual no penetra

e n 1 a ce1ula, era capaz de est i mu1 ar 1 a estero i dogenesi s 

(19), y 2) La gonadotrofi na unida a la célula podia eluirse 

si mp1ement e d i smi nuyendo e1 p H de1 medi o (20). Mas 

r eci ent ement e pud o obser var se e1 comp1e j o hor mon a -recep tor 

un i do a 1 a membrana cel u 1 ar por tecni cas de i nmunof 1 uores 

cene i a (21)..

La asociación entre LH o hCG y los sitios receptores es 

m a r c a d a m e n t e d e p e n d i e n t e d e 1. a t e m p e r a t u r a d e i n c u b a c i o n. S e 

vio que a 37 oC se produce rápidamente. Sin embargo, la 

mayoría de los estudios de union de LH o hCG marcadas han 

sido realizados a temperaturas entre 20 y 24 oC para 

d i s m i n u i r a 1 m a x i m o 1 o s e f e c t o s d e d e g r a d a c i o n d e 1 a h o r m o n a 

y/o de los si ti os receptores durante 1 a r eacci on de uni on. 

La velocidad de interacción entre la hormona y su receptor 

depende tambien de 1 a concentraci on de la hormona uti 1 izad 
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y que sigue una cinética de segundo orden, hasta que se? 

utiliza un exceso de hormona en que la reacción adquiere una 

cinética de? pseudo-primer orden (22). Se ha encontrado que 

las características de la union de las gonadotrof iñas a los 

r e c e p t o r e s s o n i d e n t i c a s e n c e 1 u 1 a s d e L e y d i g a i s 1 a d a s, e n 

h omog en atos testi cu1 ar es y en me m branas de celulas i nters•- 

t i c i a 1 e s y s e h a c a 1 c u 1 a d o q u e e x i s t e n a p r o x i m a d a m e n t e 

2O.OO0 sitios receptores por célula de Leydig. La. constante 

de union en el equilibrio Ka es 4 x lOelO Me(--l) y pertenece

a una sola clase de sitios de union no interactivos, que se

demostraron en la obtención de gráficos de Scatchard

lineales y en gr afi cos de Hi 11 con pendi ente 1.0 (23). La

med i a del complejo receptor-hormona es de 24 hs a 24v i d a

oC, y la disociación se produce aun mas lentamente a 4 oC.

Esta p r o p i e d a d d e 1 o s s i t. i o s r e c e p t ores p a r a g o n a d o t r o f i n a s 

ha s i do de i nca 1 cu 1 ab 1 e va 1 or en 1 a so 1 ub i 1 i z ac i on y car ac— 

t e r i z a c i o n t i s i c o - q u i m i c a d e 1 o s m i s m o s , p e r m i t i e n d o 1 a 

ut i 1 i zac i on de metodos tales como fi 11raci on en ge1es o 

g radi en t es de densidad, que son re1 at i vamen te 1 ar g os.

Cuando se corre!asi ono la union de hCG a sus sitios 

r ecep t or es con la est ero i d og en es is se vi o que la ce1ula de 

Leydig contenia un gran exceso de receptores con respecto a 

1 os n ec esari os para pr od uc i r una r esp ues t a est ero i d og eni ca 

maxima (24). Esta respuesta puede ser inducida con una
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ocupación de sitios receptores menor del 17». La ocupación de 

sitios necesaria para producir pequeños incrementos en la 

ester o i d og en es i s d eb er i a i n va .1 uc r ar sol o un os p ocos s i t i os» 

No existen evidencias de que haya una subpoblacion de sitios 

de a11a afinidad que sea 1 a responsable de la respuesta 

estero!dogenica aguda» La función de este gran exceso de 

r e c e p t o r e s m u y p o r e n c i m a d e 1 o s n e c e s a r ios p a r a p r o d u c i r 

una respuesta biológica maxima y que han dado en llamarse 

"recept ores d e r epuesto“ (spare recept ors) n o ha s i d o

completamente aclarada» Dos posibles explicaciones serian 1) 

s e f a v o r e c e r i a 1 a F o r m a c i o n d e 1 c o m p 1 e. j o r e c e p t o r - h o r m o n a y 

p o r 1 o t a n t o i n d i r e c t a m e n t e 1 a r e s p u e s t a b i o 1 o g i c a e n 

c o ndi ci on es d e ba ja c oncen t raci on d e1 ligando, y 2) 

p roveerían un reservori o de s i tios p ara reemp1 azar aq ue11 os 

u t i 1 i z a d o s o p r o c e s a d o s c o m o c o n s e c u e n c i a d e 1 a i n t e r a c c i o n

d o s i s - r e s p u e s t a d e c a d a c e 1 u 1 a..

de la h o rmon a en c ljn d i c i on es f i si o 1 og i c as que i nducen 1 a

s e c r e c i o n h o r m o n a 1. 1... a s f 1 u c t u a c i o n e s e n e 1 n u m e r o d e s i t i o s

receptores tendri an efec t os en lasensi b i 1 i dad de las curvas

f o r m a r a c u m u 1 o s o '1 c 1 u s t e r s “ lo s q u e s e g u i d a m e n t e s o n

L u a n d o 1 a hormona gonadotrofica se pone en contacto con

su receptor (1 o c a 1 i z a d o e n 1 a m e m b r a n a c e 1 u 1 a r ) s e p r o d u c e

primero una mov i 1 i z ac i on de 1 os r ec:ep t or es oc upados p ar a

i ntroduc i dos en el c i top1 asma medi ante un proceso de
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pinocitosís denominado ”internalisacion" (25,26). Este

•f e n o m e n o i n v o 1 u c r a 1 a f o r m a c i o n d e u n a e s p e c i e d e h o y o 

(c o a t e d p i t) r e c u b i e r t o p o r u n a p r o t e i na 11 a m a d a c 1 a t r i n a. 

E s t a e s t r u c t u r a e s i n m e d i a t a m e n t e t r a n s i o r m a d a e n u n a 

vesícula recubierta de clatrina (coated vesicle), la que 

p o s t e r i o r men t e p i e r d e e 1 r e v e s t i m i e n t o p r o t e ico t r a n s 

•f o r m a n d o s e e n e n d o s o m a o r ec e p t o s o m a. F i n a 1 m e n te, el 

receptosoma (conteniendo el complejo Hormona-Receptor) se 

acerca al Complejo de Golgi donde la hormona es degradada 

por los 1 i sosomas y el receptor es o bien degradado o bien 

r e c i c 1 a d o a 1 a m e m b r ana c e 1 u 1 a r (27,28) .

2. Adenilato ciclase

El primer efecto de la LH sobre la células de Leydig es 

la activación mediada por el complejo receptor-hormona de la 

•adeni 1 ato c i c 1 a s a que r esu 11 a en 1 a t ormac i on del cAMP. En 

la célula de Leydig intacta los niveles de cAMP se elevan 

rápidamente, dentro de los primeros segundos luego de la 

i n t e r a c c i o n L H - r e c e p t o r , m i e n t r a s q u e 1 a p r o d u c c i o n d e 

testosterona se pone en evidencia luego de por lo menos 10 

minutoSu La respuesta de1 nuc1eotido cic1 ico a 1 a gonado- 

trotina en células de Leydig aisladas es grande y rapi da. El 

hecho de que la respuesta estero!dogenica a la LH pueda ser 

reproducida por análogos del cAMP y por toxina colérica, y 



que tremas sea potenciada por inhibidores de la fosfodi es­

ter as a es consistente con que el cAMP es el segundo mensa— 

jer o de 1 a acci on gonadotrotica, asi como de 1 os efectos de 

ACTH en 1 a c or t ez a ad r en a 1. S i n emb ar g o, las mar c ad as 

di scr epanc i as entr e las curvas de dosi s respuesta par a el 

cAMP y para la producción de esteroides en células de Leydig 

aisladas asi co ni o en células luteales y adrenales, oscureció

por mucho t i e m p o e 1 p a p e 1 del cAMP en el mecanismo de acción

hormonal, p 1 a n t e a n d o s e la p o s i b 1 e e x i s t e n c i a de otros

mensajeros r e s p o n s a b 1 e s d e 1 a r e s p u e s t a e s t e r o i dogenica a

b a j o s n i v e 1 e s h o r m o n a 1 e s« S o 1 o r e c i e n t e m e n t e, u n e s t u d i o 

d e t a 11 a d o d e 1 o s n i v e 1 e s i n t r a c e 1 u 1 a r e s d e c A M P, i n c 1 u y e n d o 

aque1 que i nvo1uera el nuc1eoti do uni do a 1 a subuni dad 

r e g u 1 a d o r a d e 1 a p r o t e i n a q u i n a s a, h a d e im o s t r a d o q u e e x i s t e 

una muy buena correlación entre producción de cAMP, acti­

vación de proteina quinasa y estero!dogenesis durante la. 

e s t i m u 1 a c i o n h o r m o n a 1 e n t e s t i c u 1 o , o v a r i o y a d r e n a 1 

(29-32). En est os experi men t os se puso asi mi smo en evi denci a 

q u e e1 pr oceso d e ac ti vaci on r egu1 ado p or cAMP estab a 

c o n t r o 1 a d o p o r c a m b i o s m u y p e q u e ñ o s e n 1 o s n i v e 1 e s i n t r a— 

ce1u1ares de cAMP y que ex i st i ri an respuestas medi adas por 

e1 cAMP en determinados comparti mentos ce1u1 ares (29)» Estos 

hallazgo s, junt o con 1 as ob servaci ones rec i entes q ue 

d e m u e s t r a n 1 a f o s f o r i 1 a c i o n d e p r o t e i n a s c i t o s o 1 i c a s e n 
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c e 1 u las d e L e y d i g y c e 1 u 1 a s a d r e n a 1 e s e s t i m u 1 a d a s p o r 1 a s 

respectivas hormonas tróficas (33,34), aportan evidencias 

•f i rmes sobre el pape 1 de 1 a aden i 1 ato ci c 1 asa—protei na 

quinasa en el mecanismo de acción hormonal.

Dufau y col (35) demostraron asimismo que es el receptor 

e 1 que determina 1 a especificidad de 1 a i"espuesta de la 

a d e n i 1 a t o c i c 1 a s a, t r a n s f i r i e n d o r e c e p t o r e s s o 1 u bilí z a d o s d e 

ovario a células adren a les- aisladas, hicieron que estas 

u 11 i m a s c e 1 u 1 a s s e h i c i e r a n s e n s i b 1 e s a 1 a h C G r e s p o n d i e n d o 

a su est i mu1 o con 1 a produocion s i mu11 anea d e cAMP y d e 

g 1 uc oc: or t i c o i des.

Si bien el sistema de la adenilato cid asa ha sido poco 

estudiado en particular en la célula de Leydig, parece ser 

que tamb i en aqui a1 i gua1 que en otros te ji dos (36,37) los 

n u c 1 e o t i d o s g u a n i 1 i c o s . j u e g a n u n p a p e 1 d e c i s i v o e r i e 1 

acoplamiento del receptor a la cid asa y su activación 

sub s i gu i en t e« E. 1 g r ado d e ac t i vación par ec e ser d ep en d i en t e 

de la s c o nc entrac i ones en e1 med i o de magn esi o, calci o y 

ATP„

3. Proteina quinasa

Aunque se supo por mucho tiempo de la existencia de 

p r o t e i n a q u i n a s a s e n 1 a c e 1 u 1 a d e L e y d i g , s o 1 o r e c i e n t e ni e n t e 

y c o n e 1 a d v e n i m i e n t o d e n u e v a s t e c n i c a s d e s e p a r a c .i o n 



c e 1 u 1 a r e s t a s q u i n a s a s h a n s i d o c a r a c t e r i z a d a s (3 8 • - 41) . 

E s t o s e s t u d i o s d e m o s t r a r o n 1 a e x i s t e n c i a d e d o s p r o t e i n a 

quinasas dependientes de cAMP y una independiente de cAMP» 

S e c r e i a q u e e s t a u 11 i m a e r a las u b u n i d a cl c atalitic a c o m u n a 

1 a s d o s holo e n z i m a s, y a que el t r a t a m i e n t o d e 1 a s c e 1 u 1 a s d e 

L e y d i g c o n b a j a s d o s i s d e h C G p r o d u c i a a c t i v a c i o n p r o g r e s i v a 

ci e a m b a s p r o t e i n a q u i n a s a s y c o n v e r s i o n a 1 a s u b u n i d a ci 

independiente de cAMP (41)« Cuando se estudiaron los pesos 

moleculares de estas qu i nasas (42) se vio que el 707» de la 

proteina kinasa dependiente de cAMP de 1 a ce1ula de Leydig, 

t i en e d os sub un i dad es reg u1 at or i as (PM 116» 400) . La seg un da 

holoenzima con un peso molecular menor (PM 59.. 600) derivarla 

d e 1 a m a y o r y e s t a r i a c o n s t i t u i d a p o r u n a s u b u n i d a d r e g u 1 a -- 

dora unida a una sub un i dad catalítica.. La union del cAMP a 

1 a s d o s s u b u n i d a d e s r e g u 1 a t o r i a s d e 1 a h o 1 o e n z i m a tí e m a y o r 

p e s o m o 1 e c u lar, o a 1 a s u b u n i d a d r e g u 1 a t o r i a u n i. c a d e 1 a 

m e n o r , c a u s a r i a 1 a 1 i b e r a c i o n d e 1 a s s u b u n i d a d e s c a t a 1 i t i c a s 

r e s p e c t i v a s (P M 33.. 000) que i o s f o r i 1 a r i a n p r o t e i n a s c e 1 u

1 ares. Podesta y co 1 (43) usando electro-f oresi s en ge 1 es de

p o 1 i a c r i. 1 a m i d a p a r a s e p a r a r 1 a s d i f e r e n t e s h o 1 o e n z i m a s , 

pudieron demostrar que usando bajas dosis de hCG, el cAMP 

end ogen o oc upa 1 as subun i d ad es regu1 at or i as c orresp on d i entes 

a la enzima de PM 116.400, mientras que la segunda hole- 

e n z i m a s o 1 o e s a c t i v a d a c u a n d o s e u t i 1 i z a n d o s i s a 11 a s d e 
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g o n a d a t r a f i n a p a r a e 1 e s t i m u 1 o« D e e s t o s e x p e r i m e n t o s s e 

d educiri a que la h o1 oennzi ma de mayer peso moleeu1 ar, e s la 

involucrada en la respuesta estero!doqenica que se obtiene a 

b a j o s n i v e 1 e s d e g o n a d o t r o f i n a.

Los estudios en que se comparan las curvas de dosis 

respuesta del cAMP y de la testosterona después de exponer a 

la célula de Leydig a la hCG o a la. toxina colérica indi- 

caria n que la proteina qui nasa que se acti va por la acci on 

gonadot rofi ca estari a ubi cada en un comparti mento célular 

especifico. esta aseveración se basa, en la siguiente evi — 

d e i"i c i a s d u r a n t e la e s t i m u 1 a c i o n c o n 1 a t o x i n a, la c u r v a d e 

dosi s respuest a par a 1 a t est oster ona se obt. i ene con ocu- 

paci on del 75-1007, de 1 os recpetores de cAMP, mi entras que 

se necesita solamente una ocupación del 5 X de los sitios 

receptores para el nucleotido en la estimulación hormonal, 

p ara pr oduc i r ni ve1es max i mos estero i dog en icos (44,45). 

E stas ob servacion es sug i eren q ue e1 cAMP produci do en 1 a 

est i mu 1 aci on hormonal, t i ene un acceso imas rapido o di recto 

a receptores de cAMP que se encuentran en las proximidades 

de enzimas est ero i d ogeni cas que son la cl ave de una prod uc- 

c i o n d e t e s t o s t e r o n a a u ni e n t a d a, y q u e s e r i a n a c t i v a d a s p o r 

la prote i na quinasa. Luego de la union de la toxina y de la 

estimulación i nespeci-F i ca de la ciclasa en multiples puntos 

d e 1 a m e m b r a n a c e 1 u 1 a r , e 1 c A M P p r o d u c i d o o c u p a r i a r e c e p ■•••• 
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tores que no se encuentran directamente relacionados con la 

P r o t e i n a q u i n a s a i n y o 1 u c r a d a e n 1 a e s t e r o i d o g e n e s i s y s e 

explicarla asi el porque se necesita un numero mucho mayor 

d e r e c e p t o r e s o c u p a d o s p ara a c t i v a r 1 a..

4. Fos-f odi esterase

E1 g r a d o d e a c t i v a c i o n d e 1 a p r o t e i n a q u i n a s a d e p e n d e d e 

los ni ve1es i ntrace1u1 ares de1 cAMP, q ue estan regu1 ad os por 

la actividad simultanea de dos enzimasa la adenilato ciclasa 

que 1 o f or ma b a j o e 1 es t i mu. 1 o h or mon a 1 y 1 a f osí od i est er asa 

que lo degrada al compuesto inactivo 5'AMP. En varios 

t eji d os se ha consi d erado q ue 1 as f osfod i esterasas jueg an un 

papel clave en la regulación de la respuesta celular a la 

hormona. Asi, en la célula de Sertoli se ha supuesto que uno 

de los mecanismos para la taita de respuesta a la FSH en 

células de animales adultos, se debe a un incremento en la 

a c t i v i d ad d e est as enzi mas. Existen ev i den c i as i ndi rect as de 

que en 1 as c e1u1 as de Leyd i g 1 a s f o s f odi est er asas r eg u1 an 1 a 

respuesta celular a la gonadotrofina, y son las que se 

derivan de estudios realizados en presencia de MIX o de 

teofilina. La incubación de células de Leydig aisladas en 

presencia de estos inhibidores, tienen un efecto potencisdar 

sobre la respuesta estero!dogenica inducida por LH/hCB 

(45—47), sugiriendo asimismo estos resultados que en 

condici ones norma1es la sena1 hormona1 es en cierta f orma 
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a t en uad a p or 1 a p r esen c i a d e f osf ad i est er asas. S i n embarge, 

la mayor parte de los estudios sobre fosfodiesterasa 

t e s t i c u 1 a r h a n s i d o r e a 1 i z a d o s e n h o m o g e n a t o s t e s t i c u 1 a r e s 

totales y existen muy pocos intentos para caracterizar estas 

e n z i m a s e n 1 a s d i s t i n t a s p o b 1 a c i o n e s c e 1 u 1 a r e s. L o s t r a b a j o s 

r e a 1 i z a d o s c o n c e 1 u 1 a s d e 8 e r t o 1 i i n d i c a r i a n q u e e x i s t e n 

multiples formas de estas enzimas, con diferentes especifi- 

c i dades de sust r ato, comportam i en t o ci n e t ico y req ueri mi ent o 

de calcio (48).

5. Proteínas especificas

Las pi'" ot ei nas i nt r ace 1 u 1 ar es que son f osf or i 1 adas por 1 a 

p r o t e i n a q u i n a s a, a c t i v a n p r o b a b 1 e m e n t e u n a s e c u e n c i a d e 

even t os i nvo1ucrados en 1 a bi os i ntesi s est eroi dea, pero 1 os 

m e c a n i s m o s p r e c i s o s d e s u a c c i o n s o n aun dése o n o c i d o s.. 

Durant e 1 a act i vac i on hormona1 , se produce si ntesi s protei ca 

en la célula de Leydig y este es un prerraqui si to para una 

respuesta esteroidogenica normal. Esto ha sido demostrado 

p o r e 1 e f e c t o i n h i b i t o r i o s o b r e 1 a b i o s i n t e s i s d e e s t e r o i d e s 

q u e ejerc en 1 os i nhi b i d ores d e s i n t es is prot sica (49-53) . 

Jan szen y c o1 (52,53) han descri pt o vari as pr ot ei nas q ue son

i n d u c i d a s p o r e s t i m u 1 a c i o n c o n L H e n c e 1 u 1 a s d e L e y d i g 

normales y tumorales, sin embargo, estas proteínas no 

parec en est ar i nvo1uc rad as en 1 a r espuest a est ero i d og eni ca 
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aguda, ya que su presensi a no ha podido ser detectada antes 

de un peri odo de 2 horas 1uego de 1 a esti mu1 aci on con 

g o n a d o t r o f i n a » R e c i e n t e m e n t e s e h a n e n c o n t r a d o m a s f o s f o ■■■■■ 

p r o tei ñas depend i en t es d e LH en 1 as ce1u1 as d e Leydig (54). 

Las propiedades de estas proteínas deben ser investigadas en 

m a y o r d etalie tr atan d o de encont r ar cor r e1 aci on es entr e 

f o s f o r i 1 a c i o n e s y a c t i v a c i o n p r o t e i c a e n f r a c c i o n e s s u b c e - 

1u1 ares aisladas y purificadas«

De los experimentos con ciel ohex i mi da se ha concluido que 

c i e r t a s p r o t e i n a s c o n u n a v i d a medí a m u y c o r t a (t 1 / 2: 13

min), estan i nvo 1 ucradas en 1 a re g u 1 aci on de la esteroído~ 

genesis en la célula de Leydig (49). Ademas de estos

e s t u d i o s s £3 b r e e 1 p a p e 1 d e 1 m e t a b o 1 i s m o p r o t e i c o e n 1 a

respuesta estero!dogenica, se han investigado específica­

mente ciertas proteínas. Se ha detectado en tejido testi- 

c u 1 a r (5 5) , u n a p r o t e i n a t e r m o e s t a b 1 e q u e u n e e s p e c i f i c a - 

mente al colesterol, y se ha sugerido que? esta prote i na 

p od r i a c ump 1 i r un p ap e 1 en e 1 t r an sp or" t e d e 1 c o 1 est er o 1 

desde el espaci o extrami tocondr i a1 a1 i ntrami tocondr i a1. 

H a 11 y c o 1 (56) h a n d e m o s t r a d o q u e 1 o s m i c r o f i 1 a m e n t o s

c o n t e n i e n d o a c t i n a e n 1 a s c e 1 u 1 a s d e 1.. e y dig p o d r i a n e s t a r 

involucrados en el transporte de colesterol, ya que la 

e s t e r o i d o g e n e s i s e s i n h i b i d a 1 u e g o d e 1 t r a t a m i e n t o d e 1 a s 

ce1ulas con 1 i posomas cont eni en d o an ti cuerpo ant i ac t ina» E1 



requerimiento de los miarafilamentos para el suministro de 

c o 1 e s t e r o 1 a la m i t o c. o n d r i a p a r e o e s e r c o n d i c i o n n e o e s a r i a 

p e r o n o s u f :i. c i e n t e, y a q u e n o e x i s t e n e vide n c i a s d e q u e e 1 

sistema de transporte del co1estero1 constituya la etapa de 

v e 1 o c i d a d 1 i m i t a n t e e n e 1 c o n t r o 1 d e 1 a e s t e r o i d o g e n e s i s» 

L o s e x p e r i m e n t o s c o n a n t i c u e r p o s c: o n t r a p r o t e i n a s i n t r ace- 

1ulares aspee i fi cas, i ntroduci dos en celulas i ntactas ya sea 

via 1 i p o s o m a s o f u s i o n c e 1 u 1 a r p a r e c e n p r o m i s o r i o s y p o d r i a n 

contribuir a un mejor entendimiento acerca del papel de 

ciertas proteínas en el mecanismo de acción de la LH.

Biosintesis de androgenDs

1. El colesterol como precursor de esteraides.

No ex i sten dudas de que 1 os orqanos esteroi dogenicos 

pueden convertir el colesterol a las hormonas segregadas por 

es t os org anos, es d eci rs cort i coest ero i d es en 1 a adr ena1 

(57-59) ¡; progesterone en el cuerpo lúteo (60,61); y testos- 

t e r o n a e n e 1 tes t i c u 1 o (62,63) .. A d e m a s, la c o n v e r s i o n d e 

colesterol a estas hormonas es estimulada por las hormonas 

tróficas ACTH (58,59) y LH (61,62). Ambas hormonas producen 

una di smi nuci on del conteni do de co1estero1 en sus organos 

b1 ancos r espect ivos (57,64) y en e1 c aso de 1 a c or teza 

adrena1 1 a di smi nuci on abso1ut a en co1estero1 es del mi smo
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orden que la producción de esteroides. Sin embrago la mayor 

p a r t e d e 1 c o 1 e s t e r o 1 e n 1 o s o r g a n o s e s t e r o i d e o g e n i c o s e s t a 

presente en una forma en la que no es di rectamente precursor 

de hormonas esteroideas y ademas se encuentra en compartí— 

mentos ce1u 1 ares especi f icos comp1 icandose asi la experimen- 

tac i on en este campo.. El colesterol ex ogeno marcado no es un 

buen precursor de androgenos observándose un porcentaje de 

conversion muy bajo» Esto se debe en parte a que el coles­

terol es insoluble en agua siendo asi difícil ofrecerlo a 

los tejidos y con el resultado de que es muy poco lo que 

entra y por otra parte, lo poco que uno consigue incorporar 

es d i 1 ui do por una gran can t i dad de co 1 estero 1 endogeno no 

marcado (61), Por otro lado, el (140—acetato sirve como 

p r e c u r s o r m e d i a n a m e n t e e f e c t i v o p a r a h o r m o n .a s e s t e r o i d e a s 

(59,65.* . Estos resu 11 ados f uer on i nter pr et ados hace al gunos 

anos (66) como que el colesterol no era el precursor fisio- 

1 o g i c o d e e s t e r o i d e s, y c o m o q u e e 1 a c e t a t o p o d r i a f o r m a r 

esteroides sin pasar por el colesterol, o sea que se planteo 

en aquel momento que el colesterol podia no ser un precursor 

o b 1 i g a tor i o d e 1 ¿a s h o r m o n a s e s t e r o i d e a s» Ac t u a 1 ni e n t e se 

considera que no existe ninguna evidencia que no pueda ser 

reconciliada con que el colesterol es precursor obligatorio 

de esteroides y con que el acetato es convertido a esteroi­

des luego de pasar por colesterol» Cuando se estudia la
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c:ontri buci on de 1 ca 1 estera 1 p 1 asmati co a 1 ni ve 1 de co 1 es— 

terol precursor de hormonas esteroideas la situación parece 

d i f e r i r e n d i s t i n t o s o r g a n o s. E n a d r e n a 1 1 a f u e n t e p r i n c i p a 1 

de esteroides pare c e ser el co1estero1 p1 asmati coz en e1 

hombre 807. (67) ; perro 907. (68) ? rata 907. (69) y cobayo 607. 

(z0). En estudios similares en que se estudio la contri” 

buci on de1 co1estero1 p1 asmatico a la produccion de andro 

genos testiculares, se vio que era del 137 en cobayo (70) , y 

a p r o x i m a d a m e n t e 407 e n 1 a r a t a (6 9) .

En realidad las contribuciones relativas del colesterol 

test i c u1 ar y d e1 c olestero1 plasmati co a 1 a sin t esi s de 

e s t e r o i d e s p u e d e n v a r i a r e n d i s t i n t a s c i r c u n s t a n c i a s (p o r 

e.jemp 1 o de acuerdo a 1 a ve 1 oci dad con que se si nteti zan 1 os 

a ndrogenos) y 1 as ev i d enci as presentad as respecto a1 or i qen 

d e1 colest er o1 que est a i n vo1uc r ad o en la estero i d ogen esis, 

n o r e s u 1t a n c o n c 1 u y e n t e s.

Los ácidos grasos constituyen probablemente los princi™ 

pa1 es pr ec ur sor es i ni c i a1 es de 1 a b i os i n tes is de col est er o1 

testicular (la glucosa puede ser también un buen sustrato). 

Una vez en el inter i or de 1 a ce1u1 a, tanto 1 os ácidos grasos 

como la glucosa pueden transformarse en acetil-CoA, pilar 

f u n d a m e n t a 1 d e 1 a b i o s i n t e s i s d e e s t e r o i d e s» El s i s t e m &

enzi mat ico para 1 a degr adac i on de 1 os aci dos grasos (bet a 

oxidación) se local iza en las mitocondri as. Una vez formada



I a a c e t i 1 ~ C o A des t i n a d a a 1 a b i o s i n t e s i s d e e s t e r o i d e s, d e b e 

a b a r i d o n a r e s t a o r g a n e 1 a (p o s i b 1 e m e n t e v i a c i t r a t o) , p o r s e r 

la membrana mitocondrial impermeable a la acetil-CoA,

II e g a n d o a 1 c i t o p 1 a s m a d o n d e s e e n c u e n t r a n 1 a s e n z i m a s 

i- e s p o í i s a b 1 e s d e c a t al i z a r 1 o s d a s p a s o s s i guien t e s que lo 

transforman en 3-hidrox i-3-meti 1 glutaril CoA (HMGCoA) cuya 

posterior reducción a acido mevalonico depende de enzimas 

fuertemente asociadas al retículo endoplasmico.

Los pasos sucesivos que dan lugar a la formación de 

f ai1 nesí 1..pif ofosfatos (a partir de 3 de los 3 carbonos

proveni ent es del meva1 oni c o) son cat a1 i zados por en zimas 

citoplasmaticas solubles mientras que la transformación de 

este compuesto a colesterol depende de sistemas enzimaticos 

presentes en el retículo endoplasmico. Quizas, esto sea una 

ventaja ya que el farnési 1—pirofosfato y los productos 

posteriores son comparativamente mas insolubles en el 

c i top1 asma acuoso. En est a for ma est os sustratos podri an 

asociarse con las porciones mas hidrofobicas del retículo 

endoplasmico, facilitando su presentación a las enzimas 

. esponsables de la síntesis de colesterol« La Fig. 1 muestra 

u n e s q u e m a d e d a 1 d i s t r i b u c i o n c e 1 u 1 a r d e e s t a s e n z i m a s.

Una vez sintetizado en la célula o tomado desde el 

p 1 a s m ae 1 c o 1 e s t e r o 1 e s r a p i d a m e n t e e s t e r i f i c a d o c o n a c i d o s 

grasos y acumulado en granulos lipidíeos, de los cuales
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FIGURA 1. Esquema de la distribución celular de las enzimas 
involucradas en la biosintesis de colesterol.
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puede ser hidrolizados por esterasas citoplasmati cas, que 

proveen de esta forma mas colesterol libre para ser 

u t i 1 i z a d o e n la b i o s i n t e s i s d e e s t e r o i d e s.

2. Conversion de colesterol en pregnenolone.

Como ya se menciono, el principal punto de acción tanto 

de ACTH como de LH sobre la estero!dogenesis parece ser la 

conversion ríe colesterol en pregnenolona (59,71),

y p o r 1 o t a. n t o e s p r o b a b 1 e q u e 1 a s p r o t e i n a s f o s f o r i 1 a d a s 

por 1 a p r ot e i an q ui n asa, asi como las prot ei n as 1 ab i 1es q ue 

son sintetizadas en las células de Leydig (51), esten 

i n v o 1 u c r a d a s e n e s t a e t a p a d e 1 a b i o s i n t e s i s e s t e r o i d e a o 

¡ales p rot ei nas pod r i an ser n ec esari as para e1 t ran sp ort e 

d e 1 c o 1 e s t e r o 1 d e n t r o cl e 1 a m i t o c o n d r i a y / o p a r a 1 a a c t i - 

vaci on de1 sistema enzimatico que rompe la cadena 1 atera1 

de1 co1estero1« Segun Burnstein y co1 (72) precisamente 1 a 

e t a p a q u e s e e s t i m u 1 a p o r 1 a L H e n 1 a s e c u e n c i a b i o s i n t e t i c a 

entre colestero1 y pregneno1 ona, seria la conversien de1 

colesterol a 20 y 22 alfa-colesterol„ Por otro lado, tanto 

en testículo con en ovario, LH y prolactina parecen tener 

influencia sobre 1 a síntesis y el metabolismo de los esteres 

del colesterol. Bajo tratamiento con LH se ha observado en 

las gonadas una actividad aumentada de la colesterol este— 

r asa y un a ac t i v i d ad d i sm i n u i da d e 1 a en z i ma q ue est er i f i c a 



£>. 1 colesterol (71 -74) , f avore c i e n dose de esta f orma 1 a 

presencia de colesterol libre que puede ser utilizado para 

1 a b i o s i n t e s i s d e a n d r o g e n o s. E1 t r a t a m i e n t o c o n p r o 1 a c t i n a 

induce la acumulación de esteres del colesterol en el 

testículo de ratón y conduciría a una producción incremen~ 

t a d a d e a n d r o q e n o s t e s t i c u 1 a r e s e n p r e s e n c i a d e L H (7 5) „

U í i a v e z f o r m a d o e n e 1 c i t o p 1 a s m a, e 1 c o 1 e s t e r o 1 1 i b r e 

d e b e m o v i 1 i z a r s e h a c i a 1 a m e m b r a n a m i t o c o n d r i a 1 e x t e r n a, y 

probab1 emente 1 o real i za combi nandose c on una prot ei na 

t¡-anspoi- t ador a. Ya que el complejo enzimatico que rompe la 

cadena lateral del colesterol se halla situado en la mem~ 

b r a n a i n t e r n a m i t o c o n d r i a 1 , e 1 col e s t e r o 1 d e b e a h o r a i n c o i-- - 

porarse a esta zona de la organela celular. En la adrenal, 

se ha demostrado que la ACTH induce la union del colesterol 

al citocromo F*-~450, siendo este ultimo un componente del 

c o m p 1 e j o e n z i m a t i c o« I... a r e a c c i o n e n z i m a t i c a q u e o c u r r e e n 1 a 

membrana interna mitocondrial seria el paso limitante de la 

e s t e i- o i d o g e n e s i s e s t e sis t. e m a e n z i m a t i c o e s s u m a m e n t e

complejo e incluye a las 20 y 22 hidroxilasas que introducen 

gfupos hidroxilos en las posiciones respectivas, previamente 

a la ruptura del enlace carbono entre los carbonos 20 y 22 

por la 20,22 desmol asa (también llamada 20,22 liasa). Cada 

una de las hidroxilasas posee un transportador de electrones 

diferente al conocido para la respiración. actuando el



c i t o c r o m o P ■" 4 5 O c o m o o xi d asa te r m i n a 1 de las h i d roxi

1 aci ones

La h i po-f i sect omi a produce un decaimiento notable en el

c o n t e n i d o t e s t i c u 1 a r de cit ocromo P-45O y enzimas reíaci o

mientras que la a d i ts i n i s t r a c i o n p r o Ion g a d a y simul

t a n e a d e L H e v i t a e s t a d i s m i n u c i o n (7 7)

d e mostraron asi m i smo que la F oslori 1 aci on con 

col (78)

proteina

quinasa cAMP dependiente proveniente de ovario, de un 

s i stem a e nz i mati co reconst i tu i d o i n vitro, aument a 1 a 

actividad de ruptura de la cadena lateral. La esterasa del 

co1estero1 proven i ente de ext ractos crud os de cortez a 

adrenal incrementa su actividad en una reacción que es 

dependiente de Mg-ATPasa y que es estimulada por cAMP o sus 

d e r i v a d o s (79 -82) . L a r e a c c i o n e s i n c r e m e n t a d a p o r 1 a 

adición de proteina quinasa cAMP dependiente exogena y es 

b1 oq uead a por un i nh i bi d or d e esta p r ot e i na, no qued ando asi 

prácticamente dudas de que la -Fosfor i 1 asi on estarla invo- 

1ucrada.

L a colestero1 esterasa a11ament e pur i -f icad a pued e ser 

f o s -F o r i 1 a d a y a c t i v a d a p o r c A MP, sin e m b a r g o e 1 g r a d o d e 

a c t i v a c i o n a 1 c a n z a d o e s p e q u e n o c u a n d o s e 1 o c o m p a r a c o n e 1 

gr ado d e est i mulacion de 1 a pr od ucci on h ormonal i nd uc i da por 

A CTH (82). De t od a s es tas evi dencías p uede ver se c1 aramente 

cuales podrían ser los puntos de control, importantes en la
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r e g u 1 a c i o n d e 1 a b i o s i n t e s i s e s t e r o i d e a q u e e j e r c e 1 a L H.

3. Conversion de pregnenolona a testosterona.

Si se examina la Fig- 2 se ve claramente que la conver- 

s i o n d e p r e g n e n o 1 o n a a a n d r o g e n o s r e q u i e r e c i n c o r e a c c i o n e s 

enzi mati c as cata1 i zadas p or 1 as enzi mas» 17 alfa— h idroxi —

1 asa» 17,20 desmol asa, 3 beta-h:i. drox i esteroi de deshi dro-

genasa, cetoh i drox i esteroide i somerasa y 17

b e t a - h i d r o x i e s t. e r o i d e d e s h i d r o g e n a s a En esta figura puede

asimismo observarse que estas operaciones enzi maticas pueden 

s e r rea1 izadas c on s e c u e n c i a s d i f e r e n t e s, d a n d o 1 u g a r a

v ar i o s c a m i n o s alternativas para la síntesis de testosterona

p r e g n e n o 1 o n a» Y a que la e t. a p a 1 i m i t a n t e d e 1 a

la síntesis de androgenos ocurre antes de la

produccion pregneno 1 ona, el det er mi nar el cami no que

parecer i a t e n e r u n i n t e r e s meramente academi co

Sin ambargo los hallazgos sobre la p r ed omi nan cía d e un

cami no 1 a s d i s t i n t a s e s p e c i e s p o d r i a n s u g e r i r u n

or d en am i en t o p r e c i s o de las en z imas i n v o 1 u c r a d a s e n e 1

r e t i c u 1 o e n d o p 1 a s m i c o Aun asi, el cami no predomi nante

podría cambiar cuando cambia la velocidad de la biosintesis 

esteroidea» Se ha especulado con que la entrada de la 

pr eg n en o1 on a a 1 r eti cu1 o endop1 asm i co p od r i a efect uar se a 

t r aves de un a "puerta especi fi ca", det er mi nandose as i 1 a
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FIGURA 2. Esquema de la esteraidogenesis de la célula de 
Leydig.
3 B -- 0 S HD: 3 be t a h i d r o x i — e s t e r o i d e d e s h i d r o g e n a s a
Isom: I s o m e r a s a
17 -a - 0 H .1. a s a: 17 a 1 f a h i d r o x i 1 a s a
17 B -- 0 H S D r. 17 b e t a h i d r o x i -• e s t e r o i d e d e s h i d r o g e n a s a



p r i m e r e n z i m a c o n q u e e n t r a r i a e n c o rita c t. o (8 3) „

P ¿a r e c e r i a q u e e 1 c a m i n o de la p r o g e s t e r o n a, o b i e n ‘1 v i a 

Delta 4" es el que predomina en la rata (84), si bien otros 

o a m i n o s a 11 e r n a t i v o s n o p u e d e n s e r e x c 1 u i d o s„ E n el tes t i - 

c. u 1 o h u m a n o la. 11 v i a D e 11 a 5 *1 p a r e c e s e r 1 a m a s s i g n i f i c a • - 

t i va.. En el test i cu1 o feta1 humano se ha demostrado que 

e s t a n p r e s e n t e s p r e g n e n o 1 o n a y d e h i d r o e p i a n d r o s t e r o n a p e r o 

no progesterona (85) y se concluyo que la formación de 

testosterona ocurre vi a pregnenolona, dehi droepi androsterona 

y a n d r o s t e n o d i o n a (8 6 - 8 8) .

4. Otros metabolitos de la pregnenolona y de la

testosterona

Cuan d o se mi d en 1 os est ero i des end ogenos, se d emuest ra 

que existe en los mismos, de acuerdo a las especies y al 

gra d o de desarro 11 o una gran variabilidad (89).. Por ejemp 1 o 

en el testículo de rata inmadura el 5 alfa-androstano-3 alfa 

1/ beta diol y el 3 al f a-hi drox i--5 al f a-androstan-17 ona

(a n d r o s t e r o n &) e s t a n p r e s e n t e s 

a 1 a t e s t o s t e r o n a, m i e n s t r a s 

i ncrementada en el test i cu1 o 

o b s e r v a c i o n e s s e m e J a n t e s p a r a 

t e s t o s t e r o n a y a n d r o s t e n o d i o n a

e n c a n t i d a d e s m u y s u p e r i o r e s 

q u e e s t a u11i ma se h alia 

maduro (90. Se han hecho 

1 a s c a n t i d a d e s r e 1 a t i v a s d e

e n e 1 t e s t i c u 1 o d e 1 t o r o ,

s i e n d o e? s t e u 11 i m o e s t e r o i d e c u a n t i t a t i v a m e n t e m a s i m p o r 



t a n t e e n a n i m a 1 e s i n m a d u ros, m i e n t r a s q u e 1 a t e s t. o s t e r o n a 1 o 

es en animales adultos (91).

En la Fig. 3 se muestran algunos de los metabolites que 

h an s i d o en c on t r ad os en t e j i d o t es t i c u 1 ar.

Las enzimas requeridas para la -formación de pregnenolona, 

as i como para su post eri or conve r s ion a an dr ost enodi ona y 

t e s t o s t ero n a e s t a n 1 o a c a 1 i z a d a s f u n d a m e n t a 1 m e n t e e n 1 a 

ce1u1 as de Leydig. A1guñas de est as enzimas s i n emb argo, han 

s i do 1 oca1 i z ad as en mas de un t i p o ce1u1 ar testicular.

Otros tipos celulares, distintos de la célula de Leydig, 

en e1 t est i cu1 o podrían estar i n vo1ucradas en la b i os i nt es i s 

de o t r os est eroídes to i o1 ogi camen t e act ivos de r ivados de 1 a 

t e s t o s t e r o n a, t a 1 e s c o m o 1 a d i h i d r o t e s tost e r o n a y e 1 e s t r a - 

d i ol, o podr i an as i mi smo ser resp on sato1 es de 1 a i nact i vaci on 

de est er o i des bi o1 ogi camient e act i vos. Cabe menc i onar que 1 os 

e s t e r o i d e s t e o r i c a m e n t e d i -f u n d e n -fací 1 m e n te a t r a y e s d e 1 a s 

memb r anas, p udiendo as i permit i rse una cooper aci on mat abo- 

1 i ca en tre 1 os d i st i ntos t. i pos ce 1 u 1 ares (92,93). Se deduce 

e n t o n c e s , q u e 1 a p r o d u c c i o n d e e s t e r o i d e s t e s t i c u 1 a r e s e s t e 

•f u n d a m e n t a 1 m e n t e d e t e r m i n a d a p o r las a c t i v i d a d e s e n z i m a t i c a s 

t ota 1 e s, m -a s q u e p o r 1 a d i s t r i to u c i o n c e 1 u lar especi-fic a d e 

es t as en z i mas« For o t r o 1 ad o 1 a r eg u 1 ac i on d e 1 as ac t i y i - 

dades enzimaticas en los distintos tipos celulares podría 

ser distinta, y esto podría contribuir a un aporte cuanti—
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FIGURA 3. Esquema de la síntesis de las principales 
metabolitos de la célula de Leydig y las enzimas 
involucradas.



t a t i v a ín e n t e d i f e r e n t e d e 1 o s dis t i n t o s t i p o s c e 1 u I ar e s« En 

Ids ultimas años ha recibido particular interes la distri­

bución celular de la aromatasa testicular. El esclarecí—

mi ento de lai oca 1 i z ac i on de est a enz i m& r esponsab 1 e de 1 a 

convers i on de an dr ogenos a est rogenos, p od r i a cont ribu i r a 

un mejor entendimiento del papel que ejercen distintas 

hormonas que están involucradas en el control de la produc­

ción de estradiol testicular. El estradiol puede inhibir la 

est eroi dog en esis t es t i c u1 ar y ser i a i mpor t an t e p or 1 o t ant o, 

saber si el est r adi o1 actua como una seña1 i nter cec1u1 ar

p a r a 1 a i n t e r a c c i o n e n t r e 1 a s c e 1 u 1 a s d e L e y d i g y o t r a s

células tales corno las de Sertoli, 11 e v a n d o c o n s i g o e 1

m e n s a j e p a r a d e t e n e r

Los

1 a p r o d u c c i o n d e a n d r o g e n o s»

e x p e r i m e n t o s r e a 1 i z a d o s c o n c e 1 u 1 a s d e S e r t o 1 i e n

cultivo (94-96), ademas de los realizados con Fracción 

tubular testicular (97), parecerían indicar que las células 

d e 8 e r t o 1 i c o n s t i t u y e n 1 a p r i n c i p a 1 F u e n t e t e s t i c u 1 a r d e

estrogenos. Otros autores, sin embargo discrepan con estos 

resu 11ados (98,99) .. Rec i ent emente se ha demostrado, que est a. 

actividad es mucho menor en células de Sertoli de ratas

m a y o r e s d e 2 O d i a s 

d e t e c t a r s e a c t i v i d a d 

m i e n t o c o n h C G " i n

(94), y que en animales adultos puede 

a r o m a t i z a n t e e s t i m u 1 a b 1 e p o r t r a t a -•

v i y o ’1 (98,100) .. S e c o n c 1 u y e q u e 1 a

distribución subcelular de la aromatasa podria cambiar con 



la maduración testicular. Los efectos de la LH sobre la 

acti v i d ad de aromatasa t est i cu1 ar en fracciónes subce1u1 ares 

se ponen en evidencia luego de 2 o 3 di as de tratamiento con 

1 a g o n a d o t r o f i n a, m i e n t r a s q u e p u e d e o b s e r v a r s e u n i n c r e - 

mento en e 1 conteni do testi cu 1 ar de estrogenos 1 uego de 30 

m i n u t o s d e 1 a a d m i n i s t r a c i o n d e L H < 1Ü1) .. L u e g o d e u n a h o r a 

d e 1 a a dmi ni straci on in vi vo d e LH se ob serva un i ncrement o 

en el nivel de estrogenos en el plasma venoso testicular 

(102) y en células de Leydig aisladas incubadas en presencia 

de 3H-testosterona se observa producción de 3H-estradiol 

dentro de los primeros 30 minutos de incubación (100)» La 

célula de Leydig parecería asi ejercer un papel dominante en 

1 a bi os i nt es i s d e est er o i d es biológicament e i mpor t an tes. 

Ad ema s, no debe o1v i d ar se que e1 t est i cu1 a e jerc e ot ra 

función importante que es la de producir espermatozoides, 

por lo que la actividad normal de la célula de Leydig seria, 

d e v i t a 1 i m p or t an c i a p a r a u n a e s p e r m a t og e n e s i s n o r m a 1 „

Regulación hormonal de la función testicular

La regulación de la función endocrina testicular por 

m e c a n i s m o s h o r m o n a 1 e s, d e p e n d e d e 1 a s a c c i o n es i n t e g r a d a s d e 

1 a s h o r mon a s hi pof i sari as (L H, FSH, prolactina, somat o—

trotina e i nsuli na) y d e 1 o s e s t e r o i d e s (e s t r o g e n o s y

androgénos) sobre la célula de Leydig.



Inhibición de la función de la célula de Leydig por 

deficiencia de gonadotrofinas

La h i pof i sect omi a de 1a r ata adu11 a es seguida por una 

d i s m i n u c i o n e n la p o b 1 a c i o n d e r e c e p t o r e s t e s t i c u 1 a r e s p a r a 

LH (103—107), lo que indica que la población de receptores 

t est i culares debe ser r est itui da cont i nuamente por factores 

que son dependientes de la glándula pituitaria. El efecto 

sobre los niveles de receptores parece depender de la edad 

del animal al que se le realiza la ablación, y esto podria 

explicar las diferencias observadas por varios 1aboratori os- 

En la rata adulta, esta perdida de sitios receptores para LH 

se aproxima al bOZ (21,103,107)» Experimentos de marcación 

de los receptores por inmunof1uorescenci a han sugerido que 

e s t a p e r d ida n o e s g e n e r a 1 i z a d a, s i n o d e b i d a a 1 a d e s a p a - 

ricion de sitios receptores en una subpoblación de células 

de Leydi g» 0tr o g rupo de i nvest i g ador es han p or su p arte

sugerido que se debe a la primera posibilidad (104,105)» En 

cualquiera de los casos, parecería existir una población de 

receptores que escapa al contro1 hi pofi sar i o, o que seria 

r e 1 a t i v a m e n t e i n d e p e n d i e n t e d e e s t e.

La producción de cAMP en células de Leydig, luego de la 

hipofisectomia, se encuentra aumentada con respecta a los 

controles (108). En todos los casos se ha observado que la 

p r o d u c c i o n d e c A M P e s m a n t e n i d a, m i e n t r a s q u e 1 a e s t e r o i d o -



g e n e s i s m a x i m a, a s i c o t n o 1 o s n i v e 1 e s d e r e c ep t o r e s p a r a L H 

s e e n c u e n t r a n d i s m i n u i d o s. S e h a sugerí d o q u e e s t e f e n o m e n o 

podr i a r e s u 11 ar de una e f i c i enc i a mayor de a cop 1 am i en t o de 1 

receptor a la unidad catalítica de la adenilato ciclasa, o 

de una activi dad de fosfodiesterasa di sminuida. Esta u11ima 

p o s i b i 1 i d a d pare c e teñe r c o n f i r m a c i o n e x per i m e n t a 1 (10 6) , y

podría explicar la sensibilidad aumentada de la curva de 

dos i s r espuest a para c AMP ob servada en ce1ulas de Leydig de 

ani ma1es h i pof i sectomi zados« Los etectos pri nci pales de 1 a 

hi p ofi sec t om i a sobr e la esteroidogen es i s p arec en en c ont rarse 

mas alia de la producción del cAMP (IOS)-

Inhibición de la función de la célula de Leydig por 

esteroides

Cuando se administran esteroides a animales intactos, la 

p r o d u c c i o n d e a n d r o g e n o s s e v e d i s m i n u i d a. E s t e e f e c t o h a 

sido atribuido a la acción de los esteroides sobre la 

hipófisis que causa inhibición en la secreción de 

gonadotrofi nas y a11era secundariamente e1 estado endocr i no 

d e las gon adas (109-112)„ Este mecan i smo es c1 aramen t e un 

■factor muy importante en la acción de los androgenos y de 

1 o s e s t r o g e n o s s o b r e la s e c r e c i o n d e tes t o s t e r o n a, p e r o 1 a 

presencia de una receptor de estradiol en la célula de 

L e y d i g (113,114) y 1 a s o b s e r v a c i o n e s q u e d e m u e s t r a n
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M_A_T_E_R_I_A_L__E_S____ Y METODOS

Animales

Se uti 1 i zaron r at.as macho Sprague Dawley adultas de 50■-60 

di as de edad (200—250 g) . Para algunas experimentos se emplearon 

también ratas inmaduras de 5 y 15 di as de edad» El manipuleo de 

1 os anima1es se hizo dentro de las normas pub1 icadas en la "Guia 

de principios para el cuidado y uso de animales", del Department 

of Health, Educa t i on and We 1 f ar e-NIH , EEUU..

Tratamiento de los animales

Los animales fueron tratados con diferentes sustancias, 

según el experimento, de acuerdo al siguiente detalles

a) Gonadotrofina corionica humana: hCG (Pregnyl, Organon, 

USA) se admi ni stro en forma subcutanea en di f erentes dosis, como

se descr i bira mas abajo» Los ani males contr o1es reci bi eron

v e h i c u 1 o s o 1 a m e n t e (a g u a d e s t i 1 a d a) »

L o s a n i m a 1 e s f u e r o n s a c r i f i c a d o s p o r d e c a p i t a c i o n a

diferentes tiempos» Los sueros se utilizaron para las 

d e t e r m i n ac i on es hor mona1es corresp on d i entes» Los t esti c u1 os 

fueron retirados mediante apertura abdominal y colocados en 

h i e1 o para su pr oc esami ent o i nmed i at o,

b) Estradiol: Estradiol (Sigma) fue inyectado por via 

intramuscul ar a la dosis de 200 nq di sueltos en .100 ul de aceite 
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d e s e s a m o. P a r a e s t e t r a t a m i e n t o s e u t i 1 i z a r o n r a t a s h i p o f i - 

s e c t o m i z a das c o n e 1 o b j e t o d e i n d e p e n d i z a r 1 a s f 1 u c t u a c i o n e s q u e 

sob r e 1 a sec r ec i on d e LH oc asi on ar i a el ester o i d e .

c) Aminoglutetimida: 2™ (p—ami nofeni 1 ) -2-eti 1 -gl utar i mi da

(Aminoglutetimi da ) Fue donada por Laboratorios C I BA Geigy 

(Argentina)« La so1uci on de este inhi bidor de la a ctivi dad 

ar omat asa (100 mg/m1) fue p repar ad a diso1v i end o 1 a drog a pura en 

HC1 IN, y ajustando a pH 4 con Na OH 10 N. El volumen -fue 

c o m p 1 e t a d o c o n s o 1 u c i o n f i s i o 1 o g i c a d e N a C1 (0. 9 7«) . S e in y e c t o

por via intraperitoneal a la dosis de 60 mg en 3 inyecciones de

2 0 m g c o n i n t e r v a 1 o s 4 hs

d) Tamoxi feno Tr a ns-1-(p-B-dimet i 1 ami no-etox if eni 1 )

(1,2--d i f en i 1 but--1 -eno) (Tamoxifeno, I„C. I Organics

Stanford, U S A) f u e d i s u e 11 o •fisiológica e inyectado

por via i n t r a p e r i t o n e a 1 a

1 aantes y 1 h ora despues d e i n y e c c i o n d e h C 0

e) Androstatr i end i ona 1,4,6 -■ a n d r o s t a t r i e n 3,17 -dio n a

(An d r ost a t r i en d i on a, Wilt on, USA) f ue ad mi n i st rada

subcutánea

S t e r a 1 o i d s,

sésamo, 1 hora antes y 1 hora despues de la inyección de hCG

Aislamiento de células de Leydig por tratamiento con colagenasa

Se utilizo la técnica descripta por Mendelson y col. (46), 

utilizando colagenasa para la dispersion del tejido testicular.
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Los testículos decapsulados, colocados en tubos de plástico 

«. s e i s t e s t i c u 1 o s p o r t u b o) f u e r o n s u s p e n d i d o s e n m e d i o 19 9 

(Difeo Co) conteniendo albúmina sérica bovina (BSA) al 0.. 1 7», en 

la relación 1 testículo por mi de medio., conteniendo ademas O-3 

m g c o 1 a g e n a s a / m 1 »

La i ncubaci on se realizo a 34 oC, dur ant e 15-2O mi nut os en un 

incubador Dubnoff, bajo atmosfera de carbogeno (02 957., CQ2 57»), 

c on ag i t ac: i on c on st an t e „

Finalizada la incubación, la reacción se detuvo por dilución 

con medio .1.99 (8 mi por cada mi de incubado).

Con el objeto de dispersar mejor el tejido, se agito en forma 

r o t a t o r i a e 1 t u b o i n c u b a d o, d u r a n t e 3 m i n u t o s, d e j a n d o 1 o r e p o s a r 

otros 3 minutos» Cuando los tubulos hubieron decantado, el 

sobrenadante fue aspirado con una jeringa de plástico y filtrado 

a través de Nitrex (malla de poro 50 um), recogiéndose el 

1 i q u id o fi 11rado en ot r o t ub o píast i c o« La rec uperac i on se 

repitió una vez mas y el liquido filtrado se junto con el 

anter i or..

Est.e f i 11 r ado, c on t en i endo las ce 1 ulas i n t er st i c i a 1 es, se

centri fugo ‘ZOO g durante 10 m i n u t o s e n c e n t r i f u g a

refri gerada El se d i m e nt o asi obteñid o (prep ar aci on c rud a de

celulas L.e y d i g) se r e s u sp en d i o e n me dio 199 - 0. 17. BS A, e n 1 ad e

reíacion L a s ce1u1 as d e Leyd i g asi obteni das,3 t e s t. i c u 1 o s / m 1

f u e r o n p u r i f i c a d a s p o r c e n t r i f u g a c i o n e n u n g r a d i e n t e d e



den sidad de Metrizami da (Accurate ch emi c a 1 ), segun la t ecnica 

descripta por Aquilano y Dufau (168). Los gradientes lineales de 

40 ml se prepararon a partir de una solución al 80 7. de 

Metrizamida en medio 199-0.1 X BSA con una bomba peristáltica» 

Sobre estos gradientes se sembraron 2 mi de la preparación 

c e i u 1 a r o b t e i i i d a c o n c o 1 a g e n a s a , q u e c o n t e n i a a p r o x i m a d a m e n t e 

ÍOeB células» Se centrifugo el gradiente durante 5 minutos a 

3300 x g» Se tomo la banda celular correspondí ente a las células

d e L e y d i g (1 a t e r c e r a d e s d e a r r i. b a 1 o c a 1 i z a d a i n m e d i a t a m e n t e 

encima de la banda correspondí ente a los glóbulos rojos). Se 

mezclo esta suspension celular con 30 mi de medio 199-0.1 X BSA 

fresco y se centrifugo a 700 x g durante 10 minutos» El

sedimento resultante se resuspendi o en una proporei on

equivalente a 3 mi por testículo, que correspondía a 2 x 10e6

c e 1 u 1 a s d e L e y d i g p u r i f i c a d a s (9 0—9 5 X d e p u r e z a) .

L..a deter mi nací on del numero de células se realizo sobre 50 ul 

de esta preparaci on, ten i das con 150 u1 de una soluci on acuosa 

de azul de moti l eno al 0.2 X. Luego de 10 minutos, se agregaron

3O0 u 1 d e med i o 19 9 y 1 a s ce1u1 as se con t ar on en un a camara de

Neubawer en una dilución 1:10.

Preparación de células de Sertoli

Los restos testiculares del tratamiento con colagenasa fueron

c o r t a d o s c o n t i . i e r a y t r a t a d o s s e g u i d a men t e c o n 2 5 m 1 de medio
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199 conteniendo 0.. 25% tripsina (Sigma) mas 0„25 mg de DNAsa 

(buffer A), según la. técnica de Dorrington y col (169). Después 

de un periodo de incubación de 20 minutos a 34 oC en un 

incubador metabolico con una agitación de 80 ciclos por minuto, 

s e le a g rego i nh i b i dor de tr i ps ina„ La suspen s i on celu1ar fue 

filtrada a través de un filtro de malla metálica para separar 

t e j i d o n o d i g e r i d o , y 1 a v a d a d o s v e c e s c o n b u f f e r A. L u e g o d e 5 

minutos de reposo el sobrenadante fue descartado y el sedimento 

resuspendido con 20 mi de colagenasa 0.05% preparada en buffer 

A, e incubado a 34 oC por 20 minutos. Finalizada la incubación 

la suspension fue centrifugada a 400 rpm por 4 minutos, y el 

pellet celular resuspendido con medio 199-0.1% BSA y filtrado a 

través de una malla de nylon. Las células de Sertoli fueron 

obtenidas por centrifugacion del filtrado a 400 rpm por 4 

mi ñutos.

Microscopía de óptica y electrónica

Los p e11ets celu1 ares fueron f i . j ad os en g1ut a r a 1 d eh i d o a1 2% 

y posteriormente deshidratados in embebidos en Epon (170). 

Lartes gruesos para microscopía optica (1 um) fueron teñidos con 

azul de meti 1 eno:azur II (Isl vol/vol) , mientras que cortes 

ultrafinas (50-60 nm) para microscopía electrónica fueron 

teñidos con tetroxido de Osmio y acetato de Urañilo (171) y 

luego observados en un microscopio electrónico Siemens Elmiskop 



1A« Las m u e s t r a s p a r a a u t o r a d i o g r a f i a f u e r o n p r e i n c u b a d a s c o n 1 

mi 11 on de cpm de (125 J. —) hC(3 -for 3 h a 35 oC y lavadas varias 

v e c e s p a r a e 1 i m i n a r t r a z a d o r 1 i b r e. P a r a d e t e r m i n a r 1 a u n i o n n o 

e s p e c i f i c a 1 o s p r e p a r a d o s f u e r o n s i m u 11 a n e a m e n t e i n c u b a d o s c o n 

exceso de hCG fría. Los cortes para microscopía fueron 

preparados como se indica mas arriba, y 1uegos expuestos a la 

p 1 ac a f ot oq r af i c a p o r 1 mes.

Preparación de núcleos de células de Leydig

L as ce1u1 as d e Leyd ig fuer on 1 isadas uti 1 izan d o una so1uci on 

hipotonica de ImM NaHC03, 0.2 mM MgC12 y 0.5 mM ditiotreitol 

(DI i) en un volumen final de 2.5 mi y congeladas i medí atamente 

en hielo seco por 10 minutos.. La suspension se hizo 1.62 M de 

sacarosa por el agregado de 7 mi de una solución de sacarosa 2.2 

M en buffer TKMD (10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 2.5 mM KC12; 2 mM

MgC1 2 y 0 „ 5 mM DTT) , conten i endo ademas 0.. 257. de Tr i ton X- 100..

La suspension fue homogeneizada en un homogeneizador motorizado 

v i d r i o - v i d r i o a 900 r p m.. E1 h o m o g e n a t o s e d e p o s i t o s o b r e u n t u b o

c on t en i en d o 2.5 m 1 d e 2. 2 M sac ar osa en TKMD y se c en t r i f ugo a

124.000 x g durante 30 minutos en un rotor Beckman SW 40 a 4 oC. 

El sobrenadante fue aspirado, y la pared del tubo fue secada com 

una espátula envuelta en papel absorvente. El pellet nuclear se 

resuspendio en TGED (50 mM Tris-HCl, ph 7.9, 257. glicerol, 0.1 

mM EDTA y 0.5 mM DTT) usando un homogeneizador motorizado con 



embolo de t ef 1 on , a.j ust ando 1 a c:oncen t r ac i on de DNA a 0. 5 mg /m 1 , 

y almacenándolo a -70 oC hasta el ensayo de las RNA poli merasas. 

L a d e t e r m i n a c i o n d e p r o t e i n a s e r e a 1 i z o p o r e 1 m e t o d o d e L o w r y 

(172) y la de DNA por el de Burton (173).

Determinación de la actividad de las RNA paiimerasas

Alícuotas de la suspension nuclear (10-20 ug de DNA en 30 u.l ) 

f u e r o n a g r e g a d a s a u n a m e z c 1 a d e r e a c c i o n h e 1 a d a c o n t e n i e n d o 5 0

mM Tris-HCl, pH 7.9, 0.6 mM ATP, 0.6 mM CTP, 0.6 mM GTP, 0.02 mM

(3H)UTP (4 uCi , New England Nuclear, USA), 1.6 mM MnC12, 30 mM

NaF y 1 mM DTT en un volumen final de 60 ul cons 1) nada mas, 2)

0. 10 ug/m 1 de a 1 f a aman i t i na (para i nhi b i r 1 a RNA po 1 i merasa 

II), 3) 100 ug/m1 de a 1 fa—aman iti n a (par a i nh i b ir 1 a RNA

po 1 i merasa 111) , o 4) 10 ug de act i nomi ci na D (para i ni h i bi r 1 a 

actividad total). La reacción enzimatica se inicio por 

transferencia de las muestras a un baño a 32 oC. Para los 

e n s a y o s r e a 1 i z a d o s e n c o n d i c i o n e s d e b a. j a o a 11 a f u e r z a i o n i c a, 

la m e z c 1 a d e r e a c c .i. o n t a m b i e n c o n t e n i a 5 0 o 250 m M (N H 4) 2 S 0 4 , 

r e s p e ct i vamente. Lueg o de 10 m i nut os d e i ncub ac i on, 1 a r eac c i on 

se detuvo colocando los tubos en baño de hielo y agregando 50 ul 

de 1'7 dodeci1sulfato de sodio en 57. Na2HP04. Las muestras fueron 

depositadas sobre filtros Whatman DE-81 (Whatman Inc, USA) y 

lavadas 6 veces por 5 minutos cada lavado en 57. Na2HP04, como se 

d e s c r i b i o p r e v i a m e n t e (17 4) . P o s t e r i o r m e n t e 1 o s f i 11 r o s s e 

lavaron 2 veces con agua por 2 minutos, 2 veces con etanol al
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95Z y 2 veces con eter. Después de secarlos con aire caliente, 

los filtros fueron incubados por 20 minutos a 60 oC en viales de

centelleo conteni endo 0.5 m1 de Pr ot oso1 (New Eng1 and Nuc1 ear,

USA). Luego se le agrego 50 ul de acido acético glacial y 10 mi 

de 1 i q u ido centellean t e, y la radioacti v i dad i ncorporada al RNA 

se m i d i o e n un esp ec t romet ro Nuc1ear Chi cag o modélo 70008, con 

una eficiencia para tritio del 407.» La actividad de la RNA 

po 1 i merasa 11 f ue ca 1 cu 1 ada como la di f erenci a entre 1 as 

muestras incubadas en las condiciones 1 y 2? la RNA polimerasa 

III, como la diferencia entre 2 y 3; y la RNA polimerasa I como 

1 a d i ferenc i a en t r e 3 y 4. Bajo est as c ond i c i on es 

experimentales, 1 pmol de (3HJUTP incorporado fue equivalente a 

5500 dpm. I odas las muestras fueron procesadas por triplicado.

Capacidad templante de la cromatina

La cromatina de los núcleos de las células de Leydig fue 

obtenida utilizando el método de Markarevich y col (175). La 

capacidad de las preparad ones de cromatina para servir de 

templado para la. sin tes is in vitro de RNA dependiente de DNA se 

determino por el método de Tsai y col (176) utilizando RNA 

po1 i merasa de Escheri chi a co1 i. De esta manera, solo mo1ecu1 as 

de RNA unidas a la cromatina en estables complejos de 

prei nici aci on son capaces de iniciar la si rites.is de RNA. El 

ensayo se llevo a cabo en un volumen final de 150 ul. Las 



m u e s t r a s y 1 o s r e a c t i v o s f u e r o n p r ep a r a d o s e n u n a b u f f e r d e 

incubación conteniendo 50 mM Tris-HCl, pH 7.9, 8 mM MnC12, 16 mM 

beta-mercap toet an o1, y 50 mM de sulfato de amonio. Concent r ac io- 

nes variables de RNA polimerasa de E. coli (0-40 ug en 30 ul) 

fueron primero incubadas a 37 oC por 30 minutos con 1.5 ug de 

DNA cromatinico en 90 ul. Al final del periodo de preincubaci on, 

la sintesis de RNA fue iniciada por el agregado de la mezcla de 

reacci on cont eni endo en e1 vo1umen fina1 0.625 mM de cada uno de 

los nucleotidos ATP, CTP y GTP, 0.0625 (3HJUTP 95 ug), 0.66 

ug/ml de heparina, 0.033 mg/ml de rifampicina, y 0.66 mM de 

fosfato de potasio, pH 8. La reacción se prosiguió por 15 

minutos mas a 37 oC y se detuvo y conto como se indico para el 

ensayo de las RNA polimerasas. Bajo estas condiciones, 1 pmol de 

(3 H) U T P r e p r e s e n t o 5500 d p m. E n e n s a y o s r e a 1 i z a d o s c o n R N A 

polimerasa II de semilla de trigo, 30 ul de la mezcla de reac- 

c .i. o n u s a d a p a r a. m e d i r 1 a s R N A poli m e r a s a s (v e r m a s a r r i b a) 

fueron incubadas en condiciones de baja fuerza iónica con 15 ul 

d e c r o m a t i n a n u c 1 e a r d e c e 1 u 1 a s d e L e y d i g (1 u g D N A) y 15 u 1 d e 

RNA polimerasa II exogena (1 U). Los demas pasos fueron idénti­

cos a los descriptos para el ensayo de las RNA polimerasas»

Obtención de gonadotrofina cori onica humana radioactiva

Para preparaciones óptimas de la hormona marcada, 6 ug de hCG

(10.000 Ul/mg, CR-125, proporci onada por el National Institute



56

of Ar t!'jr i t i s, Di abe t e s and Digestí ve and Ki dney Di seases, 

National Hormone and Pituitary Program, NIH, USA) fueron marca­

dos con 500 uCi de 1251 (177), según se detalla a continuación:

1) hCG, 6 ug en 10 ul Na2HP04 0.05 M, pH 7.4

2) Buffer acetato de sodio 0.4 M, pH 5.6 (10 ul)

3) 1251 libre de portador, en NaOH 0.1 N, 500 uCi (6 ul)

4) Lactoperoxidasa bovina (Calbiochem, grado B, Cat No. 427466)

2.. 7 mg/ml en buffer Acetato de sodio 0.1 N 94 ul)

5) H202 (300 v o 1 u m e n e s , d i 1 u i d a Ir. 20. 000) (4 u 1 )

Despues de agitar vigorosamente durante 2 minutos, la mezc1 a 

de i odi nací on fue diluida con 300 ul de buffer fosfatos 0.05 M y 

t r ansfer i d a a una columna d e Seph ad ex G—75 Ph ar mac i a F i ne 

Chemicais, Sueci a). Separado e1 p i co hormona1 del de iodo 1 i br e, 

1 a f r a c c i o n c o r r e s p o n d i e n t e a 1 a h o r m o n a s e d i v i d i o e n a 1 i c u o - 

tas, que se guar daron con g e1 ad as a —70 oC p ara su posteri or 

r epur i f i cae i on , an tes de su ut i lis ac i on„

C ¿a d a a 1 i c u o t a, a p r o x i m a d a m e n t e d e 0. 2 m 1 , f u e p u r i f i cada p o r 

c o 1 u m n a d e S e p h a r o s a—c o n c a n a v a 1 i n a A o A C A 5 4 (U11 r o g e 1 , L K B, 

Suecia), separándose la hormona agregada de la utilizable para 

los estudios de union a receptor.. Usual mente, la actividad 

especifica obtenida fue de 50 uCi/ug.

Purificación por cromatografía en Sepharosa-concanavalina A

La afinidad de los restos de hidratos de carbono de las



h ormonas g 1 icop rot eicas p or •fue utilizada1 a C o n c a n a v a 1 i n a A,

para la purificación de la gonadotrofina marcada. Mediante este 

método, dichas hormonas son especificamente adsorbidas a 

S e p h arosa ••••• Conc anava1 i na A y 1uego e1u i d as con so1uciones de 

alfa~metiIglucosido o alfa-meti 1manosido. La selectividad de 

este procedimiento por la porción de hidratas de carbono de la 

molécula marcada, contrasta enormemente con el método de adsor- 

c i on en ce1u1 osa, donde e1 componen te portei co es e1 que desem- 

pena el pape1 pr i nc i pa1.

Par a 1 a pur i f i c aci on de 1251 -hC G, la mezcla de i od in aci on fue 

t r ansí e r i d a a u n a c o 1 u m n a d e S e p h ¿a rosa --• C o n c a n a v a 1 i n a A (5 x 14 0 

mm) . El iodo libre y la hormona dañada fueron eluidos con 12 mi 

de P B S, conten i endo 1 mg/m1 de gamma-g1 obu1 i na bovi na; 1uego de 

esto, la hormon a mar cad a f ue e1uida c on 1 a m i sma so1uc i on, 

c o n t e n i e n d o a 1 f a - m e t i 1 g 1 u c o s i d o 0. 2 M..

Las propiedades fi si cas de la 1251-hCG, obtenida por este 

m e t o d o, n o d i f i e r e n de la h o r m o n a n o m a r c a d a s e g u n 1 o s c r i t e r i o s 

utilizados (filtración por gel, electroforesis en gel de poli — 

ac ri 1 amida, i soe1ectr oenfoque)«

La concentrad on de hormona en las preparaci ones se determino 

p o r r a d i o i n m u n o e n s a y o c o n e s t a n d a r e s y a n t i c u e r p o s d o n a d o s p o r 

el National Hormone Pituitary Program, NIADDK, NIH, USA. La 

actividad especifica usual de la 1251-hCG empleada fue de 50 

uCi/ug.
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Determinación del numero de sitias receptores para LH/hCG

La interacción entre la hCG y su receptor, se estudio sobre 

la base de la union de la hormona radiactiva agregada en 

cantidad variable, a componentes particulados de testículos de 

i atas ad u11as, o a ce1u1 as i n ter st i c i ales aislad as» La uni on 

i ¡) e s p e c i f i c a f u e e v a 1 u a d a a g r e g a n d o u n a c a n t i d a d 10 0 O v e c e s 

s u p e r i o r d e h o r m o n a n o r a d i a c t i v a .

Estudios de union de la 1251—hCG a células intersticial es 

testiculares

Para estudiar la union de la hormona marcada a su receptor en 

preparaciones de células de Leydig purificadas, se procedió 

según el siguiente esquemas al i cuotas de 1 mi (10e6 células) de 

la suspension de células de Leydig fueron incubadas con 0.1 mi 

de hCG marcada (100.000 dpm, equivalente a 4-5 ng) en presencia 

d e c o ¡ i c en t r a c i o n e s c r e c i e n t e s d e h C 8 n o m a r c a d a (h a s t a 10 0 n q ) 

por 3 horas a 34 oC, o a temperatura ambiente por 16 horas. 

E'¿>tas condiciones son adecuadas para alcanzar el equilibrio de 

la reacción de union. La union no especifica de la 1251-hCG fue 

determinada incubando en tubos controles con un exceso de 

hormona no marcada (10o Ul). Finalizado el periodo de incuba— 

c i o n , s e a g r e g a r o n a t o d o s 1 o s t u b o s 2 m 1 d e b u f f e r P B S - D u 1 b e c c o

frió y se centrifugaron a 1500 x g por 15 minutos a 4 oC. Los 

s o b r e n a d a n t e s s e des c a r t a r o n p o r a s p i r a c i o n . E1 s e d i m e n t o
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ce1u1 ar remanente fue resus p end i do en 3 m1 de1 mi smo buf fer 

•Frio, y Ids tubos fueron centrifugados nuevamente en las mismas 

condi ci ones. Luego de asp i rar y desc artar este seg undo sobreña— 

dante, la radi oact i vidad uni d a a 1 as ce1u1 as fue eva1u ad a en un

contad or automati co gamma»

Incubación de las células de Leydig purificadas

a) En suspension

Se incubaron alícuotas de 1 mi de células de Leydig purifica­

das (lOeó células/mi) en viales, plásticos (Packard) para conta­

dor de centelleo liquido (20 mi), en presencia de 1-meti 1-3- 

i s o b u t i 1 - x a n t i n a (M1X) 0„ 12 5 m M.

El agregado de hCG, se hizo en alícuotas de 100 ul en medio 

199-BSA 0 „ 1 X „ t od as 1 as i n c ub ac i on es se h i c i er on a 34 oC 

durante 3 horas en un incubador Dubnoff bajo una atmosfera de 

carbogeno»

Par a p oder medi r 1 a prod ucci on de 3-o1-5-Pr egn en-20-on a 

(pregnenolona) de células de Leydig normales y de animales 

desensibilizados se estudio el efecto de dos inhibidores; 

cianocetona (Winthrop Laboratori es, No» 19578) y espiranalactona 

(S i gma Chemleal Co)» En 1 os exper i ment os sub s igu i entes, los dos 

i n h i b i. d o r e s s e u s a r o n j u n t o s a 1 a c o n c e n t r a c i o n o p t i m a (10 e—6 M 

para 1 a ci anocetona y 10e-5 M para la espirono1 actona) en 

a q u e 11 o s c a s o s e n q u e s e q u i s o e s t u d i a r 1 a p r o d u c c i o n d e p r e g n e - 
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no1 ona. Estos inhibidores s e diso1vieron en etana1 y 1 as vo1u- 

menes deseados se pipetearon en los viales de incubación, 

evaporándolos bajo corriente de aire. Luego de agregar las 

células, se incubo por un periodo de 15 minutos con los inhibi­

dores antes de agregar hCG. Las células, Fueron al igual que 

antes i n cubad as por 3 h s a 34 oC baj o carb og en o y con ag i t aci on 

a 10O ci c1 os/mi n. Luego de 180 mi nutos o a i nter va1 os se1ecc i o— 

nad os, se detuvo la i n cubaci on transfi r i endo 1 os vi a1es a un 

b a n o c o n h i e 1 o..

Las ce1u1 as mas el medi o de i ncubac i on, se trans f i ri eron a 

tubos de polietileno (12 x 75 mm) y se centrifugaron a 260 x g 

por .15 minutos a 4 oC, El sobrenadante se guardo a -20 oC para 

1 a d e t e r m i n a c i o n d e t e s t o s t e r o n a y p r e g n e n o 1 o n a»

Para la determinación de AMP ciclico total (cAMP) una alícuo­

ta de 45o ul de células mas medio de incubación fueron agregadas 

a tubos de vidrio conteniendo 50 ul de teofilina 10 mM. Inmedia­

tamente estos tubos fueron colocados en un bano a ebullición por 

10 minutos y se guardaron luego congelados hasta su procesa­

miento. Los restantes 55o ul de células y medio fueron centrifu­

gados y el sobrenadante guardado congelado para la determinací on 

d e t e s t o s t e r o n a u o t r o s e s t e r o i d e s.

b) En cultivo

Alrededor de 2xl0e6 células en i mi de medio 199-0.1 7. BSA
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•f u ero n s e m b r a das e n p 1 a c a s p 1 a s t i c a s d e cult i v o c o n s t i t u i d a s p o r 

6 celdas de 3b mm cada una (Costar, Cambridge, USA), e incubadas 

a 37 oC por 1 hora en una estufa de cultivo gaseada (57. C02-57. 

aire) y con humedad controlada» Luego que las células se adhirie 

ron al fondo de las placas, los cultivos comenzaron con el 

agregado de i mi de medio de cultivo conteniendo las diferentes 

sust anc i as para cad a experi ment o.

Síntesis de proteínas in vitro

Las células de Leydig fueron incubadas con 10 O ng de estra­

diol o 50 ng de hCG en presencia o no de 500 ng de Tamoxifen 

(trans-1(p-B..demeti1-aminoetoxifeni1)-1,2-difeni1 but- i-enes ICi

0rg ani cs, Inc, St anford, USA)« Las ce1u1 as f ueron entonc es 

lavadas con medio 199—0.17. BSA sin leu ciña, incubando seguida— 

mente por 2 hor as c on 50 uC i de (3H) — Leuc i n a (act i vi dad esp ec i — 

fic a 52 Ci/mmo1, New En g1 an d Nuc1ear, Boston, USA) para 1 os 

c u 11 i v o s t r a t a d o s, o c o n 5 u C i d e (14 C) — L e u c i n a (342 m C i / m m o 1) 

P ara 1 os cu11i vos c ont ro1. F i n a1 i z da la i n cubac i on, los c u11 i vos 

fueron lavados y las células de los cultivos control y tratados 

fueron recuperadas, combinadas, lavadas y sol ubi 1 izadas con 

dodeci 1 su 1 fato al 57. conten i endo 307. de g 1 icero 1 y 157» de 

merc ap t oetano1. Las muestras so1 utilizadas f uer on her v i das 

durante 1O minutos y sometidas a e1ectroforesis en ge1 de 

poliacri lamida. La incorporacion de leucina radioactiva a la
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proteins sintetizada por las células de Leydig fue del 10-207

Análisis de la fracciones proteicas por electroforesis en gel

La e1ect r ofores is fue rea1 i z ad a seg un la tecni c a descripta

p o r i... a e m m 1 i (17 8) , e m p 1 e a n d o u n g e 1 s e p a r a d o r d e p o 1 i a c r i 1 a m i d a

c o n 0. 1 "Z d e d o d e c i 1 s u 1 f a t o

mm). Las muestras fueron a p 1 i c a d a s y c r o m a t o g r a f i a d a s

usando una corriente de 3 mA/gel p o r a p r o x i m a d a m e n t e 6 h o r a s ,

m a r c a d o r h a b i a r e c o r r i d o 7 c m. L u e g o

e1ect r of ores i s, los fueron cortados en rodajas de i mm,

cr20 mi y sol ubi 1 i zades con 0.5

de la

mi de

pe¡ Oa i do de hidr ogeno a 6() oL. A cada vial conteniendo una

rodaja del gel se le agrego 10 mi de liquido de centelleo (7 gr 

de Difenil—oxazol , 300 mg de 1,4—bis (2— (5—f en i 1 oxazol ) ) —

benceno) , luu g de naftaleno, 385 ml de di oxano, 230 mi de 

met an o 1 y t o 1 uen o c sp 1 1 i t r o) . Lar ad i oac t i v i d ad f ue c uan t i -• 

ficada en un esprectrometro de centelleo liquido marca Nuclear 

Chicago modelo 70008, con correcciones para conteo cruzado de 

radiación de 14C in el canal de 3H» La relación 3Hj14C fue 

calculada para cada rodaja de gel para seguir el incremento o 

inhibición de la sintesis de proteínas especificas. Los pesos 

mo1ecu1 ar es fueron esti mados por comparac i on de 1 as espec i es 

proteicas separadas con standards (Bio-Rad, Richmond, USA) en un 

rango de 14300 a R4000



Determinación de la actividad aramatasa

La act i vi dad aromabasa fue determi nada utill zando una mo d i f i ~ 

L-ación del método del agua tritiada (179) , cuya reacción es la 

siguientes

H—Tes t o s t e r o n a + A r o m a t a s a --------------- > 3 H—A g u a •+• E s t r a d i o 1

L a (1B - 3 H) - T e s t o s t er o n a f ue p r e p a r a d a u t i 1 i z a n d o (1B,2B 3 H) - 

lestosterona (50 Ci/mmol, New England Nuclear) mediante reacción 

a 1 c a 1 i n a d r a s t i c a (18 0) , L a a c t i v i d a d a r o m a t a s a a u m e n t o 1 i n e a r - 

mente con el tiempo de incubación hasta los 30 minutos, y con la 

c o n c e n t r a c i o n c e 1 u 1 a r d e s d e 0.. O 5 — 1 „ 0 x 10 e 6 c e 1 u las, t e n i e n d o u n 

Kmi para testosterona de 1»69 uM« La activi dad enzi mat i ca fue 

inhibida con androstatri endiona (ATD), un inhibidor especifica 

de aromatasa. En la mayori a de los experimentos se utilizaron 

10e6 células (aproximadamente 0.1 mg de proteina) incubadas con 

3 uCi (1B-3H)-Testosterona en 10 ul de etanol absoluto, con un 

exceso (por lo menos de? 300 veces) de testosterona no marcada 

(600 ng) por sobre la contenida en el preparado celular. La 

concentración final de sustrato fue 2 uM. ATD (100 uM) fue usado 

e n c a d a e x p e r i m e n t o c o m o b 1 a n c o. C a d a v alo r p r o p o r c i o n a d o e n e 1 

texto es el resultada de haber sustraído el valor obtenido en 

1 o s i n c u b a d o s c o n A T D.
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con ag i t ac i on „

Actividad aromatasa de células en suspensión: El ensayo fue

real izado en viales de 20 mi en un volumen total de 1 mi e

i ncubados a 34 oC por 1 hora en un incubador metabolico Dubnoff

Actividad aromatasa de células en cultivo: La determinací on se 

hizo con los mismos agregados pero a las placas de cultivo en la 

estuf a d e cu11i vo, us an d o tambien p1 ac as c on ATD como b1 anc o.

La reacción se detuvo por el agregado de 10 mi de cloroformo, 

s e g u i d o p o r a g i t a c i o n v i g o r o s a. U n a v e z f o r m a d a s 1 a s 2 c a p a s, 

0.8 mi de la capa acuosa superior se transfirió a tubos de 

vidrio de 12 x 75 mm, a los que se les agrego 0.8 ml de carbon 

act i vado al 2- 57.. Luego de 3O segundos de agi taci on 1 os tubos 

fueron incubados por 10 minutos en baño de hielo y centrifugados 

a 4000 rpm por 25 minutos. Alícuotas de 1 mi fueron pipeteadas a 

viales de centelleo con el agregado de 10 mi de liquido cente­

lleante, y la radioactividad fue determinada en un espectrofo- 

tometro Nuclear Chicago modelo 70008, con una eficiencia para 

tritio de 407.. La recuperación del agua tritiada en la. fase 

acuosa fuel 937., y solamente 0.0097 de la (1B-3H)-Testosterona 

permaneció en dicha fase.

Preparación de mitocondrial de células de Leydig

El pellet de Células de Leydig obtenido después de la purifi­

er aci on en gradi ent es de Metrizami da se resuspendio en 2.5 m1 de 



una solución hipotonica consistente en Tris 10 mM, pH 7.4, MgC12

1 mM, NaL-(J-..:>H 1 mil y ditiotreitol ImM.. En los experimentos en 

los que se requirió, esta solución también contenia por mi 100 

ug de a m inog1utet i mida. La suspensi on se mant uvo en hiel o por 30 

minutos, para permitir que las células se hinchen. Posterior­

mente, la suspension celular fue pasada 10 veces por una aguja 

de calibre 25 g, ajustada a 0.25 M sacarosa, y centrifugada a

x g por lo minutos, para separar células enteras, núcleos, y 

otros restos celulares. El sobrenadante resultante fue centri­

fugado por 15 minutos a 8000 x g para obtener el pellet de 

m i t oc o ri d r i a s. D i c h a p r e p a r a c i o n f ue 1 av a d a 4 v ec e s c o n 10 m 1 d e 

un buffer consistente en manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, EDTA 

0.1 mM, y Iris—HC1 1 mM, pH 7.4 (Buffer B) , para remover micro— 

so mas con tam i nantes, Par a efectuar med i ci ones en esta pr epara— 

cion de mitocondrias, el pellet final fue resuspemdido en 30X 

g 1 i c e r o 1 e n P B 8 a u n a c o n c e n t r a c i o n p r o t e i c a d e 250 u g / 10 0 u 1, 

La determinación de proteínas fue realizada por el método de 

Lowry (172), usando BSA como standardí

Aislamiento de la membrana interna de mitocondrias de células de 

Leydig

E1 pellet mitocondria1 lavado f ue r esuspen di d o en b uf f er B, 

sometido a sonicacion por 5 minutos a 40 watts, y centrifugado a

105.000 g d u i-" a n t e 8 o minutos (181) . E1 pel 1 e t d e m e m bran a 
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interna fue resuspendido con buffer -fosfato de potasio 0,1 M (pH 

7.4), a una concentración proteica de 1 mg/ml

Tanto las preparaciones mitocondri al es como las de membranas 

internas -fueron analizadas para la actividad de la enzima 

succi nat o desh i drogenasa como marc ad or de pur eza, encontrandose 

v a1ores de 1S0 y 400 mU/ mg prote ina, respectivamente« La 

acti vidad succinato deshidrogenasa f ue va 1 orada por el método de 

1 a r ed ucc i on de d i c 1 or o i. nd o f en o 1 med i ad a por f en az i na rnet osu 1 •- 

•tato a 38 oC, usando un coeficiente de extinción de 21 mM(e--l) 

cm(e-l) a 600 nm (182).. Bajo estas condiciones, 1 mü fue 

de-f inicia como la cantidad de enzima capaz de reducir 1 nmol de 

d i c 1 o r o i n d o f e n o 1 / m i n u t o. P a r a d e t e r m i n a r e 1 g r a d o d e c o n t a—

prev i amen te dese r i pt o (183). Ap rox i madamen t e e1

mi nacion d e 1 a p r e p a r a c i o n d e m e m b r a n a i n t e r n a c o n m e m b r a n a

ex terna, se valoro la actividad de la enzima NADH-citacromo c

reductasa i n s e n s i b 1 e a r o t e n o n a (m a r c a d o r d e m e m b r a n a e x t e r n a)

tanto en e 1 p e 11 e t (m e m b r a n a i n t e r n a) c o m o e n e 1 s o b r e n a d a n t e

(membrana ex terna mas mat r i z mi t oc on d r i a1) d e 1 a cent ri fugaci on

a 105.00() x g. El ensaya enzimatica se realizo a 30 oC como fue

30% de la

actividad total de la enzima se encontró en la preparación de 

m e m b r a n a i n t e r n a.

Determinación de colesterol

Las preparaciones de membrana interna mitocondri al fueron 
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utilizadas sin previa extracción para medir la concentrad on de 

colesterol libre utilizando un método f1uorimetrico (184). Dicho 

m e t o d o e m p 1 e a coles t e r o 1 -■ o x i d asa p a r a g e n e r a r H202 c o n acido 

p-hidroxifeni1 acético, generando un producto fluorescente. La 

sensibilidad del ensayo •fue de 0.01 ug de colesterol .

Determinación de niveles circulantes de aminoglutetimida

A m in o g 1 u t e t i m i d a -fue valora d a p o r u n m e t o d o col o r i m e t r i c o q u e 

u t i 1 i z a p d i m e t i 1 a m i n o b e n z a 1 d e h i d o (React i v o d e E h r 1 i c h) , 

después de extracción de los sueros con cloroformo (185). La 

i- e c u p e r a c i o n d e c a n t i d a d e s c o n o c i d a s d e a m i n o g 1 u t e t i m i d a a g r e 

gadas al suero fue de alrededor del 40%, por lo que se debió 

a p 1 i c a r u n f a c t o r d e c o r r e c c i o n a p r o p i a d a d o p a r a e x p r e s a r 1 o s 

resu11 ados obt eni dos.

Preparación de mitocandria adrenal precipitada con acetona

G1 a n d u 1 a s a d r e n a 1 e s f u e r o n o b t e n i a d a s d e r a t a s m a c h o y 

h o m o g e n i z a d a s e n 5 v o 1 u m e n e s d e b u f f e r C (0. 2 5 M s a c a r o s a, 5 n M 

ditiotreitol y 50 mM buffer Tris-hCl pH 7.4). Los pasos subsi-- 

g u i en tes fuer on si mi 1 ares a 1 os dése r i p t os ant eri orment e para 1 a 

obtención de mitocondrias de células de Leydig. Los pellets 

m i t o c o n d r i -a les f u e r o n r e s u s p e n d i d o s e n a g u a d e s t i 1 a d a f r i a a u n a 

con ceñiración proteica de aproximadamente lo mg/ml. Posterior" 

mente, 2o volúmenes de acetona helada fueron agregados y la 
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preparación se dejo precipitar toda la noche a “20oC. La pro™ 

t e i n a p r e c i p i t ¿a d a f u e s e d i m e n t a d a p o r c e n t r i f u g a c i o n a 1500 x g 

por 5 minutos a ~-15oC, lavada con acetona helada y desecada en 

v a c i o. E1 m a t e r i a 1 s e c o f u e a 1 m a c e n a d o a - 2 0 o C, s i e n d o u t i 1 i z a d o 

c o m o f u e n te de la e n z i m a de c 1 i v a ge de la c a d e n a la t eral d e 1 

c o 1 e s t e r o 1. P a r a a 1 g u n o s e x p e r i m e n t o s , e 1 p r e c i p i t a d o a c e t o n i c o 

de mitocondrias de células de Leydig fue preparado de manera 

s i m i 1 ar .

Síntesis de pregnenolona y acido isocaproico marcado en 

mi tocondria

La producción de pregnenolona en mitocondria fue en general 

valorada en un volumen final de 0.5 mi conteniendo buffer C, 100 

uM o 2.4 mM NADPH (Sigma Chemical Co., USA), 2 mM DL-isocitrato, 

0.5 mM CaC12, 400-500 ug de prote i na mi toe on dr i al y 30 ”4 

glicerol—PBS. Para detener el metabolismo de pregnenolona se le 

a g regó a 1 a preparac i on 1 uM c i anocet on a y 10 uM espi r on o1 ac ton a 

en etanol absoluto, evaporando el vehículo bajo corriente de 

aire antes de la incubación con las mitocondrias. Estudios 

pr e 1 i mi nar es hab i an demostr ado que concentrae i ones de 0.5 mM Ca 

y 2 m M i s o c i t r a t o e r a n o p t i m a s p a r a la p r o d u c c i o n d e p r e g n e n o — 

lona por mitocondrias de células de Leydig. En algunos experi — 

m e n t o s, 1 a s s u s p e n s i o n e s m i t o c o n d r i a 1 e s f u e r o n d i s p e r s a d a s c o n

un son i f i c ad or (U11 r ason i c, I n c . , Mod e1 o Wi 85) cuatr o veces a 



O o C p o r 15 s e g u n d o s. L o s p r e c i p i t a d o s a c etonicos d e mitocond r i a s 

d e c e 1 u las de L e y dig y a d r e n a 1 e s F u e r o n t a m b i e n t r a t a d o s d e e s t a 

m a n e r a. L a p r o d u c c i o n d e p i- e g n en o 1 o n a f ú e iniciad a p or la 

adición de NADF-'H e isocitrato después de una preincubacion de 

1 a s m i t o c o n d r i a s c o n b u f f e r C c o n t e n i e n d o 0» 5 m M C a C1 2 f o r 5 

mi nutos« Las i ncubaci ones fueron rea 1 i zadas a 34oC durante 10

c o n d i c i o n e s a e r o b i c a s y c o n a g i t a c i o n c o n s t a n t e, y

f i nal izadas por el agregado de 2 mi de cloruro de met í leño» Los

metabol i tos mi de cloruro de

meti leño, y o r g a n i c a f u e u t i 1 i z a d a p a r a la d e t e r m i n a c i o n

d e p r e g n e n o 1 o n a

F a r a 1 a d e t e r m i n ac i on de a c i d o i soc apr o i co mar c a d o, mi t oc on — 

dr i as i n t ac t as (no son i ticadas) F uer on i ncubadas con (26-14C) - 

co 1 estero 1 (59« 6 mCi /mmo 1 , New Eng 1 and Nuc 1 ear , USA) en el mi smo

s i st ema d ese r i p t o an t er i or men t e.. Co 1 ester o 1 mar c ad o (100 uM) -F ue 

agregado en acetona (5 ul) al tubo de incubación en presencia de 

]. o s d o s i n h i b i d o r e s m e t a b o 1 i c o s« Al -Fina 1 d e la incubado n , 0.2 

mi de la solución Fueron transferidos a tubos conteniendo 1.8 mi 

d e 1 m M H q C12 -10 m M b u f F e r q 1 i c i n a p H 9« 5 a d e t e r m i n a d o s t i e m p o s 

(186)„ Las p rot ei nas fuer on preci pitadas con ac i do t r i c1 or a- 

cetico al 10%, y los sobrenadantes se ajustaron a pH 8~10 con 

Na0H concent r ado„ Las so1uc i ones fuer on somet i das a cr omato- 

graf i a en co 1 umna de 0.. 5 g de al umi na (Ca 1 bi ochem, poro 

100--200) , y e 1 -a c ido (14 C) -• i s o c a p r o ico f u e s e p a r a d o d e 1
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(14 C) - c o 1 e s t. e r o 1 . L a r e c u p e r a c i o n d e a c: i d o (14 C) — i s o c a p r o i c o f u e 

s i e m p r e m a y o r d e 1 9 5 X, y e 1 (140 — c o 1 e s t e r o 1 e 11 j. i d o d e 1 a

columna -fue menor del 0.017.. Se realizo paralelamente un blanco 

en ausenci a de i s o c i trato y NADPH ..

Filtración en gel de sephacryl S—300

E1 precip itad o acetonico d e mi t ocondr i as d e ce1u1 as d e Leyd i g

(a p r o x i m a d a m e n t e 9 5 m g) f u e r e s u s p e n d i d o e n 2 m 1 d e 5 0 m M b u f f e r 

F r i s h C1 p H 7 .. 4, c a n t e n i e n d o 0. 2 7. e m u 1 g e n 911» E s t a s u s p e n s i o n 

m i t o c o n d r i a 1 f u e s u j e t a a s o n i c a c i o n , c o m o s e d e s c r i b i o 

anteriormente, y se dejo en hielo durante 1 hora.. Luego, la 

suspension fue centrifugada a 105-000 x g durante 30 minutos 

usando un rotor Beckman Ti 60. Una parte del sobrenadante (1 mi) 

fue sembrado en una columna de Sephacryl S-300 (1.6 x 90 cm) 

e q u i 1 i b r a d a c o n b u f f e r T r i s - H C1 c o n t e n i e n d o 0„ 2 7. E m u 1 g e n 911. L a 

co 1 umna fue e 1 ui da con e 1 mi smo buf f er a una ve 1 oci dad de f 1 u jo 

de 309 ml/h. Las fracciones conteniendo la sustancia inhibidora 

mitocondri al fueron combinadas y concentradas usando conos de 

membrana Centriflo CF-25 (Amicon, Lexington, USA). Para estima­

ción de los radios de Stokes de la protei na mitocondri al se 

u t i 1 i z a r o n c o m o s t a n d a r d s e n 1 a m i s ni a c o 1 u m n a c a t a 1 asa, al d o - 

lasa, B S A y o va1bum i n a (Phar maci a Fi ne Ch em i c a1s, Suecia).



71

Isoelectroenfoque

L a s f r a c c i o n e s c on t e n i en d d 1 a p r o t e i n a m i t o c on d r i a 1 p r e p a r d a 

par filtración en gel de Sephacryl S—300 fueron sometidas a 

i s o e 1 e c t r o e n f o q u e u s a n d o u n a col u m n a 1. K B 810 0 — 1 (L K B—P r o d u k t e r

AB, Bromma, Suec i a) . E1 i soe 1 ec t r oen f oq ue f ue r sail z ad o a 4oC de 

acuerdo a métodos previamente publicados (187). Anfolitos de pH 

3„5-10 (LKB) fueron empleados a una concentrad on de 17». Como 

agente sol ubi 1 izante se uso Nonidet P-40 (Shell, Bethesda 

R e s e a r c h L a b o r a t o r i e s, U S A) a u n a c o n c e n t r a c i o n d e 0. 257»» 

Despues de un enfoque de 2 di as a 2-5 oC, se recolectaron 

fracciones de 2.5 ml y sus pH fueron medidos a 20 oC con un 

p Hmetro Bee kman. Cad a fr accion f ue f i 11rad a por con os Cen tri f1o 

CF—25, 1 avados con 50 mM buf f er Tr i s—HCl pH 7.. 4 , y resuspend i dos 

en 1 b© buf f er Tr i sHC1 conten i endo 0. 2% Emu 1 g en 911. La

sustancia inhibidora fue ensayada en muestras de 0.1 mi.

Cromatografi a de afinidad en 2',5' ADP-sepharosa 4B

L a p ¡ e p a raci on mi tocond rial preci pi tada con ac etona (aproxi — 

madamente 25 mg) de ce1u1 as de Leyd i g pr oveni entes de ani males 

e s t i m u 1 a d o s c o n 10 u g d e h C G f u e e x t r a i d a c o n 5 0 m M b u f f e r 

h is—HL1 pH /.4 conteniendo 0.2% Emulgen 911 y soni cada com se 

describió mas arriba. Después de una centrifugacion a 105.000 x 

g, 5.2 mg de proteina de la fracción soluble fue sembrada en una 

columna de O» 5 g de x ,o ADP Gepharosa 4-B (Pharmacia Fine



C h e ni i c a 1 s, S u e c i a) , e q u i 1 i b r a d a c o n b u f f e r T r i s ~ H C1 c o n t e n i e n d o 

0.2% Emulgen 911. La columna fue lavada con el mismo buffer a 

una velocidad de flujo de 4.62 ml/h a 4oC. La fracción adsorvida 

fue elui da con 0.5 M NaCl. La actividad inhibidora fue ensayada 

en muestras de 0.1 mi.

Estudios realizados en humanos.

Todos los estudios en humanos fueron realizados dentro de las 

normas eticas enunciadas en la Declaración de Helsinki, luego de 

e x p r e s o c o n s e n t i m i e n t o f i r m a d o„

I) Pacientes con sindrome de insensibi1 idad a los androgenos

a> Preparación de las células de Leydig. Se estudio la 

pr od uc ci on d e tes t os t er on a in v i t r o por ce1ulas d e Leyd i g d e d os 

paci entes de 18 anos can si ndrome de i nsensi b i 1 i dad a 1 os 

a n d r o g e n o s (f e m i n i z a c i o n t e s t i c u 1 a r) . L o s t e s t i c u 1 o s f u e r o n 

e x t i r p ados por e1 equipo de ci rug i a de 1 Hosp i t a 1 A1v ar ez de 1 a 

Capital, los que fueron depositados en PBS frió y trasladados al 

L a b o r a t orio. In m e d i a t a m e n t e f u e r o n d e c a p s u 1 a d o s c o n u n a h o ja de 

bisturí y tratados con colagenasa como los testículos de rata, 

con la sola diferencia de que el tratamiento enzi matico se 

p r o 1 o n g o p o r e s p a c i o d e 3 0 m i n u t o s. E1 p r o c e d i m i e n t o p o s t e r i o r 

fue i dent i co al descr i pto mas arr i ba. Como contro1 se util i zaron 

células de Leydig de testículo normal, proveniente de hombres- 

o p e r a d o s p o r c a r c i n o m a d e p r o s t a t a.



b) Producción de testosterona por células de Leydig

humanas. Las células de Leydig (0.5 xlOeó en Q«„> mi) 

•fueron incubadas durante 3 horas a 34oC bajo atmosfera de 37. 

C02-957. aire en presencia de 10 ng de hCG para lograr la maxima 

estimulación. La producción de testosterona se valora por RIE 

tomando como par amet r o de est i mu 1 ac i on un set de ce 1 u 1 as i ncu- 

b a d a s e n a u s e n c i a d e h C G.

II) Pacientes oligo-astenospermieos

La evaluación dinámica in vivo de la función testicular del

Hombre se realizo en 128 pacientes con edades comprendí adas 

entre 21 y 37 años que consultaron por esterilidad en el Servi- 

cío de ftndrologia del Hospital de Clínicas General San Martin de

la Capital, quienes presen t ab an esper mog r amas p a t o 1 o q i c o s y

acti vi dad sexual normal. Los examenes el i ni eos y de laboratorio

que i nc1uyeron ent re otros, hemograma, g1ucemi a, y pr uebas de 

•funcionalidad hepática, renal, tiroidea y suprarrenal no eviden­

ciaron ninguna patología. En todos los casos la concentración 

c i r c u 1 a n t e d e p r o 1 a c t i n a f u e n o r m al. Los e s t u d i o s i n m u n o 1 o g i c o s 

realizados en semen y en el suero de ambos cónyuges -fueron 

negativos e incluyeron la investigación de anticuerpos anties- 

permaticos de superficie (MAR tests mixed-aglutinating 

reactions, e Inmunobeadss i nmunogl obul i ñas IgG, lgA e IgM, 

especificas para espermatozoides adheridos a partículas de
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p o 1 i a c r i 1 a m i d a) , y t e s t s especifi c o s p a r a a n t i c u e r p o s a g 1 u t i — 

nantes o inmovilizantes (Ki brick e Isojima). En ningún caso se 

obtuvo reacción positiva para VDRL y Sabin Feldman. Los estudios 

bacter i olog i cos par a g er menes comunes as i como p ará mi cop1 asma 

(u r e a p 1 a s m a u r e ¿a 1 y t i c u m) f u e r o n n e g a t i v o s t a n t o e i i 1 a 1 e a. y 

2da» porción de la micción, como en el semen. No se detecto 

chlamydias por inmuno!luorescencia indirecta con anticuerpos 

monedonales en semen, orina o flujo vaginal de las parejas 

i n c 1 u i d a s e n e s t e e s t u d i o.

Luego de determi nar 1 as caras teri st icas f i sicoqui mi cas y 

morfológicas del semen se realizo el contea espermatico en una 

camara Mak1er ultraplana con una videocamara receptora de 1 a 

imagen del microscopio conectada a una computadora Finecom 

m o d e 1 o A T , lo q u e p e r m i t i o, e v i t a n d o 1 a s u b j e t i v i d a d e n 1 a 

o bservaci on, d et erm inar 1 a c on cent r ac ion de espermatozoi des por 

mi , el porcentaje de movilidad, la linear id ¿id de la tf ayector i a 

y la velocidad de migración, la cual en condiciones normales es 

de 25 micrones por segundo. Se emplearon como con ti' ul 10 hombr es 

normales con edades comprendidas entre 22 y 35 anos, los que 

p resentaban espermogramas n orma1es y !ertilldad veri ficada

dentro de los ó meses anteriores al estudio por habet' logr ado 

embar azos espontaneamente. Los pac i entes fueron considerados 

oligo“~astenospermicos por lo menos por 2 análisis de semen en 

1 o s q ue demost ro una d i smi nuci on de la movi 1 i d ad esp ermat i ca y 



ii n a c o n <::: e n t r a c i o n d e 10 2 0 x 10 e 6 e s p e r mato z o i d e s / m 1..

Ill) Pacientes con varicocele.

Se estudiaron 110 pacientes con varicocele grados I a III, 

con niveles normales de prolactina y gonadotrofinas. En todos

los casos, se encontraron alteraciones seminales! 4 pacientes

presentaban azoosperm i a, 54 o1 i g osper m i a, y 1os r estan t es 52

tenían astenospermia. El varicocele se localizo en el testículo 

izquierdo en 76 pacientes, mientras que f ue bilatei' al en .i.os

de ambos test i culos se vi o d i s minui do so1 o en 8 casos, mi entras

restantes. De 1 os p ac i en t es c on var i c oc e 1 e un i 1 a t er a .i. 14

presentaban di smi nui do el tamaño de ambos testicu 1 os, mi er11!• as

que otros 14 s o 1 o m o s t r a r o n d i s m i n u i d o e 1 t a m a n o d e 1 t e s t i c u 1 o

izquierdo. De 1 os pacíentes con vari coce1e bi 1 atera1, el tamano

que en 7 c a s o s s e e n c o n t r o d i s m i n u i d o e 1 t a m a n o d e 1 t e s t i c u 1 o

i zquierdo. E1 estudi o de semen se real i zo com se i nd i ca mas

arriba para 1 o s p a c i e n t e s o 1 i g o—a s t e n o s p e r m i c o s«

Respuesta testicular a la ganadotro-fina corionica humana (Test 

de hCG)-

A los pac i ent es o 1 i go-• astenosper mi cos se les ex t r a j o 3 

muestras básales de sangre con un intervalo de 15 minutos, e 

i nmedi at amente r eci b i er on una i nyecc i on i . m. de 5O!-jO UI de hCb 

(Endocorian, ELEA)- Nuevas muestras de sangre fueron obtenidas a
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2, 4, 24 y 48 horas posteriores a la misma

sangre en

48, 72 y

d e r e s p u e s t a d e 1 o s h o m b r e

este grupa f ueron ob t eni das

normal es, 1 as muestras de

después de la inyección de hCG Los sueros

f u e r o n c o n s e r v a (i o s a 20oC hasta su procesamiento En

a 1 a - 4 , 6 ,

las 3 m u e s tras ba sa 1 es se det ermin o LH, F8H, testost erona, 

estradiol y 17 hi drox i progesterone... En cada muestra obtenida 

luego del estimulo son hCG se determino testosterona, estradiol, 

17 hidroxiprogesterona y hCG. Todas las muestras de suero de un 

mismo hombre se procesaron en un mismo RIE para evitar el error 

i n t e r e n s a y o d e 1 m e t o d o.

Test de LHRH.

a) Agudo. Se admi ni straron 100 ug de LHRH (Luteol iberi na 

ELEA) por via endovenosa a través de un catéter y se extrajeron 

muestras de sangre para la determinación de LH y FSH antes, y a 

los 30 y 60 minutos de la inyección.

b) Infusión. Se administraron 100 ug de LHRH di sueltos en 240

m 1 d e s o 1 uc i o n f i s i o 1 o g i c a e s t er i. 1 , 1 o s c u a 1 es f ueron

administrados por via endovenosa durante 4 hs, a razon de 1 

ml/min. Las muestras de sangre para la determinación de LH y FSH 

fueron obtenidas antes y a las 1, 2, 3 y 4 hs de comenzada la

i ntusi on.
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Tratamiento con Aminoglutetimi da

El tratami ento con e1 i nhi bi dor de 1 a aoti vi dad aromat asa 

c on s :i st i o en 1 a ad m i n i s t r ac i on d e 1 g d i ar i o d e 1 a d r og a dur an t e 

90 días a 22 pacientes» La administración de aminoglutetimida se 

acompaño de 20 mg de hidrocortisona, para compensar el bloqueo 

supr ar r ena 1 ocasi onado por e 1 i nh i b i dor .. A los 30 di as de 

iniciado el tratamiento se repitió el test de hCG. .A los 90 dis 

se repitió el análisis de semen.

Determinaciones hormonales

La determinación de LH y FSH se realizo por radioinmunoensayo

de doble 

descr i ptas 

iod i n ac i on

a n t i c u e r p o d e a c u e r d o c o n técnicas previ amente

(188). Los anticuerpos, estándares y hormonas para

•fueron donadas por el National Hormone and Pituitary

Program perteneciente al National Institute of Arthritis, 

Diabetes and Digestive and Kidney Deseases (NIADDK), National 

Institutes of Health (NIH), USA» La iodinación se realizo según 

1 a tecni ca de Hunter y Gr eenwood (189) . El rango de ef i ci enci a 

de iodinacion (n = 6) emp1eando 1 mCi de 1251 (NEZ-033H, New 

England Nuclear, USA) y 2.. 5 ug de hormona, fue de 40 a 657. para 

FSH y cje 35-55% para LH. La eficiencia fue calculada por la 

integración de la radicacti vi dad encontrada en los picos de 

hormona iodinada y de 1251 libre, separados por cromatografía en 

Sephadex 8-100 (Pharmacla Fine Chemicals, Suecia). El anticuerpo
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u t i 1 izad o e n 1 o s RIA s c a m o s e g u n d o a n t i c u e r p o f u e o b t e n i d o e n e 1 

C e n t r o d e Ref e r e n c i a d e Rad i o i n m u n o e n s a y o d e L a P1 a t a par 

i n y e c c i o n e n c a r n e r o d e g a m m a g 1 o b u 1 i n a d e c a n e j a.

La det er mi nac i on de pr o 1 ac t i na se r ea 1 i z o por met odo de do b 1 e 

a nti cuerpo—Po1 iet i1eng 1 i co1, segun teen icas previ amente desc r ip — 

tas (190)» El anticuerpo, standard y hormona para iodinacion 

•fueron donadas por el National Hormone and Pituitary Program, 

NIADDK, NJ.H, USA. La preparación hipofisaria NIADDK-hPRL-I-7 

(p p—9 9 0 o) f t.i e i o d i n a d a p o r u n m e t o d o p r e v i a m e n t e d e s c r i p t o 

(191).

L os RIAs d e test osteron a y estrad i o1 f ueron d esarro11 ados en 

e1 Cen tro d e Ref eren ci a de RIE uti 1 izand o la t ecn ica de Carbo > i 

Dextran 2s 0.2 mg/tubo) para la separación de la -fracción libre 

del trazador. La determinación de dichos esteroi des en los 

sobrenadantes de 1 as preparaci ones ce 1 u 1 ares se rea 1 izo di recta-• 

m e n t e , efe c t u a n d o s o 1 a m e n t e 1 a s d .i. 1 u ció n e s a p r o p i a d a s. P a r a 1 a 

determinación en suero, las muestras -fueron extraidas con eter 

etílico, efectuando el RIE sobre el extracto etereo evaporado» 

El anti suero anti-testosterona fue obtenido por inoculación a 

c o n e j o s d e 1 c o m p 1 e j o T -- 6 -■ o x i m a—B S A (S i g m a) , s e g u n m e t o d o p r e v i a 

mente de script o (192) « Se empleo como trazador (1 , , ó, .-■•-••

testosterona (actividad especifica 85-105 Ci/mmol, New England 

Nuclear, USA). El RIE se realizo en tubos de vidrio de 12 x 75 

mm en un volumen final de 0.5 mi , utilizando como di luyen te F-BS



O a 2 M c o n t e n i e n d o 0. 1 ”4 g e 1 a tina. L o s t u b o s se i n c u b ar o n 1 O

minutos & 50 oC y 10 minutos a 4oC. Seguidamente se le agrego 0.1 

m 1 d e 1 a s u s p e n s i o n d e c a r b o n s d e x t r a n , a g i t a ri d o y i g o r o s a m e n t e 

durante 10 segundos. Luego de i 0 mi nutos de i ncubaci on a 4oC, 

los tubos -fueron centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos, y los 

s o b r e n a d a n t e s r e c o g i d o s e n m i n i y i a 1 e s d e p o 1 i e t i 1 e n o (P o 11st o r 

SA, Argentina), a los que se les agrego 1.5 mi de liquido de 

centel 1eo.

El antisuero anti-estradiol fue obtenido por inoculación en 

c o n e j o s d e 1 c o m piejo es t r a d i o 1 6 o x i m a - B S A (S i g m a) . See m p 1 e o 

como trazador (2,4,6,7-3H)-estradiol (actividad especifica 

90-115 Ci/mmol, New England Nuclear, USA). La Tabla I muestra la 

especi f i c i dad de 1 os ant i cuerpos de testosterona y estr adi o 1 

empleados.

La determi nacion de p r e gneno 1 ona f ue rea 1 i zada por el metodo 

de Di Pietro y col (193).

La medición de la radioactividad de las muestras de RIE se 

r e a 1 i z o e n u n c o n t a d o r a u t o m a t i c o N u c 1 e a r M e d i c a 1 L a b o r a t o r i e s, 

modelo in-V-tron 4010, con una eficiencia para 1251 del 757., y 

en un contador de cente 11 eo 1 i qui do Nuc 1 ear Ch i cago mode 1 o 

70008, c o n u n a e f i c i e n c i a d e 1 4 5 ”4 p a r a 3 H..

Los RIEs de dehidroepiandrosterona, 17 hidroxiprogesterona y

a n d r o s t e n o d i o n a f u e r o n r e a 1 i z a d o s c: o n k its c o m e r c i a 1 e s 

(Diagnostic Products Corporation, USA), utilizando trazadores 
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La determinación de cAMP se realizo por radioinmunoensayo en 

a 1 icuotas de 1 a suspensi on ce1u1 ar despues de la inmersion en 

Lina baño a ebullición durante 10 minutos y luego de centrifugar 

a 1400 x g por 10 min.

Tabla I. Reacción cruzada de diversas esteroides con 
antitestosterone y antiestradiol

Esteroide ensayado
7.

Anti-T 
de reacción

Anti-E2
X de reacción

Test ost eron a 100 < 0.0 1
5 a d i h i d r o t e s t o s t e r o n a 88 < 0.0 1
5 a 3 a androstanodiol 17 < 0.0 1
5 a 3 B a n d r o s t a n o d i o 1 32 < 0.0 1
D 5 an drostenodio1 8 0. 04
D 4 a n d r o s t e n o d i o n a 58 < 0.01
D e h i d r o e p i a n d r o s t e r o n a <0. 01 < 0. 01
S u 1 f a t o d e D e h i d r o e p i a n d r < 0.01 < 0 .. 0 1
A n d r o s t e r o n a < 0.01 < 0.0 1
E t i o c o 1 a n o 1 o n a < 0 „ 01 < 0« 0 1
17 B e s t r a d i o 1 < 0. 01 100
Estrena 0.68 6
Estriol < 0. 01
P r o g e s t e r o n a < 0.01 < 0. 01
17 0 H P r o g e s t e r o n a < 0.02 < 0. 01
P r e g n e n o 1 o n a < 0.01 < 0.01
Pr egnand i ol < 0.01 < 0 . O 1

17 H 0 p r e g n e n o 1 o n a < 0. 01 < 0.01
Corti sol < 0.01 < 0 . 0 1
Corti sana < 0.. 01 < 0.0 1
C o r t i c o s t e r o n a < 0.01 <0.01
11 d e s o x i c o r t i s o 1 < 0.. 01 < 0.01
11 d e s o x i c o r t i c o s t e r o n a j. » O. 16
Aldosterona < 0. 01 0.. 03

Estudio estadístico

El estudio estadístico se realizo empleando el test "t" de

Student para muestras pareadas. Una diferencia con valor de p <

0.01 fue consi derada estadi st icamente si gni ficati va«
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RESULTAD 0_S

I. Estudios -Físicos y bioquímicos de la célula de Leydig

La purificación parcial de preparaciones crudas de células de 

Leydig ha s i d o 1 ograda en vari os Laboratorios empleando

densidad con Metr izamida (194,195), Ficoll

(195,196), Fi col1- Paque y Percol1 (197). De todos estos

método gradi ente d e M e t r i z a m i d a h a m o s t r a d o p r o d u c i r

celulares con el ma

comp1e t amen t e separadas de los q 1 obu 1 os ro jos.. La 1 i mi tac i on de

, el

p r e p a r a c i o n e s

e s t o s p r o c e d i m i e n t o s r e 1 a t i v a e s c a s a c a n t i d a d de células

que pueden cargarse en el gradiente (no mas de 100 mill ones)

Esto, sumado al hecho de que las pr ep arac i ones cr ud as de células

i n t e r s t i c i a 1 e s d e 1 t e s t i c u 1 o c o n t i e n e n a p r o x i m a d a m e n t e

de hace p a r a 1 o g r a r u n can t i d ad

i importante de celulas puras se deban preparar numerosos

gradi entes, p r o c e d i e m i e n t o i m p r a c t ico.v o 1 v i e n d o e s t e

moti vo, hemos i ntentado a p 1 i c a r e 1 m e t o d o d e 1 a

el utri ación 1 a s e p a r a c i o n d e c e 1 u 1 a s

por su ve 1 oc i d ad de sed i men t ac i on, e1 cual ha demostrado tener

re a y o r c a p a c i d a d d e c a r g a y m a y o r v e 1 o c i d a d d e r e s o 1 u c i o n

El elutri ador consiste en un rotor de centrifuga conteniendo 

una camara de separación, la cual tiene un orificio de entrada y 

un o d e sa 1 i d a d e 1 i q u i d o q ue es i n y ec t ad o d esd e e 1 e x t er i or
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mientras el rotor gira (Fig. 4)» Una ventana ubicada en la tapa 

d e 1 a c e n t r i -f u g a p e r m i t e o b s e r v a r 1 a c a m ara, g r a c i a s a 1 a 

i 1 u m i n a c i o n p o r p o r c i o n a d a p o r u n a 1 u z e s t r o b o s c o p i c a. L a s s o n 

inyectadas a traves de una bom b a peristaltica que permi te 

regular la velocidad del Flujo de entrada» Una vez dentro de la 

camar a en m ov i mi ent o 1 as ce1u1 as se en c uentr an somet i d as a dos 

•f u e r z a s o p u e s t a s s p o r u n a 1 a d o 1 a t u e r z a c e n t r i F u g a, p r o d u c i d a 

por giro del rotor, y por el otro la -fuerza centrípeta provocada 

p o r e 1 f 1 u j o d e e n t r a d a d e 1 i q u i d o (F i g 5) « L a v e 1 o c i d a d d e 

■flujo para cargar las células en la samara debe ser tal que no 

s u p e r e 1 a F u e r z a c e n t r i -f u g a, d e m o d o q u e 1 a s c e 1 la 1 a s q u e e n t r a n 

quedan retenidas en la samara. Mientras esto ocurre la velocidad 

de gi ro de1 rotor se manti ene constante a 200O rpm«

Una vez en el interior de la camara de separación, las 

células se acomodan de acuerdo a sus velocidades de 

sedi ment aci on, p r oc eso reg i d o por la si gui en te ecuaci on s

s 1.93 x -f/R 2

donde s es la velocidad de sedimentación (mm/h.g), -f es el -flujo 

v o1ume t ri co (ml/min), R e s 1 a ve1 oci dad d e1 r otor exp r esad a en

miles de rpm, y 1.93 es una constante que involucra las

c a r a c t e r i s t i c a s d e 1 r o t o r y 1 a c a m a r a y 1 a s c o n v e r s i o n e s d e

m i n u tos a h o r a s y d e c e n t i rr¡ e t r o s a m i 1 i m e t r o s.

Cuando se ha logrado el equilibrio, el aumento gradual de la 

v e 1 o c i d a d d e F1 u j o p e r m i t e i r d e s a 1 o j a n do la c: a m ara de las
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FIGURA 4. El sistema de la elutriacian centrifuga.
El b(.i F Fer o 1 as muestras son impu 1 sados haci a 1 a camar¿a de 
s e p a r ¿a c i o n p o r rn e d i o de u n a b o m b a peristal t i c a q u e r e g u 1 a 1 a 
v e 1 o c i d a d d e 1 F 1 u j o. L. ¿a recaí e c c .i. o n s e e F e c t li a e n e 1 1 a d o 
opuesto después que 1 ¿as células salen de la camara. El 
proced i mi ento puede ser obser vado desde el ex ter i or med i ante 
una abertura efectuada en la tap ¿a de 1 ¿a centrifuga,
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1

3

Fuerza centrífuga ------- ►

Contraflujo

FIGURA 5. La camara de separación celular.
1„ Las células en suspension entran en la camara por el 
f ondo de .1. a m.i. sma , i mpu 1 sadas por 1 a bomba per i sta 11 i ca.
2. Las células se acomodan de acuerda a su velocidad de 
sedimentación balanceadas por el -Flujo contrario a la -Fuerza 
centrifuga.
3. Cuando el flujo aumenta, las células mas livianas que se 
h a b i. a n c o 1 o c ¿a d o e n 1 a par t e s u p e r i o r s o n d e s a 1 o j a d a s „
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células mas livianas. De esta -forma se van recogiendo en el 

exteri or de 1 a centri f uga, d i f erentes f racci ones ce1ulares. Al 

•finalizar el procedimiento se detiene el rotor, de modo que se 

recogen todas las células que aun permanecían en la camara (wash 

o u t) . L a t i n c i o n e s p e c i f i c a d e 1 a s c e 1 u 1 a s r e c o g i d a s u t i 1 i z a n d o 

el método de la 3 B h i dr ox i --ester o i de deshi drogenasa permitió 

det er mi n ar 1 as f r ac c i on es c on t en i en d o 1 as c e 1 u 1 as d e Ley d i g 

(Tabla II).

Tabla II. Elutriacion centrifuga de células intersticiales de testículo de rata adulta.

Fracción
Hulero

1 2 3 4 5 6 *T 8 9 10 11 12

Flujo / 10 13 15 17.5 20 25 30 35 40 45.5 Hash
(il/iirü out

Vel. Sed. 3.3 4.8 6.2 7.2 8.4 9.6 12 14.4 16.8 19.3 22 >22
ísffi/h.g)

Células 56 2.1 11 4.2 3.5 3.4 4.0 3.4 3.0 3.5 2.8 3.1
recup.(X)

Células de 0 0 0.9 1.0 2.5 7.0 12 93 95 94 92 93
Leydig (X)

I-I-Analisis morfológico y funcional de las fracciones

L a fraccion i c ont eni a 1 a mayor p ar t e de los er it r oci t os 

presentes en la preparación cruda, con un pequeño porcentaje 

presente tambi en en 1 a fr acc i on 1. La mi croscopi a e1ectr on i ca 

revelo ademas que las fracciones 1 a 7 eran heterogéneas e 

i n c1u i an la mayori a de las ce 1 u 1 as c ont am i nan t es d e 1 os t ub u1 os, 

m a c r o f a g o s, c e 1 u 1 a s e n d o t e 1 i a 1 e s, c e 1 u 1 a s d e L e y d i g d a ñ a d a s y
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restos celulares» Solo una reducida proporción de estos 

elementos (< 47.) presentaban la típica estructura de una célula 

de Leydig, y fueron localizadas principalmente en las fracciones 

6 y 7.. Por el contrario, las fracciones 8 a 12 contenían la 

m a y o r p a r t e d e 1 a c e 1 u 1 a s d e L e y d i g i n t a c t a s» L a u 11 r a e s t r u c t u r a 

de una célula de Leydig de rata madura incluye un abundante 

r e t i c u 1 o e n d o p 1 a s m i c o 1 i s o, m i t o c o n d r i a s c o n p r o n u n c i a d a s 

crestas i nt ernas, un gran nuc1eo con un an i 11 o fi no de 

h e t e r o c r o m a t i n a c o n t e n i e n d o 2 n u c 1 e o 1 o s, y a d u n d a n t e s g o t a s d e 

1 i pi dos di semi nadas en el ci top1 asma (199)» E1 tamano de 1 as 

células de Leydig en las fracciones 8-12 fue de 120 + 38 um 2 

(media + 08), similar al reportado por Risbridger y col (200) y 

Mori y col (201)»

Las fracciones 1 a 7, colectadas entre 7 y 25 ml/min 

contení ¿Yin el 80—85% del total de células aplicadas a la 

e1ut ri ac i on, con menos de1 4% de ce1u1 as de Leydi g teñi das por

técnicas ci toqui micas, mientras que las fracciones colectadas 

por encima de

aplicadas, con

c o n t a m i n a n t e d e

m 1 / m i n , c on t en i an 15-20 % de las células

90-95% de c e1u1 as de Leydig. E1 t i po c e1u1 ar

e s t a s p r e p a r a c i o n resu11o ser espermatocitos en

el estada de paquiteñe, a . j u z g a r p o r 1 a p r e s e n c i a c o m p 1 e i o s

si napto1emi cos en sus nuc1eos asoc i ados a f i brillas compactas de 

c r o m a t i n a (202) .. U n a p e q u e n a y v a r i a b 1 e p r o p o r c i o n d e 1 i n f o c i t o s 

fue habítualmente encontrada en estas fracciones, reflejando la 
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capaci dad de estas ce1u1 as a uni rse a células de Leydig f orman do 

t i p i c a s r o s e t a s (203) „

La acti v idad f un c i ona1 de 1 as fracciones célulares separad as 

por elutriacion fue evaluada mediante la incubad on in vitro en 

incubador metabolico, en presencia o no de hCG en el medio de 

i nc ub aci on para log r ar maxi ma esti mu1 aci on de 1 as c e1u1 as de 

Leydi g (Fi g« 6) . En en sayos para1e1 os se va1 oro 1 a produc c i on de 

t e s t o s t e r o n a, c A M P e x t r a - e i n t r a ~ c e 1 u 1 a r , y 1 a c a p a c i d a d d e 

union de la (1251)-~hCG» Estos resultados demostraron que la 

fracciones con células mas pesadas (Fracciones 8 a 12) poseían 

la mayor producción hormonal y la mayor capacidad de union a la 

hCG marcada. Por el contarlo, las fracciones 1 y 2, conteniendo 

c e 1 u 1 a s c o n 1 a m a s b a j a v e 1 o c i d a d d e s e d i m e n t a c i o n n o m o s t r a r o n 

p r o d u cci on de testest er ona n i cAMP» Las fr acci ones 3 a 7 si bien 

tenían actividad enzimatica, la misma fue poco significativa, y 

debi da a ce1u1 as de Leydi g i n tact as contami nantes. La capaci dad 

de union a la hCS marcada fue baja en esas fracciones pero 

1 i ger amen te aumen t ada en las fr acci on es 6 y 7, aun con baja 

a c t i v i d a d m e t a b o 1 i c a. M i c r o g r a f i a e 1 e c t r o n i c a y a u t o r a d i o g r a f i a 

e 1 e c t r o n i c a m o s t r a r o n q u e las f r a c c i o n e s 1 a 7 c o n t e n i a n c e 1 u. 1 a s 

danadas y restos membrana 1 es con capaci d-ad de bi nding pero sin 

a c t i v i d a d e s t e r o i d o g e n i c a.. P o r e 1 c o n t r a r i o, 1 a r a d i o a c t i v i d a d 

encontrada en las fraccions 8 a 12 fue totalmente ligada a 

membranas de células intactas. La especificidad del binding fue
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OutFLUJO (ml/mifl)

FIGURA 6. Elutriacion centrifuga de células intersticiales 
dispersadas con colagenasa.
Las -fracs i one sí -fueron colectadas como se indica en 1 a Tabla 
2. células de 1 <a preparación cruda y las de las
el i st i n t as> -f r acc i ones -f uer on i nd i v i dua 1 me n t e pe 11 et eadas, 
r e sí uspe n d i d a s y c o n t a d a s. A p r o x i. m a d a m e n t e 1 m i 1 Ion d e
c: e 1 u 1 a s n u c lead a s / m 1 -f u e r o n i n c u b a d ¿a s e n u n a g i t a d o r
metabolico a 35 oC -for 3 h bajo at most er a de 957- 02x57. CÜ2
con o sin 50 ng/ml de hCG (para la producción de
testosterona y cAMP) , o con 200000 cpm de 1251-hCG (5--1.0 
ng) , con o sin 10 ug de hCG -friat. Los resultados son la 
m e d i a + D S d e i n c ub ac i o n e s p o r t r i p 1 i c a d o. N D: N o 
detectab 1e.
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í"onf i r mada por 1 a ausenc i a de g r anu 1 os de p 1 at a asoc i ados a 

otros tipos celulares y por la ausencia de granulos de plata en 

i nc ub ac i on es c on ex c eso de h 88 f r i a.

I.2—Gradiente de Metrizamida de células elutriadas

Con el objeto de observar el comportamiento en el gradiente 

de las ce 1 u 1 as de !....eydi g f r acci onadas por e 1 ut r i ac i on centr i + uga 

se prepararon 2 tipos de gradientes 8radiénte a (de 14 a o2/») y 

Gradiente b (de 16 a 24 7.). La preparación cruda de células 

intersticial es fue separada en dos fracciones principales; 

Fracción H (heterogénea, conteniendo las células de las 

•fracciones 1 a 7) y Fracción L (rica, en células de Leydig, 

conteniendo las células de las -fracciones 8 a íz.) . Ambas 

•fracciones ‘fueron aplicadas en distintos ex per intentos a los dos 

t i p o s d e g r a d i e n t e s (F i g. 7) .

Gradiente a: La Fracción L fue separada en 4 bandas, de las 

cuales solo las bandas II, III y IV contenían células de Leydig. 

La banda I conteni a los contaminantes espermatoei tos paquitene» 

Por su parte, la Fracción H fue separada en 5 bandas, 

con teni en d o 1 i nf oci tos, c e1u1 as germi nales, ce1ui as

endoteli al es, células de Leydig dañadas y restas celulares. La 

banda V solo contenia eritrocitos, mostrando ser el componente 

celular mas denso. La Tabla III muestra la distribución de 

ce1ulas en el gradi ente.
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PREPARACION CRUDA DE CELULAS DE LEYDIG

----
ELUTRIACION CENTRIFUGA

PREPARACION CRUDA DE CELULAS DE LEYDIG

1 1ELUTRIACION CENTRIFUGA 
f i

L
f>30ml/min

H
f<25ml/min

■ -hCG

0 +hCG

H L
f<25ml/min

- 
|-------------,-------

8

—CZ2

GRADIENTE DE METRIZAMIDA (a) GRADIENTE DE METRIZAMIDA (b)
1

i1!11!'YY L Pellet « GR

Hb f Lb

16% ¡¡li | ) 24% 16% | |

ND ND ,„R J ND

H? Ha Ha Ha Ia
I II Ill IV I

ND ND

H| H¡? Hb Hb Hb
II III IV

FIGURA 7. Subfraccionamiento en Gradientes de Metrizamida de
las fracciones
S e li t i 1 i z a r o n 
16-247.. Las

H y L obtenidas por elutriacion centrifuga. 
: t i p o s; d e g r a d i en t e s : (a) 14—327. y (b ) 

b an cl as c: e 1 ul ar es f uer on separad as,
cent1-i f ligadas , 1 a vadas y 1 uego i ncubadas para la produc c i on
de t est ost er ona. Los resultados son 1 ¿a med i a + DS de
incubaciones por triplicado. ND: No detectable.
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Tabla III. Separación en el gradiente a (14—32X lietrizamida) 
de las Fracciones H y L obtenidas por elutriacicn.

Gradiente b: La Fracción L fue separada en 5 bandas. Todas

HI HII HUI HIV HV

Densidad (g/ml) 1.049 1.078 1.086 1. í 05 1 . 148
Células encontradas (X) 43 45 8 4 0
Células de Leydig (X) 0 0 5 10 0

LI LII LUI LIV

Densidad (g/ml) 1.053 1. 080 1.087 1 . 106
Células encontradas (X) 10 10 58 22
Células de Leydig (X) 0 100 100 100 —

conteni an ce1u1 as de Leyd i g i ntactas excepto 1 a I, que conteni a 

los espermatocitos paquí teñe. La fracción H fue también separada 

en 5 bandas, solo que los eritrocitos esta vez quedaron en el 

p e 11 e t. L a T a b 1 a IV m u e s t r a 1 a d i s t r i b u c i o n d e c e 1 u 1 a s e n e 1 

gradiente»

Tabla IV. Separación en el gradiente b (16—24X Metrizamida) 
de las Fracciones H y L obtenidas por elutriación.

HI HII HUI HIV HV

Densidad (g/ml) 1 .. 048 1.069 1.090 1.099 1 . 108
Células encontradas (X) 47 39 5 u 2 6. 4 2« 4
Células de Leydig (X) 0 0 3 9 12

LI LII LIII LIV LV

Densidad (g/ml) 1.048 1.075 1.088 1.098 1. 110
Células encontradas (X) 12. 8 11.6 14 31 30. 6
Células de Leydig (X) 0 95 100 100 100



El análisis funcional de todas estas bandas demostró que la 

pr oducc i on de test ost er ona i n vi t r o so 1 o f ue encon t r ada en 

aquellas que contenían células de Leydig intactas (Fig. 7, 

p aneles i nferi ores)»

I.3~Elutriacion centrifuga de células separadas en el gradiente 

de Metrizamida.

Con el proposi to de comparar 1 os resu 11ados, se hi ci eron 

s e p a r a c i o n e s e n e 1 s e n t i d o i n v e r s o a 1 e x p u e s t o a n t e r i o r m e n t e. 

Para este fin se utilizaron gradientes de Metrizamida de 14-327., 

e1 cua1 concent ra 1 as ce1u1 as d e Leydi g en 1 as bandas II, III y 

IV» La separaci on por e1utriaci on de di chas bandas demostraron 

que las células de Leydig se separaban nuevamente en diferentes 

v e 1 o c i d a d e s d e s e d i m e n t a c i o n , p e r o c o n c a p a c i d a d ester- o i d o g e n i c a 

y contenido de receptores similares entre si (Fig. 8)» Las 

células encontradas en las fracciones de 2O y 25 ml/min 

contenían principal mente linfocitos, células endoteli al es y 

germinales y una menor proporción de células de Leydig.

Estos resultados han demostrado que las células de Leydig de 

u na prep arac i on d e ce1ulas i nt ersti c i a1es ob tenidas p or 

co1 ageni zac i on de testi cu1 os de rata adu11a presentan di f erentes 

característica gravitatori as (velocidad de sedimentad on y 

dens i dad), per o i den ti ca acti vi d ad bi o1ogic a, sug i ri endo 1 a
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ex :i. s t en c i a d e so 1 o un a p ob 1 ac i on d e c e 1 u 1 as ac t i vas.

II- Acción de la gonadotrofina en la célula de Leydig

Il.l-Sobre la secreción de testosterona y pregnenolona.

Ratas adu11 as fueron t r a tadas con so1uci on f i s i o1 ogi ca 

(Grupo control), o 10 ug de hCG por vía subcutánea.. Los animales 

(e n g r u p o s d e a 5) f u e r o n s a c r i f i c a d o s p a r a 1 a s e p a r a c i o n d e 

células de Leydig a los 15, 30, 45 minutos, 1, 3, 12, 24 y 48 

hor as poster i ores a 1 tratami ento. Las ce 1 ulas de Leydi g f uer on 

incubadas en parte para evaluar la producción de testosterona y 

pregnenolona, y en parte para determinar el numero de receptores 

de LH- Los esteral des producidos por las células fueron evalua­

dos con y sin el agregado de 100 ng de hCG en el medio de 

c u 11 i v o c o n e 1 o b j e t o d e p r o v o c a r u n a m a x i m a e s t i m u 1 a c i o n y 

compararla con la producción basal .. Como se muestra en la Figura 

9, 1 a a d m i n i s t r a c i o n d e 1 e s t i m u 1 o i n v i v o h i z o q u e 1 a p r o d u c c i o n 

basal de cada grupo (barras negras) fuera aumentando hasta las 6 

hs (efecto trófico), tiempo en que se hizo similar a la respues- 

t a m a x i m a o b t e n i d a i n v i t r o (b a r r a s r a y a d a s) « D e s p u e s d e 1 a s i 2 

h s 1 a c a p a c i d a d e s t e r o i d o g e n i c a f u e d i s m i n u y e n d o , d e s a p a r e c i e n d o 

las diferencias entre el basal y el estimulado (efecto desensi- 

b i 1 i z a n t e) . D a d o q u e la d i s m i n u c i o n d e 1 a s r e s p u e s t a s s e v i o 

tanto para testosterona como para pregnenolona, es posible 

inferir que la lesion o bloquea enzi matico parcial estarla
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FIGURA 9. Producción de pregnenolona y testosterona in vitro 
por células de Leydig aisladas de ratas adultas en -función 
del tiempo posterior a la inyección subcutánea de 10 ug de 
hCG.
Aproximadamente 1 millón ele células -fueron incubadas por 3 
horas a 34 oC sin (barras llenas) y con (barras rayadas) el 
agregado de hCG en el medio de incubación. Los valores 
representan la media +■ DS de 3 incubaciones.



ubicado en un paso anterior a 1 a s i n t e s i s d e e s t e u. 1t i m o

esteroí de.

11.2-Sobre  el numero de receptores de LH.

El numero de sitios receptores de LH sufrió un incremento 

h a s t a 1 a s 12 h s (u p - r e g u 1 a t i o n ) , d i s m i n u y e n d o p o s t e r i o r m e n t e 

(Fig. 10), hasta valores prácticamente no detectables (down- 

r e gu1 at i on)« Es i nt eresan t e not ar que 1 a di sm i nucion de 1 as 

r e spue s t a s e s t er oidogeni cas se hi z o ev i d ent e antes que 1 a 

perdi da de 1 os recep t o r es, i n i di cando 1 a i ndependemci a entre los 

d o s f e n o m e n o s..

II.3-Sobre  la actividad de las RNA Polimerasas.

Con e1 ob jeto de evalúar 1 os cambi os tr anscr i pc iona1es 

i n d u c i d o s p o r la ti o r m o n a t r o f i c a se de t e r m i n o 1 a a c t i v i d a d R N A 

polimerasa en núcleos de células de Leydig tratadas con una 

d o s i s d e s e n s i b i 1 i a n t e d e h C G.

La valoración de la actividad de las RNA polimerasas se hizo 

aprovechando la diferente sensibilidad de las mismas a la 

a - a m a n i t i n a y a la a c t i n o m i c i n a D, L a F i g. 11 m u e s t r a 1 a

inhibición provocada por los antibióticos sobre la incorporación 

d e 1 U T P r a d i a c t i v o. D a d o q u e 1 a R N A p o 1 i m e r a s a 111 r e s u 11 o s e r 

so1 o e1 5--7% de 1 a ac t i vi dad total, los si gui entes exper i men tos 

fueron realizados tomando la suma de las RNA polimerasas I+III y
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FIGURA 10. Numero de receptores de LH obtenido 
incubación de las células de Leydig con (125—I)—hCG.
L o s a n i m a 1 e s t u e r o n t r a t a d o s c o m o s e i n d i c a e n 1 a F .i. g 
Los valores representan la inedia + DS de 3 incubaciones.

por
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FIGURA 11. Efecto de alfa amanitina y actinomicina D sobre 
la incorporación de (3H1-UTP al RNA de núcleos de células de 
Leydig.
3 0 u 1 d e 1 a p r e p a r a c i o n n u c I e a r f u e r o n i n c u b a d o s p o r 10 m i n 
a 32oC con 30 ul de la mezcla de reacción mas 250 mM 
(arriba) o 50 mM (abajo) de sulfato de amonio (AS) como 
sigue: 1) sin nuevos agregados; 2) con 0.. 0001..100 ug/ml de
alfa amanitina; y 3) con 10 ug/ml de actinomicina D. Las
b ¿a r r a s (d e r e c h a) .i. n d i c ¿i n 1 a c o n t r i b u c i. o n d e c ¿a d a u n a d e las
3 R N A p o 1 i m e r a sí a s a 1 ¿a i n C o r p o r a c i o n t o t al de (3 H) — U "I P. L. o s
resultados sí on la media •+• DS de 3 ensayos.



1 a 11 La actividad de la RNA pel i merasa II fue mayor en

condiciones de alta -fuerza iónica (200 mM de sulfato de amonio), 

mientras que la de la RNA polimerasa I fue mayor a baja fuerza 

iónica (50 mM sulfato de amonio). La actividad de las 3 

polimerasas fue linear en un rango de 5 a 30 ug de DNA y 

v a 1 o r a d a s d e n t r o d e 1 o s 10 m i n u t o s d e i n c u b a c i o n.

E1 t r a t a m i e n t o an i ma1 es con 10 ug de hCG causo un

i n i c i a 1m a r c a d o i n c r e m e n t o

dentro de los 30 min después

RNA polimerasas II y I + III

d e 1 a i n y e c c i o n , a 1 c a n z a n d o n i v e 1 e s

max i mos al rededor 2+20 del valor

a 1 o s v a 1 o r e scontrol, r e s p e c t i v a m e n t e) , v o 1 v i e n d o

a p r o x i m a d a m e n t e (F i g Un segundo y m a s s o s t e n i d o

i ncremento e n 1 a a c t i v i d a d d e d i c h a s e n z i m a s se

las 12 y las 24 hs post-hCG (212+127. y 180+107. del valor 

control), manteniéndose hasta por lo menos 48 hs post-hCG. La 

actividad de las RNA polimerasas es mayor cuando se evalúa en 

c o n d i c i o n e s d e a 11 a f u e r z a i o n i c a d e b i d o a q u e e 1 d e s e n r r o 11 a 

miento del DNA hace que las cadenas de la doble helice esten mas 

expuestas a la acción enzimatica. Sin embargo, en estudios 

p r e v i o s (204) h e m o s d e m o s t r a d o q u e s i b i e n h a y d i f e r e n c i a s 

c uan t i t at i vas no hay d i f eren c i as cual i t at i vas en e1 pat r on d e 

r es puest a r ea1 i zand o e1 en sayo de 1 as poli merasas en con di c i on es

d e b a j a o a 11 a f u e r z a i o n i c a, y e n c o n s e c u e n c i a, t o d o s 1 o s 

ensayos subsiguientes fueron realizados en condiciones de alta
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FIGURA 12- Efecto de la hCG sobre las actividades de las RNA 
polimerasas II y I+III de núcleos de células de Leydig 
evaluadas en condiciones de alta -Fuerza iónica.
Las ratas fueron tratadas corno se indica en la Fig. 6. Los 
resultados son la media + 1)3 de 3 experimentos» (*) p <. 
0.0'5.
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•Fuerza iónica»

II.4~Sobre la actividad templante de la cromatina.

Con el objeto de determinar si el incremento en el proceso de 

t r a n s c r i p c i o n i n d u c i d o p o r e 1 e s t i m u 1 o g o n a d o t r o f i c o e r a d e bid o 

a alteraciones de la actividad templante de la cromatina o a un 

i ncr ement o d e la a c t i v i d ad d e 1 as RNA poli mer asas, c r omat i na de 

células de Leydig aisladas de ratas control, asi como de ratas 

tratadas con 10 ug de hCG, -fueron incubadas con RNA polimerasa 

de Escherichi a co1 i . Se e1 igi eron para e11 o 1 os t i empos de mayor 

actividad polimerasa (45 min y 24 h post-hCG)« No se observaron 

cambios significativos en la actividad templante de la cromatina 

que justifiquen los cambios observados en las enzimas (Fig„ 13). 

Resultados similares fueron observados cuando utilizamos RNA 

po 1 i mer asa 11 de euc ¿ar i ot es (semi 11 a de t r i go) (204)

III. Efectos de diferentes dosis de hCG

La estimulación de la actividad de las RNA p dimer asas fue 

observada también con dosis menores de hCG (0.. 1 y 1.0 ug), pero 

no de una manera dos i s- dependí ente, lo cual sugiere que aun 

baj as concentrac i ones de hCG son capaces de pr ovocar un maxi ma 

estimulación de dichas enzimas (Fiq. 14). En cuanto a la 

c ap ac i d ad es t er o i dog en i c: a , 1 as ce 1 u las de Ley d i g ais 1 ad as d e 1 os 

animales tratados con 3 dosis de hCG por 45 minutos mostraron un 

i n c r e m e n t o e n 1 a p r o d u c c i o n d e p r e g n e n o 1 o n a y t e s t o s t e r o n a t a n t o
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FIGURA 13. Actividad templante de la cromatina de células de 
Leydig.
Se incubaron por separado durante 30 minutos a 37 oC 1.5 ug 
de DNA cromatinico de células de Leydig obtenidas de ratas 
control (0) y tratadas con hCG por 45 minutos (•) y 24 horas 
( A ) , con cantidades crecientes de RNA polimerasa de E. col i 
en ausenc i a de nuc 1 eot i dos. Luego , 1 os nuc 1 eot i dos f uer on
agregados junto con 100 ug de heparina y 5 ug de 
rifa m p i c i n a« L a r e a c c i o n s e c o n t i n u o por 15 m i n u t o s mas a 3 7 
oC y se detuvo, como se indica en la sección Material y 
Métodos.
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TRATAMIENTO CON hCG (ug)

FIGURA 14- Actividad relativa de las RNA polimerasas en los 
picos de estimulación.
Las barras indican el aumento de la actividad respecto del 
basal (1007«) 1 u e g o d e 1 a a d m i n i s r trac i o n d e 3 d o s i s d e h C G „
Los re s u 11 a d o s s o n la m e el i a + d e 3 e x p e r i m e n t o s.
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en las células incubadas sin hCG como con las que se incubaron 

con hCG en el medio (Fig. 15, centro). Ademas, el aumento de la 

estero!dogenesis se hizo mas pronunciada cuanto mayor fue la 

dosis de hCG admi ni strada, debido a un primer efecto trófico de 

la gonadotrofi na. Por el contrario, la persistencia del estimulo 

durante 24 hs con las dosis de 1 y 10 ug de hCG hizo que las 

respuestas in vitro de pregnenolona y testosterona a la hCG 

agregada al medio fueran abolidas (Fig. 15, derecha). La dosis 

de 0.1 ug de hCG provoco a las 24 hs un pronunciado incrementa 

en la respuesta de pregnenolona (del 167% respecto de la 

respuesta del control), no acompañado por una estimulación de 

igual magnitud en la producción de testosterona (del 125%). Esta 

d i f e r e n c i a e n t r e 1 a s r e s p u e s t a s d e p r e g n e n o 1 o n a y t e s t o s t e r o n a 

i n d i c a n u n b 1 o q u e o p a r c i a 1 e n 1 a c o n v e r s i o n d e p r e g n e n o 1 o n a a 

t e s t o s t e r o n a e v i d e n c i a d o s o 1 o c o n 1 a m e n o r d o s i s d e h C G (1 e s i o n 

bi osi ntet i ca 1ejana). La ausenc i a de respuest a t ant o de pr egne 

nolona como de testosterona con dosis mayores de hCG indican un 

b1 oq ueo p r ev i o a la si n t es is de pr egn en o1 ona (1es i on 

bi os inteti ca c er cana).

IV. Papel del Estradiol

Para investigar el papel del estradiol en este proceso de

desensi bi 1 i zaci on de 1 a c e1u1 a de Leydig, se hi ci eron

ex per i men t os í
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FIGURA 15. 
células de 
0.1, 1.0 o
minutos o 24

Producción de pregnenolona y testosterona por 
Leydig aisladas de ratas control y tratadas con 

10 ug de hCG por via subcutánea durante 45 
horas.

Aproximadamente 1 millón ele células fueron incubadas por 3 
horas a 34 oC s i n (b arras lien as) y con (b arras r ay adas) e1 
agregado de 100 ng/ml de hCG en el medio de incubación. Los 
v a 1 o res r e p r e sent a n 1 a m e d i ¿a + I) S d e 3 in c u b a c i o n e s.
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1. - Tratamiento de ratas con estradiol, con el objeto de 

reproducir la estimulación de las RNA polimerasas que se observa 

con hCG, y

2. - Trat ami ento de rat as con h CG y an tiest rog enos (Tamoxi fen, 

Aminogluteti mi da y Androstatriendiona), con el objeto de 

b 1 oquear e 1 estr adi o 1 pr oduci do como consecuenci a de 1 a admi ni s- 

t r a c i o n d e 1 a h C G-

IV.I-Tratamiento con Estradiol. La admi nistracion de 

estradiol a ratas hipo-fisectom izadas indujo un aumento de las 

RNA polimerasas similar al encontrado con hCG sola, confirmando 

u n e -f e c t o e s t i m u 1 a d o r d e 1 a a c t i v i d a d n u c 1 e a r (F i g « 16).

IV-2—Tratamiento con antiestrogenos. Tanto la adminis­

tración de antiestrogenos (Tamoxifen), como la de inhibidores de 

la sintesis de estradiol (aminoglutetimida y androstatriendiona) 

a b o 1 i e r o n 1 a e s t i m u 1 a c i o n d e 1 a s R N A p o 1 i m e r a s a s i n d u c i d a p o r 

hCG, -fortaleciendo la idea de que este esteroide es el mediador 

d e 1 e -f e c t o n e g a t i v o q u e i n d u c e 1 a g o n a d o t r o -f i n a a a 11 a s d o s i s 

(F i g 17).

E s t o s h a 11 a z g o s h a n d e m o s t r a d o q u e 1 a e s t i m u 1 a c i o n b i -f a s i c a 

de las RNA polimerasas por hCG es mediada por estradiol, dado 

q u e 1 a a c t i v a c i o n e n z i m a t i c a e s ¿a b o 1 i d a p o r a n t i e s t r o g e n o s e



FIGURA 16. Efecto del estradiol sobre la actividad RNA 
polimerasa,
R a t a s h i p o f i s e c t o m i z a d a s t u e r o n t r a t a d ¿a s c o n 2 O O u g d e 
e s t r a d i. o 1 d i s u e 1t a e n a c: e .i. t e d e s e s a m o y 1 o s n u c 1 e o s d e 1 a s 
c e 1 u 1 a s d e I... e y d i g o b t e n i d o s a 1 o s t i e m pos i n d i c a d o s. C a d a 
valor representa la medí ¿a + DS de ¡nuestras por trípili., ado 
obtenidas de 7 ratas.. (*) ■-■■■ p < 0.05.
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FIGURA 17. Efecto de la hCG sobre las RNA polimerasas de 
células de Leydig tratadas previamente antiestrogenos.
L a s r a t a s f u e r o n t r a t a d a s
s u p e r i o r ) , A n d r o s t a t r i e n d i o n a 
a m i n o g 1 u t e t i m i. d a. (A G , p a n e 1 
p i*" o t oc o J. o en un c i a d o en 1 a sec: c i on 
v a 1 o r r e p r e s e n t a 1 a m e d i a + I) S d e 
ratas«

f ueron o o n t a m o x i f e n 
(ATD, panel 

inferior), de 
Materi al 

. muestras

(Tx, panel 
medio), o 

acuerdo al 
y M e t o dos. C ¿i d a 

o b t e n i. d a s d e 5
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i nduc ida por 1 a admi n i str ac i on de estr ad i o 1 . El pr i m er i ncr e•- 

men t o, o bservad o d entro d e 1 as 45 mi nutos, p adri a est ar re1 aci o- 

n a d o c o n 1 a i n d uc c i o n d e u n a p r o t e i n a q u e m o d ti 1 a r i a n e g a t i v a •- 

m e n t e 1 a s e n z i m a s m i c r o s o m a 1 e s r e s p o n s a b 1 e s d e 1 a c o n v e r s i o n d e 

p r e g n e n o 1 o n a a t e s t o s t e r o n a C17 a 1 f a h i d r o x i 1 a s a y 17,2 0 d e s m o - 

lasa), mientras que el segundo incremento, observado a las 24 

hs, estaría involucrado en otros aspectos de la regulación de la 

e s t e r o i d o g e n e s i s« U n m e c a n i s m o s i m i 1 a r f u e p r o p u e s t o p a r a 1 a 

ac c i on d e 1 os g1uc oc or ti c o i des en 1 as células de1 ti mo (205).

Sin embargo no podemos excluir la posibilidad de un efecto 

i nhi bi tor i o di r ecto de1 estradi o1 sobre 1 a tr anscr i pc i on del gen

de 1 si stema enz i mat i co F’-450 a 1 cua 1 per tenecen estas enz i mas

microsomales. Un efecto directo del estradiol sobre el genoma 

f u e p r o p u e s t o e n 1 a o v e. j a m a c h o c a s t r a d a d o n d e s e e n c o n t r o q u e

e1 estr ad i o1 i nduce di smi nuc i on de 1 a s i ntesis d e FSH por 

R N A m e n s a j e r o q u e c o d i f i c a 1 as u p r e s i o n d e 1 o s n i v e 1 e s d e

s u b u n i d a d b e t a d e d i c h a h o r m o n a

N u e s t r o s r e s u 11 a d o s s u g i e r e n

(206).

u n p a p e 1 r e g u 1 a d o r r e 1 e v a n t e d e 1

es tr ad i o1 como med i ador de 1 a aocion g on adot r of i c a sob r e 1 a

t r a n s c r i p c i o n g e n e t i c a d e 1 a c e 1 u 1 a d e L e y d i g. S i n e m b a r g o, 

t e c n i c a s m a s s o f i s t i c a das, t ¿a 1 e s c o m o t r a n s c r i p c i o n n u clear i n 

vitro de secuencias genéticas especificas (207), y síntesis de 

c o p i a s d e D N A o b t e n i d a s d e e s p e c i f i c o s R N A m e n s a. j e r o s p u r i f i c a -■ 

dos (208) clarificaran el papel preciso del estradiol sobre la 
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t r a n s c r i p c i o n n u c 1 e a r d e 1 ¿i c e 1 u 1 a d e L e y d i g»

V« Inducción de proteínas especificas por hCG y estradiol

Células de Leydig cultivadas, fueron tratadas con 100 ng de 

hCG durante varios tiempos entre 3 y 24 hs en medio 199 conte— 

n i e n d o B S A e n p r e s e n c i a y a u s e n c i a d e 500 n g d e T a m o x i f e n. S e 

p ros i g ui o c on camb i o de medi o 1 i bre de 1 euci n a y ad i ci on de 

(3H)-1euci na a 1 os cu11 ivos pre-1rat ad os con h CG o (14C)-1euci n a 

a los cultivos control« Después de 2 hs de incubación, los dos 

grupos de células fueron lavados, combinados y finalmente 

s o 1 u b i 1 i z a d o s a n t e s d e s e r a p 1 i c a d o s a u n a c o r r i d a ele c t r o f o r e - 

t i ca en g e1. La i n ducci on de prot ei ñas espec i f i cas por hCG o 

estradiol fue evaluada analizando las variaciones en la relación 

3 H/14C de las preparaci ones comb i n ad as«

El tratamiento con hCG indujo la sintesis de por lo menos 4 

proteínas, dos de las cuales (PM 62000 y 50000) fueron evidentes 

a las 3 y a las 6 hs de incubación, pero no las 20 hs (Fig.18). 

Dos proteínas mas de menor tamaño se hicieron mas evidentes 

desde las 3 a las 20 hs de incubación, siendo sus PM de 40000 y

27000. L a i n d u c c i o n d e 1 a p r o t e i n a d e p e s o m o 1 e c u 1 a r 27000 p o r

hCG fue inhibida por tamoxifen, agregado 20 minutos previos a la 

hCG y presente durante las 20 hs de incubación junto con la 

g o n a d o t r o f i n a (F i g.. 19) . E1 t a m o x i f e n solo, n o i n d u j o i n c o r p o r a—

c i o n d e 1 o s a m i n o a c i d o s m a r c a d o s..
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Rf

FIGURA 18. Evolución de la inducción de proteinas 
especificas por hCG en la célula de Leydig.
Las células -Fueron expuestas a 50 ng de hCG por 3, 6 y 20 
hs, y entonces incubadas con 50 uCi de (3H)—1eucina en medio 
1.9 9 - 0. 17. B S A s i n 1 e u c i n a F o r 2 h s. C e 1 u 1 a s n o t r a t a d a s 
(c o n t r o 1 ) F u e r o n i n c u b a d ¿i s c o n 5 u C i d e (14 C) 1 e u c i n a. L a. s
c e 1 u 1 a s t r a t a d a s y 1. a s n o t r a t a d a s -F u e r o n c o mb i n a d a s , 
so 1 ubi 1 i z adas y su je tas a. e 1 ec troF or esi s en ge 1 de SDS. La 
r e 1 a c :i. o n 3 H / 14 C -F u e g r a -F i c a d a con t r a los R f p a r a c a d a 
preparad on»
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Rf

FIGURA 19. Evolución de la inducción de proteinas 
especificas por hCG en la célula de Leydig.
Células de Leydig en cultivo Fueron expuestas ¿a 50 ng de hCG 
s o 1 a o e n p r e s e n c i a d e 5 O 0 n g d e t a m o x i F e n (T x ) p o r 2 0 h s „ 
E n t o n c e s , 1 a s c e 1 u 1 ¿a s F u e r o n i n c u b a d a s c o n 5 0 u C i d e
(31-1)-1 euc i n¿a en medio 199—0.17» BSA sin leusina» Células no 
tratadas (control) -Fueron incubadas con b uCi de 
(14 C) -1 e u c in a.» L a s c e 1 u 1 a s t r a t a d a s y 1 a s n o t r a t a d s F u e r o n 
c o m b i n a d ¿a s , s o 1 u b i 1 i z a d a s y s u. j e t a s a e 1 e c t r o f- o r e s i s e n g e 1 
de SOS» La relación 3H/14C -Fue gra-Ficada contra loss R-F para 
c a d a p r e p a r a c i o n»
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En cultivos expuestos a estradiol, se observa la inducción de 

una protei na de PM 27000 (Fi g. 20 , arr i ba) . Esta pr otei na

apareció también a las 6 hs de iniciado el tratamiento y fue de 

i d e n t i c o p e s o m o 1 e c u 1 a r a 1 e n c o n t r a d o c o n h C G. L a s i n t e s i s d e 

e s t a p r o t e i n a f u e t a m b i e n i n h i b i d a p o r t a m o x i f e n (F i g „ 2 0, 

abajo),

En consecuencia, la aparición de la lesion bi osintetica a 

n i v e 1 d e 1 a s e n z i m a s m i c r o s o m a 1 e s 17 a 1 f a h i d r o x i 1 a s a y 17, 2 0 

desmo1 asa, es precedi da por 1 a si ntesis de una proteina inducida 

específicamente por estradiol e inhibida por antagonistas de la 

¿í c c i o n e s t r o g e n i c a (209) , la q u e s e r i a t r a d u c i d a d e u n R N A 

mensajero sintetizada luego de la acción gonadotrofica (204).

E s t o s r e s u 11 a d o s r e f u e r z a n 1 o s p r e v i a m e n t e p u b 1 i c a d o s s o b r e la 

capacidad del estradiol de inducir una protein ¿a de peso mol ecu™ 

lar 27000, lo que fue demostrado en diversos tumores, órganos y 

lineas celulares humanas (210)

VI. Origen del estradiol testicular

L o s s i g u i e n t e s e s t u d i o s f u e r o n r e a 1 i z a d a s c o n e 1 o b j e t o d e 

di 1uci dar:

1. que comp ar t i mi en t o testi c u1 ar (ce1u1 a d e Leydi g o ce1u1 a 

de Serto 1 i ) es e 1 principa 1 responsab 1 e de la sintesis de 

e s t r o g e n o s , y

2. si el incremento de estradiol era debido a un aumento de



FIGURA 20. Evolución de la inducción de prateinas 
especificas por estradiol en la célula de Leydig.
Las células de Leydig fueron expuestas a 100 nq de estradiol 
por 6 (arriba y abajo) y 8 hs (abajo solo) seguido por 
c a mb i o d e m e d i o s .i. n 1 e u c j. n a. ’5 0 u C i d e (3 H) -1 e u c i n a f u e r o n
agregados a las células tratadas con estradiol, y 5 uCi de 
(140 --1 euci na fueron agregados a las células control o a las 
t r a t a d a s c o n e s t r a d i o 1 m a s 500 n g d e t a m o x i f e n (T x ) „ L a s 
c e 1 u 1 a s t r a t a d a s y 1 a s c o n t r o 1 e s f u e r o n c o m b i n a d a s , 
so1ub i 1 i z&das y suj et as a e1ect r oforesi s en ge1 de SOS. La 
relación 3H/14C fue graficada contra los Rf par ¿a caída 
preparar:i on.



1 IS

de sustrato, a una activación de la aromatasa, o a ambos.

VI. 1—Otimizacicsn del ensayo de la aromatasa. La 

actividad aromatasa aumento linealmente con el tiempo de 

incubación hasta los 30 minutos (Fig. 21.A), La enzima 

aumento linealmante con cantidades crecientes de células de 

L e y d i g (0.. 0 5 1» 0 x 10 e 6) d u r a n t e u n p e r i o d o d e i n c u b a c i o n d e 

60 minutos (Fig, 21,. B) „ El gráfico de Lineweaver-Burk 

o b t e n i d o p o r i n c u b a c i o n c o n c a n t i d a d e s c r e c i e n t e s 

t e s t o s t e r o n a c o m o s u s t r a t o (0.0 3 ~ 10 u M) a r r o j o u n K m

aparente de 1.69 ubi (Fig, 22), La actividad aromatasa fue 

i n h i b i d a p o r a n d r o s t a t r i e n d i o n a (A T D) , u n i n h i b i d o r

esp eci f i c o de ar omat asa, de un a f or ma d os i s—dependi en t e

(Fig, 23) con una ED50 5 uM, Dado que la. mayor dosis de 

A T D e nsayad a (500 uM) fue par ci a1mente solub1e en e1 medi o 

acuoso, elegimos 100 uM ATI) lo cual dio un blanco de

alrededor d e1 30 % de la act i v i dad total. En c on see uenc i a,

1 as cond i c i ones opti mas par a e 1 ensayo de 1 a acti vi dad 

aromatasa -fueron; 0.5”1.0 xl0e6 células, 3.0 uCi (2 uM) de 

sustrato (200—300 veces en exceso con respecto a los niveles 

de testoster ona i ntracelulares) , y 1 h de i ncubac i on, usando 

10 0 u M A T D c o m o b 1 a n c o.
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TIEMPO DE INCUBACION
(minutos)

CELULAS DE LEYDIG
(No. X 1O’G )

FIGURA 21. Optimización del ensayo de la aromatasa.
A. Un millón ele células de Ley dig se incubaron con 3uCi en 2 
u M d e (3 H) -• t e s t o s t e r o n a v a r i ¿a n d o e 1 t i e m p o d e i n c u b a c ion d e 
2 a 60 minutos. B. Cantidades crecientes de células se 
incubaron por 1 hora con 3uCi en 2 uM de (3H) --testosterona „ 
E1 v a 1 o r b 1 ¿a n c o f u e o b t e n i d o p o r i n c u b a c i o n e s e n p r e s e n c i a 
de 0.1 mM de an d r os t at r i end i o na (ATEO. Cada val or representa 
]. a m e d i a + E S d e i n c u b a c i o n e s p o r t r i p 1 i c a d o« L o s r e s u 11 a d o s 
son repr esent at i vos de 2 ex per i mentos.
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s

FIGURA 22. 0] 
Un millón de
Lt Ci de (3H
t e s t o s t e r o n a 
incubaciones 
(ATI)) . Cada 
p o r t r i p 1 i c a d o. 
ex per i men t. os .

t e s t. d s t e r o n a y c o 
■fría. 17.1 valor

e n p r e s e n c i a d e ü
v a 1 o r r e p r e s e n t a 1 a

L o a r e s u 1t a d o s
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ATD-^M

FIGURA 23. Actividad aromatasa de células de Leydig en 
respuesta a dosis crecientes de androstatriendiona (ATD). 
Cada valor representa la media + ES de incubaciones por 
tr i p 1 i cado. Los res,u 1tados son representat i vos de 2 
e x p e r i m e n t o s „
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de la actividad aromatasa

L a a c t i v i d a d e n z i m a t i c a v a 1 o r a d a s e p a r a d a m e n t e e n

de Sertoli y

d i f e r e n t e s e d a d e s s 5 d i a s, 15

c a r a c t e r i s t i c a s d e a m b o s t i p o s

(adultas). Las

com o la plireza

obteni dasd e 1 a s p r e p a r a c i o n e s p o r 1 o s m e t o d o s e m plead os han

sido ya publi cadas (211 ,21 2) . El numero d e r e c e p t o r e s de

L H / h C G a li m e n t o c on 1 a ed ad e n 1 a p r e p a r a c i.on de células de

Leydig, pero •F ue í“ a s i n o d e t e c t a b 1 e e n 1 a d e c e 1 li 1 a s de

Sertoli (Fig. 24, panel i zquierdo). El mayor numero de

r e c e p t o r e s d e FSH en c e 1 u 1 as d e S e r t o 1 i -F u e o b s e r v a d o e n 1 as

(Fig. 24, panelp r e p a r a c i o n e s

d e r e c h o) , m i e n t r a s que el bi ndi ng de FSH en ce1u1 as de

L e y d i g -f u e p r a c t i c a m e n t e detect ab1e» La peq ue n a cant i d ad

d e b i d n i d n g d e F S H e n 1 a s p r e p a r a d o n e s d e c e 1 u 1 a s d e L e y d i g

puede atribuirse a la presencia de un 13% de LH contaminante

FSH marcada usada como trazador- La

a c u m u 1 a c i o n d e c A M P e x t r a c e 1 u 1 a r a u m e n t o s i g n i f i c a t i v a m e n t e

e n 1 a s c e 1 u 1 a s d e L e y d i g s o 1 o d e s p u e s d e 1 a i n c u b a c i o n c o n

c e 1 u las d e S e r t o 1 i so 1 o d e s p li e s

i n cubad on 2 5) , i n d i c a n d o 1 a p r e s e n c i. a d e

c e 1 u 1 a r e s p u r a s L o s n i v e 1 e s d e a r o m a t a s a

aumentaron si g n i F i cati vamen te con 1 a ed ad en 1 as ce1ulas de

L e y di g, m i ent ras que d ecreci eron en 1 as ce1ulas d e Sert o1 i

p r e p a r a c i o n d e
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FIGURA 24. Sitios de union para las gonadotrofinas en 
células de Leydig y de Sertoli durante la maduración.
Cad a va 1 or r ep r ese n t a 1 a m ed i a + e 3 e t er m i n a c: i on esLo s
r e s u 11 a d o s s o n r e p r e s e n t ¿a t i v o s d e p o r 1 o f n e n o s 2
e ;< p e r i m e n t o s d i s t i n t o s..
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EDAD (Dias)

FIGURA 25. Efecto de las gonadotro-f i ñas sobre la producción 
de AMPc en células de Leydig y de Sertoli durante el 
desarrollo.
E1 AMPc ex tra c e 1 u 1 ar t ue va1 or ado en 1 as ce 1 ulas ai s 1 adas de 
ratas de 5, 15 y 60 días de vida en respuesta a la
incubación in vitro con 100 nG hCG o 100 ng FSH por 3 horas.
C a d a v a 1 o r r ep r e s e n t a 1 a m e d i ¿a + d e 3 d e t e r m i n a c i o n e s. L o s 
r esu 11 ados son r epr esentat i vos de por 1 o menos 2 
e x p e r i m e n t o s d i s t i n t o s„



(Fig- 26), indicando que la principal fuente de estradiol 

testicu 1 ar en el adu 11o es 1 a ce 1 u 1 a de Leydig. Estos 

resultados son de suma importancia ya que cambian el

c o n c e p t o d e 1 o s 2 c o m p a r t i m i e n t o s, q u e i n d i c a b a q u e 1 a

t e s t o s t e r o n a g e n e r a d a p o r 1 a c e 1 u 1 a d e L e y d i g b a j o 1 a

i n f 1 u e n c i a d e L H e s c o n v e r t. i d a e n e s t r a d i o 1 e n 1 a c e 1 u 1 a d e

Sertoli bajo el control de FSH. Luego, el estradiol formado 

se dirige a la célula de Leydig para ejercer su acción (94)„ 

De acuerdo a nuestros resultados este modelo es por 

consi gui ente de ap 1 i caci on en e 1 t.est i. cu 1 o i nmaduro, en 

donde predomina la actividad aromatasa de 1 a ce 1 u 1 a de 

S e r t o 1 i , n o asi e n e 1 a d u 11 o.

VI.2—Efecto de hCG y cAMP sobre la actividad aromatasa y 

la esteroidogenesis de la célula de Leydig.

a) In vitro. Células de Leydig en cu11 i vo fuer on tr a tadas 

por diferentes tiempos con hCG. La actividad aromatasa se 

i n c r e m e n t o s i g n i f i c a t i v a m e n t e (304.2+20. 1 a 404. 6+ 2 4 „ 7 

pg/10E6 células.h; p<0.05) dentro de los 30 min después de 

hCG (Fig. 27, arriba). Los niveles de testosterona en el

med i o de i ncubacion a u m entar on desde 5.64+1„2 ng/10E6

celulas a 1 o s •?.< O m i n hasta un plateau de 300+20.1 ng/10E6

celulas a 1 as 4 hs después de h CG (Fi g. 27, aba jo). Los

ni veles de estradiol aumentaron a 2.1+0.1 p g/10E6 c e lulas a



EDAD (dias)

FIGURA 26. Localización celular de la actividad aromatasa 
durante la maduración testicular.
L a a c t i v i d a d e n z i m a t i c a f u e v a 1 o r a d a e n p r e p a r ¿a c :i. o n e s 
pur i f i cadas de c:e 1 u. 1 as de L.eydi g (b¿arras 1 1 eñas) y c:e 1 ulas 
d e S e r t o 1 i (b a r r a s r a y a d a s) „ C a d a v a .1. o r r e p r e s e n t a 1 a m e d i ¿a 
+ DS d e 3 elet er m i n ac i oen s. Los r esu 1t ados> 
r e p r e s e n t a t :¡. v o s d e 2 e x p e r i m e n t o sí »

son
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FIGURA 27. PaneL__ superior: Efecto temporal de la hCG in
vitro sobre la actividad aromatasa de la célula de Leydig, 
expresada como porcentaje de su respectivo valor control a 
cada tiempo. Panel^__ i.Qf.eri_or: Producción de testosterona y
estradiol neta (estimulada menos control) en el medio de 
incubad on.
Cada val or representa la mecí i ¿a + DS de deter mi nad ones por 
tri p1 i cado. Los resu11ados son representati vos de 2 
exper i men tos.



m i n0 p e r m a n e c i e n d o c o n s t a n t e p o r al rededor

de hs el incremento fue mas

pronunci ado, al canzando

•l

vamente (Fi q. 27, abajo).

4

el objeto de comprobar si

e r a c o n s e c li e n c i a la acción de hCG mediada por cAMP, sed e

repitió la incubación pero con el agregado de i mM de

8-Bromo-cAMP y 5 uM de forskolina (Fig» 28), encontrándose

resu 11 ados si mi 1 ar es (1 a ac t i vi dad ar omat asa a 1 os 20

minutos fue 22.3+5 7« mayor que la basal , p<0.05). Sin

e m b a r g o, c u a n d o s e li s o 0. 12 u M d e t o x i n a col e r i c a, la

actividad aromatasa y el aumento de testesterona se hicieron 

e v i d e n t es alrededor d las 2 h s. E s t o li 11 i m o p o d r i a s e r 

exp1 i c ad o por 1 a c ompart amen t alizaci on de 1 as p r ot ei n as 

q li i n a s a s d e p e n d i e n t e s d e A M P c , q li e n o h a b r i a n p o d i d o s e r 

activadas por las bajas dosis de toxina colérica.

b) In vivo. Una hora después de la administración in vivo 

de 5 ug de hCG, la actividad aromatasa de la célula de 

L e y d i g s e i n c r e m e n t o e n a 1 r e d e d o r d e 1 17,4 % (d e 308« 8 +18» 9

a 362.6+21.. 1 pg /10e6 c e 1 u 1 as.. h; p < 005) , s i endo post er i or - 

m e n t e n o e s t a d i s t i c: a m e n t e d i f e r e n t e (Fig. 2 9, p a n e 1 

inferior). Los receptores de LH aumentaron entre 4-287. 

dentro de la primera hora, pero disminuyeron posteri ormente
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ACTIVIDAD AROMATASA

J I--------------L------------ 1--------------------------------------------- *-

5 10 20 30 60 120

TIEMPO (minutos)

FIGURA 28. Efecto temporal in vitro de 1 mM 8-Br-cAMP, 5 uM 
forskolina o 0.12 uM de toxina colérica sobre la 
testosterona y la actividad aromatasa.
Arriba. Los resultados se expresan como aumento neto de 
testosterona (estimulado menos basal). Abajo., Los resultados 
se expresan como el prosentaje de incremento respecto a su 
basal. Cada, valor representa la media + triplicados. Los 
valores de p para la actividad aromatasa fueron menos de 
0.015 para forskolina a los 30 y 60 min, para 8 br—cAMP ¿a los 
20, 30 y 60 min, y para la toxina colérica a los 120 min.
L o s r e s u 11 a d o s s o n r e p r e s e n t a t i v o s d e 2 e x p e r i m e n t o s.



Actividad Aromatasa

0 20 40 60 3 6 12 24 48

Minutos Horas

TIEMPO DESPUES DE hCG IN VIVO

FIGURA 29. Tratamiento ratas con 5 ug de hCG in vivo.
P^Q®l_superi_gr^_ Numero de sitios de binding para LH/hCG.
Paneles_____ centr.Hl_es£_ Producción de pregnenolona y
t. e s t o s t e r o n a .

a d a r o m a t a s aPanel inferior: Ac t i. v i d e x p r e s a d a c o m o
p o i'" c e n t a j e d e 1 v alo r c. a n t r o 1 al tiempo cero. Las c elula s
+ u e r o n i n c: u b a d a s p co r 3 h e n p r e s e n c i. a 
Cada valor representa la media + DS 
t r i p 1 i c a d o. L o s r e s u 11 ¿a d o s s o n 

o no de 100 ng de hCG.. 
d e d e ter mi naci on es por 
r e p r e s e n t a t i v o s d e 2

exp eri men t os. 



entre ur¡ 20-807. desde las 6 a las 48 hs. (Fig. 29, panel 

s u p e r i o r) .. L o s n i v e 1 e s b a sale s d e p r e g n e n o 1 o n a y 

test osterona en 1 as ce1u1 as a islad as se i n eremen tar on hasta 

su valor máximo alrededor de las 6 hs (108.3+11.1 y 50+55 

ng/10e6 celulas»3 hs, respect i vamente) , vol vi endo a 1 os 

niveles básales posteriormente (Fig. 29, paneles medios).

Como puede observarse, a las 3 hs ocurre un primera lesion

b i o s i n t e t i c a, con di sminucí on e n 1 a prod uc ci on de

testos t e r o na, s i n cambio en 1 a p r o d u c c i o n m a x i m a de

p r e g n e n o 1 o n a. Pero ¿a 1 as 12 h s post hCG, ya es evidente

t ambien una di smi nuc i on en 1 a prod uc c i on de pregnen o1 ona. E1 

contenido testicular de testosterona en los homogenates 

aumento significativamente desde 131+0-4 a 176+21 

ng/testiculo dentro de los 40 minutos y al camzo valores de 

768+80 ng/testiculo 1 hr despues de la. hCG (Fig. 30). Un 

peg ueño, aunq ue s i gni f i cat i vo i n c remen t o de est r ad i o1 

testicu1 ar se observo dentro de la primera hora (p<0.05), y 

f u e s e g u i d o d e u n m a r c a d o i n ere m e n t o p o s t e r i o r q u e a 1 c a n z o 

92+4 pg/testiculo) a las 3 hs, coincidente con la aparición 

de 1 a pr imera 1es i on bi os i nt etisa.

Est os ha 11 az gos sug i er en que 1 a hCG i nduce , a t r aves de 

s u s e g u n d o m e n s a _i e r o , e 1 c A M P , u n a a c t i v a c i o n d e 1 a 

a r o m a t a s a d e 1 a c e 1 u 1 a d e L e y d i g p r o d u c i e n d o u n p r i m e r y 

moder ado aumen t o en 1 a conc en t r ac i on de est r ad i o 1
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TIEMPO (minutos)

FIGURA 30- Contenido testicular de estradiol y testosterona 
después de una inyección de 5 ug de hCG-
C u a t r o t e s t i c u 1 o s d e c a d ¿a g r u p o -f u e r o n c o rn b i n a d o s , 
h omoq en i z ad os y p ost er i or rnen t e ex t r a i d os p ar a 1 a 
d e t e r m i n a c : i o n d e 1 o s e s t e r o i d es- C a d a v a 1 o r r e p r e s e n t a 1 a 
m e d i a + S d s d e e m i n a c j- °i"’e s P ° r t r i P *c: a c* ° •• ° s r e-s u- a d ° s
s o n r e p r e s e n t. a t i v o s d e 2 e x p e r i m e n t o s.



intracelular que desencadenar i a la cascada de eventos que 

11evan a 1 a desensibi 1 i zac i on medi ada por estradi oí„ El 

subsecu ent e i nc r ement o de 1 os n i ve1es de testost er ona 

generad o como consecuenci a de 1 a ac ti vidad est i mu1 atori a d e 

1 a h C G, p r o v e e r i a e 1 s u s t r a t o n e c e s a r i o p a r a p r o v o c a r u n 

segundo y mas marcado incremento de estradiol, ya que el 

aumento de estradiol se hace paralelo al de testosterona aun 

c u a n d o 1 a a r o m a t a s a p e r m a n e c e e n 1 o s n i v e 1 e s b a s a 1 e s..

VII. La lesion esteroidogenica no dependiente de estradiol

VII-1-Disponibi1 idad de precursores.

Hemos visto mas arriba que la desensibi 1 izacion de la 

r e s p u e s t a e s t e r o i d o g e n i c a d e 1 a c e 1 u 1 a d e L e y d i g o c u r r e p o r 

i nhi bi ci on enzi mati c a a dos a11uras de la biosintesi sí 1) a 

ni ve1 d e 1 a conver si on de preg neno1 ona a test ost erona (17 

alfa hi drox i lasa y 17,20 desmol asa), y 2) a nivel de la 

conver si on d e co1ester o1 a p r eg neno1 ona C 20,22 desmo1 asa) . 

La primera lesion se produce con dosis bajas de hCG y es 

ni e d i a d a p o r u n a p r o t e i n a i n d u c i d a p o r e s t r a d i o 1. E n c a m b i o 

la segunda lesion, ocurre con dosis mas altas de hCG y no 

depende de la acción estrogenica ya que no es prevenida por 

anti estrogenos. Con e 1 ob jeto de determinar si la 

d e f i c i e n c i a e n 1 a s i n t e s i s d e p r e g n e n o 1 o n a e r a d e b i d a a 

•falta de sustrato (col esteral) o a una inhibición del la



e n z i m a d e c .1. i v a g e d e 1 a c a d e n a 1 a t e r a 1 del cole s t e r o 1 (2 0,2 2

d e s m o 1 a s a) , s e e v a 1 u o 1 a c o n c e n t r a c i o n d e c o 1 e s t e r o 1 1 a 

m e m b r a n a i n t e r n a de 1 a m i t o c o n d ria d e 1 -a c e 1 u la de L e y d i g , 

e 1 c u a 1 e s e 1 m e t a b o 1 i c a m e n t e d i s p o n i b 1 e p a r a s u c o n v e r 

s i o n a p r e g n e n o 1 o n a«

Los n i ve 1 es d e coles t er o 1 lib r e f uer on en 1 a c e 1 u 1 a 

intactas 3+0.41 ug/mg de proteina, en la mitocondria total 

8+0.53 ug/ mg de proteina, y en membrana interna de la 

m i t o c o n d r i a 3 3 +1.9 la g / m g d e p r o t e i n a» L a a d m i n i s t r a c i o n i n 

vivo de 10 ug de hCG a ratas adultas, indujo a las 48 hs el 

b 1 o q la e o e s p e r a d o e n 1 a e s t i m la 1 a c i o n i n v i t r o d e p r e g n e n o 1 o n a 

(Fig 31, centro), y en consecuencia en la de testosterona 

(Fig. 31, abajo) .. Sin embargo, la concentrad on de 

co1est er o1 en 1 a membrana i nt erna de 1 a m i t ocon dria aument o 

c e r c a d e 1 10 0 X d e 1 c o n t r o 1 (F i g. 31 , a r r i b a) , i n d i c a n d o q u e

1 a d e t i c i e n c i a e n 1 a e s t i m u 1 a c i o n d e p r e g n e n o 1 o n a n o f la e 

debida a la f a 11a de precursores , sino probab 1 emente a a 1 gun 

t a c t o r i n h i b i d o r a n i v e 1 m i t o c o n d rial (213) ..

VII.2-Actividad inhibidora en la mitocondria.

En ex p er imentos i ni d a1es se eva1uaron los requer i m ientos 

de NADPH por la enzima 20,22 desmol asa, con el objeto de 

dilucidar la naturaleza de la inhibición (214)« Para tal fin 

s e i n c u b a r o n ü . i t o c o n d r i a s i n t a c tas d e c e 1 la 1 a s d e L e y d i q
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ug de hCG inyectados 48 hr antes

FIGURA 31. 
(arriba) y 
testosterona

Contenido mitocondrial de colesterol libre 
respuestas de pregnenolona (centro) y 

(abajo) a la hCG en células de Leydig aisladas
con una lesión biosintetica cercana.
Grupos de? 10 ratas -fueron tratadas con 10 ug de hCG o 
v e hi c u 1 o p o r 4 8 h s. L ¿a s c e 1 u 1 a s a i s 1 a d a s f u e r o n s e p a r a d a s e n 
2 f r acci ones í un¿a par a 1 a de?t ermi naci on de c:o 1 estero 1 y 1 a 
o t r a p ar a 1 a p r od u.c c i on i n v i t r o d e p r e g n en o 1 o n a y 
testosterona. Cada valor representa la mecí i ¿a + DS de 
incubaciones por triplicado. Los resultados son
representativos de 2 experimentos. MI Mí membrana interna de 
mi tocondr i a..



c ontro1 o pret ra t a d a s c o n h C G (d esensi bilí zad as) c on 

2 6 (14 C) •" c o 1 e s t e r o 1 y c o n c e n trac i o n e s v a r i a bles d e N A D F H, 

determinando la cantidad de acido (140-isacaproico formado»

De 1 os g r a f i c os de L i n eweaver—Bur k se ob t u v i er on los v¿a 1 or es 

de Km y Vmax , los que fueron comparados con los obtenidos en 

un si stema reconst i t ui do con teni endo mi tocondri as de ce1u1 as

d e L. e y d i g (p o 1 v o d e acetona) y enzi ma o b t e n i d a d e 1 a

g1 an d u1 a suprarrenal. Como se muestra en la Tabla V, la

on o o.4... ¡; .U.» .V, : desmolasa de la sup r arrena1 t i e n e u n a a 11 a a f i n i d a d

por MADPH con un Km aparente de 0. 017 mM u La adición de

mi toe o n d r i a s d e c e 1 u 1 a de Leydig contro1 aumenta el Km a

O «111 m M. P e r o c u a n do la p r e p a r -a c i o n m i t o c o n d r i a 1 a g r e g a d a 

•fue de las células tratadas con hCG el Km llego a 0.374 mM« 

Sin embargo, los valores de Vmax entre los tres grupos -fue 

s i m i 1 a r , i n d i c a n d o 1 a n a t u r a 1 e z a c o m p e t i t i v a d e 1 a 

i nhibici on. Estos resu 11ados i ndi can que la mi tocondri a de 

la célula de Leydig contiene una sustancia inhibidora capaz 

de aumentar los requeri mi entos de NADFH (Km) de la enzima 

20,22 desmol asa, y que aumenta o se activa por acción de la 

hCG (209,214).
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Tabla V. Valores de Km y Vmax de la enzima 20,22 desmolasa 
con cantidades variables de NADPH.

Km (mM) Vmax (*)

Mitocondria intacta 
Control
T r a t a cl a s c o n h C (3

0. 105
0. 182

1. 1 i
1. 17

Sistema reconstituido
Enz Adr 0, 017 0» 400
Enz A d r + M i t. C L c o n t r o 1 0. 111 0.417
Enz Adr •+• Mit. CL hCG 0. 370 0. 408

Enz___Adr =• Extracto enz i matico de mitocondri as de glándula

adrenal de ratas control § Mit-__CL -- Extracto enz i matico de 

m i t o cond ri as d e ce1u1 as d e Leydi g d e ratas c ont ro1 o 

tratadas con hCG. (*) ~ Los valores están expresados como 

nmol de pregnenolona/10 min/mg proteina paira mi tocondr i as 

intactas o nmol de acido (140“isocaproico/10 min para el 

sis t e m a r e c o n s t i t u i d o.
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L a s i n t e s i s a c i d o i s o c a p r o i c o p a r m i t o c o n d r i a s d e c e 1 u 1 a s 

c o fi t r o 1 f u e 1 i g e r a m e n t e m a y o r q u e la de c e 1 u las t r a t a d as cd n 

hCG en incubaciones con alta concentración de NADPH (2«4 mN)

(F i g . .-■J al:jajo) . Por el c on t r ar i o, hubo una mayor

di ferenc:i a en la. cantidad de acido isoca p r o i c o f o r m a d o e n

preseñe i ¿a de b a j a concentr ación de NADPH (100 uM),

sugiri endo que 1 a a c : t i vi dad enzi mat i c a fue marcadamente

reducida en el grupo tratado con hCG (Fig. 32, arriba). 

S u b s e c u e n t e s e s t u d i o s e n m i t o c o n d r i a s i n c u b a d a s c o n 

concentraciones crecientes de NADP+ o NADPH (0.05-0.2 mid) 

m o s t r a r o n u n a r e d u c c i o n s i g n i f i c a t :i. v a e n 1 a c a p a c i d a d d e 

p rod uci r pr eg n eno1 ona d e 1 as mi t oc on d rias d e c e1u1 as 

t r a t a d a s c o n h C G (F i g . 3 3) „ E s t e e x p e r i m e n t o i n d i c o q u e e 1 

N A D P H g e n e r a d o p o r r e d u c c i o n ligada a i s o c i t r a t o d e 1 N A D P 

í F i g„ 33, ar r i b a) fue t an efect i vo como e1 NADPH agreq ado 

(Fig. 33, abajo), y en consecuencia el NADPH Fue utilizado 

en experimentos posteriores como fuente de equivalente 

reductores«

VI1.3—Efecto de hCG sobre la producción de pregnenolona 

por la mitocondria

Corno ya hemos visto, la administración de dosis de hCG de

1 a 2.. 5 ug a ratas adultas causa una estimulación en la 

p r o d u c c i o n el e p r e g n e n o 1 o n a d e 1 a s c e 1 u 1 a s d e L e y dig



TIEMPO DE INCUBACION
(minutos)

FIGURA 32. Conversion de (140-colesteral a acido 
(140-isocaproico en mitocondrias de células de Leydig 
control y de ratas tratadas con lo ug de hCG.
El col estcrol marcado (100 uM) fue agregado en acetona a una 
c o n c e n t r a c i o n d e 12 u 1 / 1.2 m 1 d e v o 1 u m e n d e i n c u b a c i o n „ 
D e s p u e s d e u n a p r e i n c u b a c i o n d e 15 m i n e n p r e s e n c i ¿i d e 1 
c o 1 e s t e r o 1 m a r c a d o , 1 a r e a c c i a n s e i. n i c i o p o r e 1 a g r e g a d o d e
N A D P H e r i b a j a (.1.0 O u M) o a 1t a (2.4 m M) c o n c e n t r a c i o n. U n a 
a 1 i c u o t a d e 0. 2 m 1 d e 1 a s o 1 u c .i. o n d e r e a. c c i o n s e e x t r ¿a . j o a 
los tiempos de incubación seleccionados y se transfirió a 
tubos conteniendo 1.8 ml de 1 mM HgC12-50 mM buffer glicinia 
p H 9.5. E1 ¿a c i. d o i s o c a p r o i c o m ¿a r c a d o s e s e p a r o p o r 
c r o m a t o g r a f i a e n c o 1 u m n a d e a 1 u m i n a „



Cambias
para

FIGURA 33 
requeri dos 
20,22 desmol asa.
L a s m i t o c o n d r i a s 
r a t a s c o n t r o 1 y 
a n t e s. L a p r o d u c c i o n < 
a g r e g a d o d e d :¡. f e r e n t e s 
:i. s □ c i t r a t. o (A) o

dar
en la dosis de equivalentes reductores 
la mitad de la actividad maxima de la

deai si ad asa c e 1 u. 1 a d e L e y d i g -f u e r o n
ratas tratadas con 10 ug de hCG 48 h 

d e p r e g n e n o 1 o n a t u e i n i c i a d ¿a p o r e 1 
concentraciones de NADP-i- mas 2 mM 

di f erentes concentr ac i ones de NADPH

de 
de

1

(B)
C a d a p u n t o e s I a m e d i a d e i n c u b a c i. o n e s p o r d u p 1 .i. cada»



. .~r -n
1 oo

a i s 1 ad as, t an t o en c on did on es b asa 1 es c omo c on 1 a 

incubación de hCG en el medio (Fig. 34)., Sin embargo, la 

a d m i n i s t r a c i o n d e d o s i s m a y o r e s (10 u g d e h C G) o c a s i o n a u n a 

m a r c a d a r e d u c c i o n e n 1 a c a p a c i d a d e s t e r o i d o g e n i c a d e 1 a 

celu1 a i ntact a, con per di da de los r ecep tores de LH (Fig .

34). Cuando las mitocondri as de las células de Leydig fueron 

a i s 1 a d a s p a r a 1 a e v a 1 u a c i o n d e 1 a p r o d u c c i o n d e p r e g n e n o 1 o n a 

(Fig. 35) se vio que 1-a menor dosis de hCG indujo un 

i n c rement o en 1 a pr od uc c i on de preg n en o1 ona en presencia de 

2.4 mM de NADPH mas 2 mH isocitrato, mientras que no fueron 

o b s e r v a d o s c a m b i o s c o n 2. 5 u g h C G. T r a t a m i e n t o c o n 10 u g d e 

hCG resulto en una marcada disminución de la producción de 

pregnenolona evaluada con el agregado de 100 uM NADPH (Fig. 

3 5, p a n e 1 e s s u p e r i o r y c e n t r a 1) y n o c o n 2. 4 m M N A D P H (F i g.

3 5, p a n e 1 i n f e r i o r ) „ 

VII.4—Efecto de la sonicácian y el calor

P a r a p r o f u n d i z a r n u e s t r a s p r i m e r a s e v i d e n c i a s s o b r e 1 a

r e d u c c i o n d e 1 a a c t i v i d a d

di ferentes

m i t o c o n d r i a c o n t r o 1 e s y d e s e n s i b i 1 i z a d a s,

p e r m e a b i 1 i d a d e s d e 1 N A D P H e n

e x a m i n a m o s u n

s i s t e m a r e c o n s t i t u .i d o c o n m i t o c o n d r i a s d e 1 a zona

adrenal precipitadas con acetona com fuente de la enzima. En 

incubaciones que utilizaron mitocondri a soni cadas y tratadas
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FIGURA 34. Producción de pregnenolona por 
de ratas control y de ratas tratadas con 
hCG 48 h antes.

células de Leydig
1, 2.5 y 10 ug de

Aproximadamente 1 millón de células -fueron incubadas por 3 h 
en presencia o no de 100 ng de hCG en el medio. Los 
r e s u 11 a d o s s o n 1 &. m e d i a + d e i n c u b a c i o n e s t r i p 1 i c a d a s L o s 
numer os entre par entesi s i nd i can el conten i do de recept or es 
de LH expresada como porcentaje del valor control.



'-w1

0.8

0.6

0.4

0.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

1 40

2.0

ug de hCG inyectados

FIGURA 35. Producción de pregnenolona por mitocondrias de 
células de Leydig control y tratadas can hCG.
L. o s t r a t am i en t o s F u e r o n c o m o s e i n cl i c a n e n 1 a 1 e y e n d a d e 1 a 
Fig. 34. La producción de pregnenolona se inicio por el 
agregado de 100 uM de NADPH en ausencia (arriba) o presencia 
(centro) de 2 mM isocitrato, o 2.4 mM NADPH mas 2 mM 
isocitrato (abajo). Los resultados son la media + ES de 
i n c u b a c i o n e s p o r t r i p 1 i c a d o.
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por Ceil or la producción de pregnenolona fue reducida, no 

o b s e r v a n d o s e d i f e r e n c i a s e n t. r e 1 a s c o n t r o 1 y las 

d e s e n s i b i 1 i z a d a s (F i g. 3 6, B y D) . L a a d i c i o n d e p o 1 v o

a c e t o n i c o d e m i t o c o n d r :¡. a a d r e n a 1 a 1 a s m i t o c o n d r i a s 

soni cadas de células de Leydig devolvió las diferencias 

o b s e r v a d a s a n t e r i o r m e n t e e n t r e 1 o s g r u p o s c o n t r o 1 y 

desensibilizados (Fig« 36, O» El agregado de enzima adrenal 

a mi t ocondri as de ce1u1 as de Leydi g t r a tadas con calor 

aumento significativamente la. producción de pregnenolona y 

las diferencias vistas en el grupo C no se observaron en el 

g rupo E« Es t os resu11 ados sug i eren q ue 1 a di ferenci a en 1 a 

a c t i v i d a d d e 1 a 20,22 d e s m o 1 a s a e n 1 a m i t o c o n d r i a i n t a c t a n o 

e s t a b a r e 1 a c i o n a d a c o n d i f e r e n t e p e r m e a b i 1 i d a d a 1 N A D P H s i n o 

mas b i en a un fact or i nhi bidor i nduc ido por e 1 tratami ent o 

son hCG

VII-4-Tiempo y dosis de hCG en la inducción del inhibidor

Los experimentos anteriores han sugerido que la sustancia 

m i t ocondri a1 p odr i a alterar la act i v i d ad de la desmo1 a sa 

m i t o c o n d r i a 1« E n p r e s e n c i a d e b a. j a c o n c e n t r a c i o n d e N A D P H 

(100 uM) 1 a p r od ucci on de preg n eno1 on a d i smi nuyo a 1 as 15,

48 y 72 h después de la hC(3 (Fig. 37, panel superior), 

seguido a un incremento en la actividad de alrededor del 30% 

sobre los valores control a las 2 y 6 hs« En contraste, con
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LC-MITO + + +
AD-Enz. CaJkxr AD-Enz.

FIGURA 36. Efecto de la sonicacion o calentamiento de las 
mitocondrias de las células de Leydig sobre la actividad de 
la enzima adrenal.
La sonicacion se realizo ¿a OoC For 15 seg. Las mitocondrias 
son lead ¿as -Fueron calentadas a lOOoC por 5 min. La cantidad 
de proteirui mitocondri al fue de 0.5 mg y 1 ¿a del pol vo de 
acetona de 1 ¿a adrenal -Fue de 0.2 mg de proteina, como -Fuente 
de 1 a. enz i ma 20,22 desmo 1 asa. La pr oducc i on d e p r egneno 1 on a 
•Fue inci a. da por el ag reg ¿ido de 20 uM NADPH. Los resultados 
s o n 1 a m e ci i a + i n c u. b a c i o n e s p o r t r i p 1 i c a d o» A: m i t o c o n d r i a s 
intactas de células de Leydig; Bs mitocondrias son i cadas de 
c e 1 u 1 a s d e I... e y d i g; C s B m a s e n z i m a d e m i t o c o n d r i ¿a a. d r e n <a .1. ; 
D¡ B mas calor; E: D mas la enzima de mitocondria adrenal; 
F; e n z i m a a d r e n a 1 p r e c i p i t a d a c o n a c e t o n a.



HORAS DESPUES DE hCG

37.FIGURA 
mitocondrial por tratamiento con hCG in vivo.
L a s fn i t o c o n d r i a s d e c e 1 u 1. ¿a s d e L e y d i g F u e r o n p r e p a r a d ¿a s d e 
r a t a s c o n t r o 1 y d e r a t a s t rata d a s p o r d i F e r e n t e s t i e m p o s c o n 
10 ug de hCG.
el agregado 
r e s u 11 a d o s s o n

La producción de pregnenolana -Fue iniciada por 
de 100 líM (arriba) o 2.4 mM NADPH (abajo).

1. a m e d i a + E S d e i n c: u b a c i o n e s t r i p 1 i c a d a s,
L.o
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2 , 4 fn M N A D P H, 1 a p r o d u c c i q n d e p r e g n e n o 1 o n a n o s e r e d u.j o

entre las 15-72 hs (Fig» 37, panel interior)» Por el otro 

1 ado, 1 a m i t oc on dr i a son i c ad a most r o una pr oducc i on r educ ida 

de pregnenolona a todos los tiempos (Fig» 38, panel 

s u p e r i o r ) » Si n e m b a r go, 1 a a d i c i o n d e m i t o c o n d r i a d e c e 1 u 1 a 

de Leydig soni cada a la enzima adrenal vol vio a mostrar la 

d i s mi nuc i on tiempo-d ep endi en te enc on trada an tes (Fig» 38, 

p a n e1 inferi or) . Ademas, c uando la ac ti v i dad i nhi b i tor i a de 

1 a s u s t a n c i a m i t o c o n d r i a 1 f li e e s t i m a d a a p a r t i r d e 1 a 

capacidad de producir pregnenolona usando enzima adrenal mas 

m i t oc on d r i s o n i c a d a d e c e 1 u 1 a d e L e y dig, u n p r og r e s i vo 

i n c rement o de 1 a ac t i v i dad i nhi b i dora f ue ob servad o c on h CG 

en un rango de 0 a 5 ug, alcanzando un plateau a este nivel 

(Fig. 39)„

VII«5—Curvas de dosis-respuesta con el inhibidor.

P a r a e >< c 1 u i r 1 a p o s i b i 1 i d a d d e q u e los c a m b i o s e n 1 a 

a c t i v i d a d e n z i m a t i c a e s t u v i e r a n r e 1 a c i o n a d o s c o n 1 i p i d o s o 

e s ter oi des en d og enos, 1 as mi toc ondri as de 1 a s c e1u1 as de 

L e y di g t ueron lavad as c on acet ona t r i a. E1 po1vo de ac eton a

m i t oc: on d r i as fue incubado por 10 min con

preparado adr enal c omo fuente de la enz 3. ma ug

proteina) en presencia de 40 uM de NADPH, usando 100 uM

c o m o s u s t r a t o La f or mac ion de pr eg nenolona
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TIEMPO (h)

FIGURA 38. Inducción tiempo-dependiente del inhibidor 
mitocondrial por tratamiento con hCG in vivo.
Las mi t oconelr i as de ce 1 u 1 as de Lyd i g f uer on pr epar adas de 
ratas control y de ratas tratadas por diferentes tiempos con 
10 ug de hCG« Arri_ba£ mi tocondri as sonicadas de células de 
L e y d .i. g « Aba jo £ m i t o c o n d r i a s s o n i c a d a s m a s 1 a e n z i m a a d r e n a 1 „ 
Los resultados son la media + ES de incubaciones 
trip1 i cadas.
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FIGURA 39. Induccion dosis—dependí ente del inhibidor
mitocondrial por tratamiento con hCG in vivo.
Mi tocondr i as sonicadas de células de Leydig (0.5 mg) y la
e n c i ni a m i t o c o n d r i a 1 de a d r e n a 1 (0.2 m g ) t u e r o n i n c u b a d as en
present"i a d e 40 u M N A D P H„ L a i n d u c c i o n d e 1 i n h i b i d o r f u e
e x p r e s a d a co m o e 1 
d e p r e g n e n o 1 o n ¿a v s 
E S d e i n c u b ai c i o n e s

p o r c e n t a j e d e i n h i b i c i o n d e 1 a p r o d u c c i o n 
el control. Los resultados son la media + 
tri pli cadas.



14

valorada por RIA. Como se muestra en la Fig« 40, la 

a c t i v i d a d e n z i m a t i c a a d r e n a 1 F u e p r o g r e s i v a m e n t e i n h i b i d a 

p o r c a n t i d a d e s c r e c i e n t e s d e m i t o c o n d r i a s d e c e 1 u 1 a s d e 

Leydig control y tratadas con hCG. La DI-50 Fue de 500 ug 

para las mitocondrias controles y de 280 ug para las 

t r a t a d a s c o n h C G.

VII.6—Actividad inhibidora en citosol.

P o 1 v o s d e a c e t o n a d e c i t o s o 1 d e c e 1 u 1 a s d e L e y d i g c o n t r o 1 

o d e s e n s i b i 1 i z a d a s i n c u b a d o s c o n 1 a e n z i m a a d r en a 1 n o 

m o s t r a r o n a c t i v i d a d i n h i b i d o r a , i n d i c a n d o q u e 1 a s u s t a n c i a 

i n h i b i d o r a e s d e n a t u r a 1 e z ¿a m i t o c o n d r i a 1 =

VII.7—E+ecto del 20 a-hidroxicolesteral sobre la

esteroi dagenesis.

Células de Leydig control y desensibilizadas -Fueron 

incubadas en presencia o no de una maxima dosis de hCG in 

v i t r o, c o n e 1 a g r e g a d o d e 2 0 a - h i d r o x i c o 1 e s t e r o 1 o 

p r o g e s t e r o n a c o m o s u s t r a t o s « C o m o s e m u e s t r a e n 1 a F i g » 41, 

panel derecho, la adición de 20 a-hidroxi colesteroi revirtió 

completamente la lesion bi o sintetica ocasionada por hCG» El 

i ncremento en 1 a producci on de pregneno1 ona observado podr i a 

estar relacionado con el bajo consumo de NADPH por parte del 

20 a-hi drox i col estero! (215), asi como también a un mayor
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(«g)

FIGURA 40- Dosis-dependencia de la inhibición de la 
actividad 20,22 desmelase de mitocondria adrenal por acción 
del polvo de acetona de mitocondrias de células de Leydig 
control o de animales tratados con hCG.
Las d i st i nt as can t i. dades de protei na mi tocondr i a 1 de 1 as 
células de Leydig, O.2 mg de del preparado adrenal y 40 uM 
d e c o 1 e s t e r o 1 s o 1 u b i 1 i z a d o e n .1.0 u g T ween 8 0 f u e r o n 
incubados en presencia de 40 uM de NADPH por 10 minutos» Los 
i'" e s u 1t a d o s s o n 1 a m e d :i. a + E S d e i n c u b a c i o n e s p o r t r i p 1 i c a d o-
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20 a, hicbroxicolesterol 
(5 uM)

Progesterona
(5 uM)

20 a hidroxicolesterol
(5 uM)

FIGURA 41. Síntesis de esteroides por la célula de Leydig 
desensibi 1 izada. Síntesis de testosterona (izquierda y 
c:en t r o) y d e pr eg nen o 1 on a (der echa) por c e 1 u 1 as de Leyd i g de 
rat-as que fueron tratadas 48 h antes con 10 ug de hCG sc.
I. as i n c u b a c i o n e s F u e r o n 11 e v a d a s a c: a b o e n p r e s e n c: i a cl e 2 0 
a --hi dr ox i col ester ol (5 uM) o prog ester on a (5 uM) . Los 
r e s u 11 a d o s s o n 1. a m e d i a + E S d e i n c u b a c i o n e s p o r t r i p 1 i c ado.



accesibi 1 i dad de este asteroide al sistema de clivage de la 

c ad ena 1 at era1 d e1 c olest ero1. La determi nac i on de 

t e s t o s t e r o n a e n i n c u b a c i o n e s p a r a 1 e 1 o i n a u s n c i a d e 

i n h i b i d o r e s d e 1 m e t a b o 1 i s m o d e p r e g n e n o 1 o n a d e m o s t r a r o n q u e 

ni el 20 a-hi drox i col ester o 1 (Fig. 41, izquierda) ni la 

p r o g e s t e r o n a (F i g. 41 , c e n t r o) r e v i r t i e r o n 1 a 1 e s i o n

estero!dogenica lejana dependiente de estradiol, donde los 

n i v e 1 e s d e t e s t o s t e r o n a e s t a b a n m a r c a d a m e n t e r e d u c i d o s.

VII.8—Caracterización parcial del inhibidor.

a) Solubilidad. La sustancia inhibidora no pudo ser 

sol ubi 1 izada en ausencia de detergentes. En presencia de 

Emulgen 911 o colato sodi co al 1 7, aproximadamente el 607. 

de 1 a acti vi dad i nh i b i dor a F ue r ecuperada en 1a fracc i on 

so 1 ub 1 e.

b) Tamaño molecular. El tamaño molecular Fue estimado 

bajo condiciones no desnaturalizantes usando conos de 

m e m b r a n a C e n t r i F 1 o d e t i p o C F 2 5 y C F 5 O A, 1 o s c u a 1 e s s e p a r a n 

tamaños moleculares mayores de 50000, entre 25000 y 50000, y 

m e n o r e s d e 25000. L a a c t i v i d a d i n h i b i d o r a, m e d i d a e n n m o 1 d e 

pregn eno1 ona p r oduc ida/10 mi n/mg prote i n a en e1 ensayo de 

r e c o n s t i t u c i o n , -F u e o b s e r v a d a e n 1 a F r a c c i o n d e t a m a ñ o 

m o 1 e c u 1 a r s u p e r i o r a 50000.

c) Radio de Stokes. Fracci onamiemto en Sephacryl S--300
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acetona m i t o c o n d r i a 1 s o 1 u b i 1 i z a d o c o n

d e t e r g e n t e r e s u 1t o e n u n u n i c o p i c o d e ac t i v i d ad q u e e 1 u y o

con un (F i g. 4 2) , c o r r e s p o n d i e n t e

Stokes de 4.8 n in (p e so rn o 1 e c u 1 ar ap a r e n t e d e

b a

20000Ü)

d) 15oel ectroen-f oque L a s f r a c c i o n e s c o n a c t i v i d a d

i nhi bi dora f i 11 r a c i o n e n S e p h a c r y 1 S-300e 1 u i d a s d e 1 a

r e v e 1 a r o n u n u n i c o p i c o

5»05+0 (Fig 44) L a F i g - 4 5 m u e s t r a u n a c u r v a

d o s i s - r e s p u e s t a de la i n h i b i c i o n d e 1 a

u n a p r e p a r a c i o n d e 1 a

a c t i v i d a d i n h i b i d o r a

s u s t a n c i a i n h i b i d o r a m i t o c n d r i a 1

p o r i s o e 1 e c t r o e n f o q u e

fue lineal en un rango de protei na

VII.9-Posible sitio de acción del inhibidor

U n p r e p ¿a r a d o m i t o c o n d r i a 1 d e c e 1 u 1 a s d e L e y dig 

d e s e n s i b i 1 i z a d a s p a r c i a 1 rn e n t e p u r i f i c a d o p o r f i 11 r a c i o n e n 

Sephacryl S-300 fue utilizado corno fuente del inhibidor» El 

ensayo fue in i ci ad o p or agr egad o d e 1 a enzi ma adrena 1 y 

NADPH prei ncubado con y si n 1 a sustanci a i nh i b i dora por 5 

mi nutos. En e1 si st eoa reconsti tu i d o, la for maci on de ac i do 

(.1.4 C) - i s o c a p r o i c o f u e rn a r c a d a rn e n t e r e d u c i d a e n p r e s e n c i a d e 1 

factor mi toeondri al (Fig« 46 B). Sin embargo, no hubo
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FIGURA 42. Filtración del -factor mi tocondr i al en gel de 
Sephacryl S—300.
E1 e >i t r a c t o d e m i t o c o n d r i a d e c e 1 u 1 a d e L e y d i g 
d esen s i b i 1 i z ad a p r ec i p i t ad o c on ae t on a y t r a t ad o c on 
Emulgen fue aplicado a una columna de Sephacryl S-300. Cada 
■fracción (0.2 ml) fue ensayada para la actividad inhibidora.
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FIGURA 43. Curva de calibración de Pesos Moleculares.
E1 p e s o na o 1 e c: u.!. a r a p r o x i m ¿a d o e ra b a s e ¿a 1 K a v + ue es t i na a el o e n 
200„000.
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Isoelectraenfoque del -factor inhibidor.FIGURA 44.
trace i on

sometida a
evaluada en

p u r i t i c: a d a p o r o o 1 u m n a d e S e p h ¿a c r y 1 S -300 f u e 
i soe 1 ec: t r oen i oque. La ac t i v i dad i c i h i b :i. dor ¿\ f- ue

mu es 1r a s de 0.1 ml. La sust anci a inhi b idora
m o s t r o t e n e r u n p u n t o i s o e .1. e c: t r i. o o d e 5. 0 5+0.. 2 3
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PROTEINA (ug)

FIGURA 45. Curva dosis-respuesta de la actividad inhibidora.
L a s u s t a n c i ¿a i n h ibid o r a p u r .i. f i c a d a p o r F i 11 r a c i o n e n g e 1 e 
i s oe 1 e c t r oen f oq ue t u e i n c u b ad a e n u n s i s t e m a r ec on s t i t u. i d o 
usando mi tocondr i a adrena 1 c:orno F uente de 1 a enz i. m¿a.
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MITOCONDRIA
INTACTA

SISTEMA
RECONSTITUIDO

control
Sin preincubacion de NADPH con la sustancia inhibidora 
Con preincubacion de NADPH con la sustancia inhibidora

FIGURA 46. Posible sitio de acción de la sustancia 
inhibidora mitocondrial.
M i t o c o n d r i a s :i. n t a c t a s (A) o u n s i s t. e m a recon s t i t u i d o 
c o rn p u e s t o d e rn i t o c o n d r i a s s o n i c a d a s d e c e 1 u 1 a s d e L e y d i g y 
e n z i m a a d r e n a 1 íB) f u e r o n e m p 1 e a d o s p a r ¿a m e d i r p r e g n e n o 1 o n a 
y acido (140-isocaproico. NADPH (300 uM concentración 
■final) fue incubado en O,. 675 mi de tris buffer con c> sin la 
sustancia inhibidor ¿a (900 ug) por 5 min a 34 oC. La. reacción 
•fue iniciada por la adición del NADPH preincubado a la 
c o n c e n t r a c .i. o n + i. n a. 1 d e 10 0 u M.. L o s r e s u 11 a d o s s o n 1 a m e d i a + 
E S d e i n c u b a c i o n e s t r i p 1 i c ¿a d ¿a s »
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d i f e r en c i a s s i g n i f i c a t i v a s e n la a c t i v i d a d e n z i m a t i c a h a y a 

h a b i d o o na preincub a c i o n con el in h i bi d or, ind i can d o que e1 

N A D P H n o f u e n i o x i d a d o n i d e q r a d a d o d u r a n t e 1 a 

preincubacion. En la incubación de mitocondrias intactas, en 

las cuales la sustancia inhibidora probablemente no llega al 

s i t i o d e a c c i o n d e 1 a e n z i m a 20,22 d e s m o 1 a s a q u i z a s p o r s u 

gran tamaño molecular, la producción de pregnenolona no fue 

signifi cativamente afectada por la adición de NADPH 

preincubado con o sin el inhibidor (Fig. 46 A), Estas 

o b s e r v a c i o n e s s u g i e r e n q u e e s t e f a c t o r n o o x i d a r i a o 

i n m ovi 1 i zari a e1 MADPH agregado. La evi denc i a de la falta de 

i nter acc i on entre e 1 NADPH y el f actor- i nh i b i dor" f ue 

a p o r t a d a por ex per i men t os en 1 os que 1 a su stanc i a in h i b idor a 

f u e s o m e t i d a a c r o m a t o g r a f i a e n e n 2 ' , 5 ' A D P -Se p h a r o s a - 4 B „ L a 

a c t i v i d a d i nhi b i d ora fue e1u ida en la f r ac ci on no ad sor v i d a, 

i n d .i c an d o q ue e 1 i n h i b i d or n o i n t er ac c i on a d i r ec t men t e c on 

el NADPH (Fig. 47).

E s t o s r e s u 11 a d o s s u g i e r e n q u e 1 a s u s t a n c i a m i t o c o n d r i a 1 

inhibidora probablemente actuarla afectando la interacción 

de los componentes del sistema de clivage de la cadena 

lateral del colesterol con la consecuente reducción del 

t r a n s p o r t e e 1 e c t r o n i c o a 1 c i t o c r o m o P -450.
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FIGURA 47. Cromatografía de afinidad de la sustancia 
inhibidora en 2',5'-ADF Sepharosa 4B.
El po.1. vo de acet on¿a de mi tocondr :i. a de ce 1 u 1 as de Leyd i g f ue 
extraido con Tris buffer conteniendo 0.27. Emulgen 911, y la 
f r a c: c i o n s o 1 u b 1 e (5» 2 rn g d e p r o t e i n ¿a) f u e a p 1 i c a d a a u n a 
c: o 1 u rn n a d e 2 ' , 5 ' - Sep h a r o s a 4 B (0.5 g ) e q u i 1 i b r ¿a d a c o n T r i s 
b u f f e r 0 „ 2 7. E m u 1 g e n L a c o 1 u m n a f u e 1 a v a d a c o n e 1 rn i s m o 
buf f er y 1 a f racci on ¿adsorvi. da f ue e 1 ui da c.on 0.5 M NaC1 . 
I.... a s f r a c c i o n e s a d s o r v i d a s f u e r o n f i 1t r ¿a d ¿a s e n c o n o s C F- 2 b y
r©suspendi os en Tris buffer 0.27. Emulgen. Cada fracción fue
e n s a y a d a p ¿a r a la a c t i v i d ¿a d i. n h i b i d o r a y p a r ¿a 1 a
d © t e r rn i n a c i o n d e p r o t e i n a „
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Mill. El -fenómeno de desensibi 1 izacion testicular en el 

Hombre.

VIII-A. En pacientes con feminización testicular.

Una de las primeras pasos de la acción androgenica es 

la i nt erac c i on de 1 a testost eron a o dihidrotest osteron a (su 

m e t ab o 1 i t o m as a c t i v o) c o n 1 o s r e c ep t o r e s n uc 1 e a r e s 

p resen tes en 1 os tej idos b1 an c o (217). Posteri ormente, e1 

complejo hormona-receptor se une en sitios específicos de la 

c romat i n a d en om i nad os ac ep t ores, d ond e i nd uc en 1 a ac t ivac i on 

de las RNA poli merasas, y desencadenan la cascada de eventos 

que 11evan a 1 a si ntesis pr otei ca responsab1e de 1 a 

apari c i on del ef ecto b i olog i co. La ausenci a congen i ta de 

e st os r e c ept ores i mp i de q ue 1 a ac c i on an d r o geni c a se 11eve a 

c a b o c o n d u c i e n d o a 1 s i n d r o m e d e i n s e n s i b i 1 i d a d a 1 o s 

androgenos o también llamado feminización testicular (218). 

E s t o s i n d i v i d u o s s o n g e n e t i c a m e n t e h o m b r e s, p e r o 1 a a u s e n c i a 

de r ecept ores andr og en i cos 1 os h ace fen ot i pi ca

m e n t e m u j e r e s c o n d e s a r r o 11 o g 1 a n d u 1 a r m a m a r i £3, g e n i t a 1 e s 

e x t e r n o s f e m e n i n o s e i n f a n t i 1 e s, v a g i n a c o r t a t e r m i n a d a e n 

fondo de saco y ausencia de pelo axilar y pubico. Poseen 

t est i c u1 os local i zados en abdomen o r eg i ones i ng ui na1es y n o 

t i e n e n u t e r o y a n e x o s. L o q u e r e s u 11 a i n t e r e s a n t e d e s d e e 1 

punto de vista endocri nalogiso es que a pesar de presentar 

niveles elevadas de LH, los niveles de testosterona de estos 

individuos se encuentran por debajo o dentro del rango 
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normal del hombre (219). En consecuencía, es posi b1e 

e s p e c u 1 a r q u e 1 a s t e s t i c u 1 a s d e e s t a s p a cié n t e s este n 

desensi bilí zados por 1 a e1evada concentrac i on gonadot r o f i ca.

C o n e 1 o b j e t o d e i n v e s t i g a r e s t a p o s i b i 1 i d a d , c: e 1 u 1 a s d e 

Leydig aisladas de dos pacientes con íemenizacion testicular 

s e i n c u b a r o n c o n y s i n h C G e n e 1 m e d i o p a r a p r o v o c a r 1 a 

max i ma respuesta. Como con t r o1 se uti 1 i zaron cel ulas de 

Leydig de testículos de un paciente aperada por adenoma 

próstata, co. Corno se muestra en la Tabla VI, la respuesta de 

t e s t o s t e r o n a + u e s i g n i f i c a t i v a m e n t e m e n o r e n 1 o s t e s t i c u 1 o s 

corí i nsensi bi 1 i dad a 1 os androgenos..

Tabla VI. Producción de testosterona in vitro por 
células de Leydig humanas (ng/'mi 11 an de celulas/3 
hs) .

Basal Post-esti muíación

Hombres Normales 20 + 5 48 + 15

Hombres con SIA •+• 6 25 •+• 6

L as c e1u1 as d e Leydi g aislad as f ueron i n cub ad as 
durante 3 hs en incubador metabolico sin (basal) y 
c o n (p o s t - e s t i m u 1 a c i o n) e 1 a g r e g a d o d e 10 O n g h C G / m 1 
de med i o d& i nc ubac i on . SIA ~ S i n dr ome de i n sen s i b i -• 
lidad a los androgenos. Los testículos normales 
f uer on obteni dos de paci entes operados por carci noma 
de prostata. La respuesta de las células de Leydig 
d e p a c i e n t e s c o n SIA n o f u e e s t a d i s t i c a m e n t e s i g n i t i • 
c a t i v a (p > 0.5) . L o s r e s u 11 a d o s s o n 1 a m e d i a + D S d e 
i n c u b a c i o n e s t r i p 1 i c a d a s.
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VIII-B. En pacientes con infertilidad asintomatica.

Es sabido que tanto la LH como la FSH son necesarias 

para 1 a espermatogenesi s (220) . Si n embargo, ha si do 

aceptado que el efecto de la LH esta mediado por la 

t e s t o s t e r o n a d e 1 a c e 1 u 1 a L e y d i g« E n c o n s e c u e n c i a, 

testosterona y FSH son las hormonas que actúan dilectamente 

sobr e e 1 ep i t e 1 i o de 1 tubulo semi n i f er o.. En 1 a puber t ad , 1 a 

i n i c i aci on de 1 a espermat ogenesi s requi ere t anto de 

t e s t o s t e r o n a c o m o d e F S H. U n a v e z q u e e 1 e p i t e 1 i o g e r m i n a 1 

s e h a e s tab1ec i d o, 1 a t estost er ona sol a es cap az d e manten er 

1 a pr oducci on espermati ca (221). La acci on androgeni ca 

par ece ser necesari a p ara la formaci on d e esp er matogoni as y 

p a r a la se g u n d a d i v i s i o n m e .i. o t i c a q u e p r o d u c e las 

e s per mat i des (220)»

Dado que la infertilidad asintomatica de causa no 

inmunologica o infecciosa observada en hombres con niveles 

normales de L.H, FSH, testosterona, estradiol y prolactina, 

e s e n g e n e r a 1 d e b i d a a a 11 e r a c i o n e s d e 1 a e s p e r m a t o g e n e s i s 

tales como 1 a o1 i go-ast enosper mi a (222) , nos propusimos 

eva 1 uar la capacidad androgenica de 1 testicu 1 o sometido a 

u n a e s t i m u 1 a c i o n a g u da co n g o n adotrofi n a i n v i v o..

VIII-B.1-Respuesta testicular a la hCG-

Ha sido demostrado que el testículo humano responde a 

la administración intramuscular de hCG con una secreción
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bifásica de testosterona (223). Sin embargo, una segunda 

inyección de hCG 24 hs mas tarde produce una respuesta 

monofásica, en la que se ha perdido el primer incremento 

(224). Es decir, la célula de Leydig ha si do desensibi 1 izada 

por la. primera dosis de hCG y se hace incapaz de responder a 

1 a s e gunda. Nuest ra hi p ot es i s f ue que los p ac i en t es c on 

o ligo a s t e n o s p e r m i a i d i o p a t i c a t e n d r i a n u n a d e f i c i e n t e 

bi odi sponi bi 1 i dad i ntratest i cu1 ar de testosterona por 

d i sm i n uc i on de 1 a r e 1 ac i. on t est ost eran a: est r ad i o 1 mas que 

por una disminución del nivel absoluto de la misma, ya que 

los pacientes presentaban niveles normales de este 

androgeno,

Con e1 ob jet o d e i nvest i gar 1 a p os i b1e p r esen c i a del

e f e c t o m o d u 1 a d o r n e g a t i v o d e 1 e s t r a d i o 1 s o b r e e 1 t e s t i c u 1 o 

estos pac i entes, se evaluó las respuestas de

t e s t o s t e r o n a , estradi ol 17 h i droxi progesterona a 1 a

a d m i n i s t r a c i o n d e h C G, e n 12 8 p a c i e n t e s o 1 i g o a s t e n o s p e r -

mi eos, 1 a s q u e f u e r o n comp aradas a 1 as obt en i das en 10

hombres normales con fertilidad comprobada. Se eligió la 17

hidr ox i proges t er on a y n o p reg n eno1 ona, por que a di f erenci a 

de los roedores, donde la via metabolica preponderante es la 

de 1 os est er o i des d e11 a-5, en e1 humano 1 a via p ri n cipa! es

la de los delta-4 (217).

D a d o e 1 a m p 1 i o r a n g o e n 1 a s c one e n t r a c i o n e s c i r c u 1 a n t e s 

d e 1 o s e s t e r o i d e s e n t r e 1 o s d i s t i n t o s i n d i v i d u o s e s t u d i a d o s , 



y a los efectos de per mil. .ir una comparación de las 

respuestas, los valores obtenidos luego de la inyección de 

hCG fueron expresados para cada hombre como el porcentaje de 

i ncremento con r espec to a1 pr omedi o de sus propi os basales.

L a s r e s p u e s t a s d e t e s t o s t e r o n a y 17 h i d r o x i p r o g e s t e r o n a a 

1 a h C G éneo nt radas en e1 g rup o con tr o1 f uer on de tip o 

bifásico, con un primer incremento entre las 2 y 4 hr, y un 

segundo y mas prolongado aumento después de las 24 hs (Fig. 

48) En cambi o 1 a respuesta de estrad i o1 fue monof asi ca, 

h a c i end ose maxi ma a1rededor de las 24 hs p ost h 0G.

Cuando una segunda dosis de 5000 Ul de hCG se inyecta, a 

hombres normales 24 hs después de la primera, la. 17 

h i d r o x i p r o g e s t e r o n a r e s p o n d e c o n u n i n c r e m e n t o d e s i m i 1 a r 

magnitud al observado con la primera dosis (solo que 

partiendo de un “basal“ mas elevado), mientras que la 

testoster ona no experi menta c amb i os s i gni f i cati vos (F i g. 

4 9) » E s t. o s r e s u 11 a d o s i n d i c a n 1 a e x i s t e n c i a d e u n b 1 o q u e o 

parcial en la conversion de 17 hidroxiprogesterona a 

test ost er on a i nd uci do p or 1 a pr i mer a dos i s d e h CG y puesto 

e n e v i d e n c i a p o r 1 a s e g u n d a. E n c o n s e c u e n c i a, n u e s t r a 

h i p o t e s i s f u e q u e p a c i e n t e s c o n t r a s t o r n o s d e 1 a e s p e r m a - 

t o g e n e s i s n o d e b i d o s a a 11 e r ac i o n e s e n 1 a s e c r e c i o n d e 

g o n a d o t r o f .i. n a s n i a p a t o 1 o g i a s d e t i p o h i s t o 1 o g i c o, t e n d r i a n 

una secreción inapropiada de esteroi des testiculares 

pr oducto de un est ado de desensi b i 1 i zaci on, que podri a
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FIGURA 48. Nivel es circulantes de testosterona, 17 
hidroxiprogesterona (17 OH—P4> y estradiol en hambres 
normales luego de la inyección intramuscular de 5000 UI de
hCG.
E n c i r c u 1 o s n e g r o s s e
1 ¿á h C 8 i n y e c t a d a»
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FIGURA 49. Niveles circulantes de testosterona, y 17 
hi drox iprogesterona (17 0H-P4) en hombres normales luego de 
una segunda inyección intramuscular de 5000 UI de hCG 24 hs 
después de la primera.
L a p i'" i m e r a i n y e c c i o n i n t r a m u s c: u 1 a r d e h C G s e i n d i c a c o n u n a 
■Flecha a las 0 hs, mientras que la segunda se indica a las 
24 hs.
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p o n e i - s e d e m a n i f i e s t o m e d i a n t e e 1 es t i m u 1 o a g u d o c o n h C G»

De est a f or ma, se 1e practico e1 t est d e h CG a 128 

p a c i e n t e s i n f e r t i .1. e s q u e p r e s e n t a b a n o 1 i q o a s t e n o s p e r m i c i a 

idiopatica como única causa de inferti 1 i dad. • La respuesta de 

t e s t o s t e r o n a e n c o n t r a d a e n e s t o s p a c i e n t e s p e r m i t i o 

c 1 a s i f i c a r 1 o s e n d o s g r u p o s (F i g. 5 0) ; G r u p o i (n - 8 9) c o n u n

1 ncr emento i nf er i or al 10% a las 4 hs (hipo-r espuesta 

temprana), pero dentro del rango normal a las 24 hs, y Grupo

2 (n™39) con una respuesta similar a la del grupo control en 

t o dos 1 os t i empos.

La respuesta de estradiol fue similar en ambos grupos y 

d e n t r o d e 1 r a n g o n o r m a 1 . S i n e m b a r g o , 1 a r e s p u e s t a d e 17 

h i d r o x i p r o g e s t e r o n a f u e s i m i 1 a r a 1 a n o r m a 1 e n e 1 G r u p o 2, 

pero de 3 tipos en el Grupo 1. En efecto, el 307. de los 

p a c i e n t e s c o n h i p o r e s p u e s t a d e t e s t o s t e r o n a m o s t r o a 1 a s 2 4 

hs post hCG una hiper-respuesta de 17 hi drox i progesterona. 

(636. 5+34.27. de incremento); otro 30X mostro una respuesta 

normal (166.7+14.3%), mientras que el 40% restante tuvo una 

r e s p u e s t a s i g n i f i c a t i v a m e n t e d i s m i n u i d a (97.8+39« 2 %) .

N o s e o b t u v i e r o n d i f e r e n c i a s s i g n i f i c a t i v a s e n 1 a s c o n c e n 

tr ac i on es b asa1es de test ost erona, estradiol, 17 h i d roxi — 

progesterona, LH y FSH ni entre los grupos de pacientes, ni 

con el grupo control. Tampoco se observaron diferencias en 

la dinámica de la respuesta de LH y FSH al estimulo agudo 

c on LHRH (225,226) .
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Horas después Inyección hCG (5000 IU , i.m. )

FIGURA 50. Respuesta de testosterona (panel izquierda) y 
estradiol (panel derecho) expresada como porcentaje de 
incremento + ES con respecto a la media de sus propios 
básales al estimulo con 5000 UI de hCG.
C i r c i .11 o s c e r r ¿a d o s x F' a c i e n t e s o 1 i g o - a s t e n o s p e r m i c o s c o n h i p o - 
r e s p u e s t a t e m p r ai n a d e t e s t o s t e r o n a (G r u p o 1) . C i r c u 1 o s 
a b i e r t o s í P a c i e n t e s o 1 i g o—a s t e n o s p e r m i c o s c o n r e s p u e s t a d e 
testosterona normal (Grupo 2) . El area sombreada representa 
los limites de la media + DS de los resultados obtenidos en 
.1.0 h o m b r e s n o r m a 1 e s.
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VIII—B«2—Efecto de la aminoglutetimida (AGT).

E1 trat am i ento con el i nh i b i d or de la si nt e s i s 

estrogenica en 30 pacientes del Grupo 1 y en 10 del Grupo 2 

i nd u. j o una s ignificativa d i smin uci on en 1 os ni ve1es 

circulantes de estradiol en ambos grupos de pacientes sin 

v a ri ac i on i mport ante en 1 os ni ve1es basales d e testost eron a, 

lo que provoco un aumento significatvo de la relación 

t est osterona:est rad i o1 (Tabla VII). Ad emas, i n dujo una

reducción en la respuesta de Í7 hidroxi progesterana en el 

s u b g r u p o d e p a c i e n t e s q u e 1 a t e n i a n e 1 e v a d a, n o r m a 1 i z a n d o s e 

p ar a 1 e 1 amen t e 1 a r esp ues t a d e t est os t er on a (F i g. 51).

Tabla VII. Hiveles circulantes de testosterona y estradiol antes y durante el 
tratamiento con aminoglutetiaida.

Pacientes Testosterona
(ng/tl)

Estradiol 
(pg/si)

Relación
T:E2

B AGT B AGT B AGT

Grupo 1 4.3+0.5 4.1+1.2 59+29 25+10 72+18 164+31

Grupo 2 4.4+1.0 5.2+1.5 62+13 32+5 71+15 162+54

Fac i entes de 1 os gr upos 1 (n=30) y 2 (n--1.0) f ueron tr atados 
con ami nog1utet imida (AGT) mas hidrocort i sona como se i ndica 
en Materiales y Métodos. Las muestras para la determinación 
de testosterona (T) y estradiol (E2) fueron tomadas antes 
(B) y a los 30 di as de iniciado el tratamiento. Los resul­
tados están expresados como la media + DS de los valores 
individuales. El aumento de la relación TsE2 fue estadística 
men t e s i gn i f i c at i vo < p < 0.05)

Tambi en se normal i zo 1 a r e s p u e s t a d e t e s t o s t e r o n a e n 1 o s

p a c i en tes c on r espuest a de 17 h i d rox i p r oges t erona normal.
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HORAS POST hCG (5000 Ul)

FIGURA 51. Respuestas de testosterona y 17 hidroxiproges- 
terona a hCG antes (panel izquierdo) y despues (panel 
derecho) del tratamiento con 500 mg/dia de aminoglutetimida 
(AGT) mas 20 mg/dia de hidrocortisona (HC) en 30 pacientes 
del grupo 1.
E s t o s p a c i e n t e s F u e r o n d i v :i. d i d o s d e a c u e r d o a la res p u. e s t a 
d e 17 h i d r o ;< i p r o g e s t e r o n ¿a e n h :i. p o - (c: u a d r a dos a b i e r t o s , n ~ 
13) , n o i" reí o — (c i r c u 1 o s c e r r a d o s , n - 9) e h i p e r ■ r e s p o n d :i. e n t e s
(c i r c u. 1 o s a b i e r t o s , n = 8) . L a s ¿a r e a s s o m b r e a d a s r e p r e s e n t a n 

1 a s r e s p u e s t. a s n o r m a 1 e s.
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Sin embargo, el tratamiento no modifico la hipo-respuesta de 

17 hi d roxi p rogest er ona, man t en i end ose en estos p ac i en t es 

tambien la hipo-re s p u e s t a de testosterona. Estos resu11ados 

s u g i e r e n q u e 1 o s p a c i e n t e s c o n h i p e r - r e s p u e s t a de 17 

h i dr ox i pr o g e s ter ona e h i po-■ r e s p u est a de test ost er ona 

estarían afectados por una lesion a la altura de las enzimas 

m i c r osoma 1 es 17 a 1 -f a-h i dr ox i 1 asa y 17,20 d esmo 1 asa, 1 a cua 1 

e s d e p e n d i e n t e d e e s t r a d i o 1 , y p o r e 11 o e s r e v e r t i d a p o r 1 a 

A G T« A q u e 11 o s p a c i e n tes c o n i") i p o - r e s p u e s t a d e 17 hid r o x i •- 

progesterona y testosterona, tendrían un bloqueo anterior a 

1 a s i n t e s i s d e 17 h i d r o x i p r o geste r o na, n o r e v e r t i d o c: o n 

a n t i e s t r o g e n o s«

VIII-B.3-Efecto sobre la espermatogénesis.

La calidad del semen se evaluó en 18 pacientes del 

Grupo 1 y en 8 del Grupo 2 antes y a los 90 di as de 

t r a t a m i e n t o c on A G T.. L a c o n c en t r a c i o n t o t a 1 d e e s p e r m a -- 

t o zo i d es, asi c omo 1 a de espe r mat ozoi d es Grad o 1I1 (ac t i vos)

a u m e n t o s i g n i f i c a t i v a m e n t e d e s p u e s d e 1 t r a t a m i e n t o c o n A G T 

en el 100% de los pacientes del Grupo 1 (Fig. 52), no 

observándose cambios en el semen de los pacientes del Grupo 

2. Ademas, 5 de los 18 pacientes del Grupo 1 (30%) lograron

embarazo»

Dado que la calidad del semen mejoro solo en los 

pacientes con hipo-respuesta de testosterona, es posible
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□ PRE AGT □ POST AGT

52. Características del eyaculadosemen
de los Grupos 1 y 2

de 
antes y

1 OSFIGURA 
pacientes olig-astenospermíeos 
despues del tratamiento con AGT.
Pacientes con hipo-respuesta de testosterona a la hCG (n-16) 
y can respuesta normal 
¿i m i n o g 1 u t e t i m i d a m ¿a s
par amatr os sem i na1es 
tratamien to.

(n-“6) fueron tratados por 90 di as con 
í i i d r oc or t i s on a (AGT / HC) y 1 o s

•Fueron evaluados antes y despues del 
Los resulatcios son la media * DG«



cone: 1 ui r q u e e 1 t e s t s i m p 1 i f i c a d o d e h C G (c o n e x t r a c c i o n e s a

1 as 4, y 48 hs post estimulo) es una herramienta

el i nica d e s u m a u t i 1 i d a d p a r a 1 a s e 1 e c c i o n d e 1 o s p a c i e n t e s

a ser tratados con el inhibidor de estrogenos»

VIII—B.4—Estudio de la pulsátil idad de la secreción 

hipofisaria de LH»

Dado que la pulsátil i dad de la secreción de LH es una 

condi ci on necesari a para evitar 1 a desens i b i 1 i zaci on de 1 a 

ce1u1 a de Leydig, nos pr op us i mos eva1uar 1 as F1uc t uaci on es 

episódicas de la LH en ambos grupos de pacientes a los 

efectos de determinar si la. hipo-respuesta temprana de 

testosterona a la hCG guardaba relación con el tipo de 

secreción hipofisaria. Las muestras fueron obtenidas cada 15 

minutas durante 6 hs -a través de un catéter endovenoso

conec t ado a so1uci on f i si o1ogic a para mantener 1 a v i a

permeable.

un valor

S e c o n s i d e r o u n p u 1 s o c u a n d o 1 a d i F e r e n c i a e n t r e

de LH y su inmediato anterior resulto mayor que 

v e c e s e 1 c o e F i c i e n t e d e v a r i a c i o n d e 1 m e t o d o.. S e e s t u d i a r o n

10 pacientes del grupo 1 y 8 del Grupo 2» La Fig. 53 (panel

super i or) un

resultados e n c o n t r ados,

h i p o - r e s p u e s t a t e m p r a n a

e j e m p 1 o r e p r e s e n t a t i v o d e 1 o s 

Como puede ver se, el paci ente con 

de testosterona presento solo un

m u e s t r a

p u 1 s o, m i e n t r a s q u e e 1 p a c i e n t e c o n r e s p u e s t a n o r m a 1 m o s t r o 

3 pulsos» En los paneles inferiores de la Fig* 33 se
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HORAS HORAS

FIGURA 53. Pulsati1 i dad de LH en pacientes
olí gaastenospermicas.
La figura muestra 2 casos representativos en los que se vio 
q u e p a c i e n t e s c o n h i p o - r e s p u e s t ¿a t e m p r a n a d e t e s t o s t e r o n a a 
1 a h CG ( i z qu i er da y ab a j o) pr esen t ab an un a el i sm i n uc i on en 1 a 
■f r e c u e n c :i. a d e a p a r i c i o n d e 1 o s p u 1 s o s d e L H ( i z q u i e r d a y 
arriba), mientras que los pacientes con respuesta normal de 
testosterona (derecha y abajo) presentaban una secreción 
normal de? LH (derecha y arriba).
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m u e s t r a n 1 a s r e s p u e s t a s de testosterona encontradas en 1 os

mi smos pac i en t es» Est os resultados sugieren que i a 1 a

refrac t a r i e d a d p a r c i a 1 e n c o n t r a d a e n 1 o s t e s t i c u 1 o s de 1 os

p a c i e n t e s d el 8 r u pa Is e r i a c o n s e c u e n c i a d e u n a s e c r e c i o n 

tónica o cuasi--ton í ca de LH» Queda tod a vi a por dilucidar si 

la falta de pulsátil i dad gonad otr oí i ca es debida a una -falla 

h i p o -f i s a r i a o c o n s e c u e n c i a d e u n a s e c r e c i o n t o n i c a d e 1 a 

L H R H ti i p ota 1 a m i c ¿a »

VIII—C. Respuesta testicular a la hCG en pacientes

infertiles can varicocele.

H a s i d o r e p o r t a d o q u e 1 a p r e s e n c i a d e v a r i c o c e 1 e e s 

•frecuente en el 20 7. de los hombres de la población general 

(227), muchos de los cuales son infertiles» Sin embargo, 

existe controversia acerca de la relación entre varicocele e

i n f e r t i 1 i d a d « H a y evi denci as de que hombres con vari cose1e

mejoran su c a1 id ad esper matica 1ueg o de 1 a ci rug i a

\ .X». W tj ti El mecanismo preciso por el que el varicocele

c ausari a i nf ert i 1 i d ad es p oc o c on oc i d o, aun q ue se post u1 a

que ex i st i r i a por un 1 ado, 

t e s t i c u 1 a r q u e a f e c t a r i a 1 a 

s e m i n i f e r o , y p o r e 1 o t r o , 

c e 1 u 1 a r e s c o m o c o n s e c u e n c i a 

vel oci dad del f 1 u jo sangui neo 

grosor de las venas» Nuestro ob

un aumento de la temperatura 

f u n c i o n a 1 i d a d d e 1 e p i t e 1 i o 

una acumu1 aci on de desechos 

d e u n a d i s m i n u c i o n e n 1 a 

producto de un aumento en el 

j e t i v o f u e e v a 1 u a r 1 a



r e s p u e s t a t e s t i c u 1 a r a 1 a h C G c o m o 1 o h i c i m o s c o n I o s 

pac: i en t es s i n var i c oc e 1 e, c on e 1 ob j et o d e r e 1 ac i on ar 1 a 

pr esenc i a d e 1 var i c oce 1 e c on apar i c i on de fallas en 1 a 

esteroi dogen esi s. Se e s tud i aron 110 paci ente s, los que 

p r e s e n t a r o n 1 o s m i s m o s 2 t i p o s d e r e s p u esta a 1 a 

t e s t o s t e r o n a e n c o n t r a d o s a n t e r i o r m e n t e s 5 8 p a dent e s 

mostraron una h i po--respuesta tempr ana , mi entras que 1 os 52 

restantes mostraron una respuesta normal. Estos resultados 

d e m u e s t r a n q u e 1 a p r e s e n c i a d e 1 v a r i c o c e 1 e n o p r o d u c e u n a 

r e s p u e s t a d i f e r e n t e d e 1 a q u e s e o b t i e n e e n o t r o s p a c i e n t e s 

infertiles sin varicocele. De la misma forma, la distribu- 

c: i o n d e las a n o r m a 1 i d a d e s s e m i n a 1 e s f u e s i m i 1 a r e n a m b o s 

g r u p o s , c o m o p u e d e v e r s e e n 1 a T a b 1 a VI X I.

Tabla VIII. Análisis seminal en hambres infertiles con 
varicocele (media + DS).

GRÜF’Ül 8RUP02

Azoos- 
peraicos

(n=2)

OLigo-astenos- 
persicos 

(n=2¿)

Asterms- 
perffiicos

(n=3Ü)

Azoos- 
peraicos

(n=2)

Oligo-astenos- 
peraicos 

(n=28)

Astenos- 
persicos 

(n=22)

Ho. Espera, 
(sillones) — 12.4+1.6 71.0+6.5 — 11.1+1.4 78.0+10.0

Espera Erado __ 9.4+1.5 11.7+1.4 __ 9.5+1.5 8.2+1.5
III (Xi

VIII—D- Respuesta hipofisaria a la infusion de LHRH en 

pacientes con varicocele
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A 18 pacientes del Grupo 1 y a 18 del Grupo 2 se les 

administro 100 ug de LHRH por infusion durante 4 hs, 

determinando LH y FSH cada 80 minutos» Los resultados 

o bteni dos se muestr an en 1 a Tabla IX (medi a + DS)s

Tabla IX. Respuesta hipofisaria a la infusión de LHRH 
en pacientes con varicocele.

Basal Infusion LHRH
i h 2 h 3 h 4 h

Basal Infusion LHRH
1 h 2 h 3 h 4 h

Grupo 1 10.9+1.6 15.8+1.9 16.4+2.1 20.1+3.2 25.8+4.8

Grupo 2 10.2+1.1 23.5+3.0 30.0+5.1 33.5+4.4 47.0+8.5

12.3+1.5 17.1+4.0 17.7+4.0 21.3+6.1 25.3+5.8

13.3+1.5 21.2+3.8 21.8+4.4 26.4+5.4 28.8+6.3

Como puede verse, los niveles de LH durante la infusion

de LHRH fueron signifi cativamente mas elevados en los 

pacientes del Grupo 2, mientras que los de FSH fueron 

similares. Estas respuestas a la infusion de LHRH 

s u g i e r e n q u e 1 a d i s m i n u c i o n e n 1 a s e c r e c i o n d e L H o b s e r v a d a

e n p a c i e n t e s d e 1 G r u p o 1 n o

d e 1 v a r i c o c e 1 e, y a q u e la

u 11 i m o, s u m a d o a 1 h e C h o d e 

respuesta de testosterona a 

aumento en la relación te

parece deberse a la presenci a 

del Grupo 2 fue normal. Esto

q u e 1 a d i s m i n u c i o n d e 1 a

la hCG esta relacionada a un 

; t o s t e r o n ae s t r a d i o 1 , p e r m i t e

e s pecu1 ar q ue t ant o 1 a alteraci on de la f unc i on t est i cu1 ar,

como as i también la reserva hipfisaria de LH observadas en

1 os pac i en t es con h i po~~ respuest a de t estost er ona par ecen

depender de la acción del estradiol y no de la presencia del

aricocele
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D I S C U S I 0_N

Regulación de las receptares de LH-

Es sabido que un numero considerable de hormonas proteicas es 

capaz de modu1 ar 1 a sensi bi 1 i dad de sus t e. j idos b1 anco reg u1 ando 

precisamente la cantidad de sus receptores de membrana- En el 

testículo, la exposición a altas concentrad ones de gonadotro- 

f i n a s e n d o g e n a s o e x o gen a s (L H o h C G) p r o d u c e u n a a u t o ~ r e g u 1 a — 

don negativa de los receptores de la célula de Leydig (161), 

que lleva a una desaparición casi total de los mismos. Esta 

disminución en el numero de receptores (down-regulation) esta 

asociado a una respuesta androgeni ca def i ci tar i a como 

c o n s e c u e n c i a d e i n h i b i c i o n e s e n z i m a t i c a s q u e o c u r r e n a 1 o 1 a r g o 

de la cadena biosintetica (230)» Sin embargo, también es posible 

observar un fenómeno de auto—regulacion positiva de los 

receptores (up- regulation), por el cual la hormona trófica 

i nduce un i ncr emento temporar i o de1 numero de sus receptores 

especi f icos (231)< Por 1 o menos dos mecan i smos d i f er ent es 

parecen estar involucrados en este proceso. La administración de 

dosis fisiológicas de hCG o LH incrementa los receptores entre 1 

y 2 di as mas tarde, mientras que dosis mayores (suprafi si o- 

lógicas), lo induce en pocas horas (entre 1 y 3) despues del 

t rat am i ent o hor mona1. E1 i n c rement o 1en t o des cri pt o p ri mer o 

podria ser el resultado de la acción trófica de la hormona, con 
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e 1 consecuente manteni m 1 ento o esti mu 1 aci on de 1 os receptores, 

mientras que el incremento rápido parece ser causado por 

exposición de receptores ocultos presintetizados, ya que este 

f e n o m e n o n o e s i m p e d i d o c o n i n h i b i d o r e s d e 1 a s i n t e s i s p r o t e i c a 

(231).

La down-regulation de los receptores de LH de la célula de 

L e y d i g , o c u r r e m u c h o m a s t a r d e q u e 1 a s 1 e s i o n e s e n z i m a t i c a s 

des cr ip tas en este traba. i o, por 1 o que pued e ser con sider ada 

c o m o u n f e n o m e n o i n d e p e n d i e n t e. E n e f e c t o, la a d m i n i s t r a c i o n d e 

AMF cíclico a células de Leydig desensibilizadas (con lo cual se 

s o r t e a 1 a i n t e r a c c i o n H o r m o n a - R e c e p t o r) n o e s c a p a z d e r e s t a b 1 e - 

cer la estero!dogenesis normal (230). Se ha demostrado que no es 

necesaria la internalizacion de la hormona para que se observe 

el efecto biológico, ya que este aparece siempre antes de que la 

hormona pebetre 1a ce1u 1 a. Hemos visto que uando la hormona 

gonadotrofica se pone en contacto con su receptor membranal, se 

produce primero una movilización de los receptores ocupados para 

f o r m a r a c u m u 1 o s o "el u s t e r s ", lo s q u e se g u i d a m e n t e s o n i n t r o d u - 

c i d o s e n e 1 c i t o p 1 a s m a m e d i a n t e u n p r o c e s o d e p i n o c i t o s i s 

denominado "internalizacion mediada por receptor" (25,26). Este 

•Fenómeno involucra la formación de una especie de hoyo recu— 

b i er to por una protei na denomi nada c1 atri na (coat ed pi t) , e 1 

cual es inmediatamente transformado en una vesícula recubierta 

(c oat ed ves i ele) c on ten i endo e1 c omp1e j o hor mon a-rec eptor, 1 a
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que posteri ormente pierde la al atrina transformándose en endo- 

soma o receptosoma. Finalmente, el receptosoma se dirige al 

complejo de Golgi, donde la hormona es degradada por los 1 i so­

somas, y el receptor es degradado o reciclado a la superficie 

c e 1 u 1 a r . P r e c i s a m e n t e, 1 a ci o w n - r e g u 1 a t i o n d e los r e c e p t o r e s s e

p r o d u c i r i a c u a n d o 1 a v e 1 o c i d a d d e r e c i c 1 a d o e s i n f e r i o r a 1 a d e 

i nterna1 i zacion.

La desensibi1izacion de la respuesta esteroidagenica.

C o m o v i m o s a n t e r i o r m e n t e, 1 a e x p o s i c i o n d e 1 a c e 1 u 1 a d e 

Leydig a concentraciones suprafi siologicas de su hormona trófica 

(LH o hCG) , 11eva a una perdi da parci al y transitor i a de 1 a 

capacidad de producir androgenos frente a un nuevo estimulo» El 

tratamiento de ratas adultas (60 di as de edad) con dosis relati­

vamente bajas de hCG (inferiores a 1 ug) es capaz de causar una 

disminución en la capacidad de producir testosterona, observán­

dose concomítantemente, una acumulación de sus precursores 

pr egneno 1 ona y 17 h i dr ox i — pr egnen o 1 on a .< Est a a 11 er ac i on en 1 a 

biosintesis es debida a una inhibición parcial de las enzimas 

mi crosoma1 es depend i ent es d e1 si st ema P-450 s 17 a1fa h i d roxi 1 asa 

y 17,20 desmol asa, y ha sido denominada lesión lejana por su 

u b i c a c i o n e n e 1 c a m i n o e s t e r o i d o g e n i c o c o n r e s p e c t o a 1 c o 1 e s— 

t e r o 1 . D a d o q u e e 1 t r a t a m lent o c o n a n t i e s t r o g e n o s 1 a p r e v i n o, y 

que el tratamiento con estradiol la reprodujo, se puede afirmar
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que es una lesión mediada por estradiol (164,206)

Cuando la dosis de hCG inyectada supera los 2

una segunda 1 e s i o n e n z i m a t i c a a n i v e 1 d e

colesterol p r e g nen o1 ona (20,22 desmolasa) ,

c a m i n o e s t e r o i d o g e n i. c o h a s i d o denominada lesion

cercana, la que ha mostrado ser no dependiente de estradiol

La lesion enzimatica lejana. La inhibición de la 17 alfa

hi drox i 1 asa y 1 a. 17,20 desmol asa ocurre luego

una proteina PM 27000 , p r o d la c i d a c o m o c o n s e c u e n c i a d e la n a

1 a c o n v e r s i o n d e

1

la transcri pci on genética» En efecto, el estradiol

c a p a z i nd uci r un a est i mu1ac i on de las RNA polimerasas I,

II la q u e r e s u 11 o s e r d e t i p o b i f a s i c o« D a d o 1 o s t i e m p o sy 111 ,

estos pi cos de ac t i vi dad se pr oducen , se puede slager i r

que el c o m p o n e n t e m a s t e m p r a n o d e e s t a r e s p u e s t a e s t a r i a i n v o

1ucrado 1 a inh i b i c i on d e 1 as enz i mas mi cr osoma1 es, mi entras

t a r d i o e s t a r i a r e 1 a c i o n a d o c o n o t r o s eventos celulares

(206,210). El aumento en la actividad de las RNA poli mer asas f ue

debido a una activación de dichas enzimas y no a un aumento en

1 a a c t i v i d a d t e m p 1 a n t e d e 1 a cromat ina hecho

q u e 1 a i n h i b i c i o n d e 1 a s 2 e n z i m a s m i c r o s o m a 1 e s o c u r r a s i m u 1

laneamente refuerza la idea de que ambas enzimas están local i

z a d a s e n u n a m i s m a proteins (

H a e x i s t i d o c o n t r o v e r s i a s o b r e e 1 o r i g e n d e 1 e s t r a d i o 1
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intratesticular, ya que hay autores que le han asignado a la 

célula de Sertoli dicho papel (94-96), mientras que otros se lo 

adj udi can a 1 a ce1u1 a de Leydi g (98-100). E1 present e t r ab a j o 

demuestra con c1uyen tement e q ue 1 a acti vi d ad aromatasa d e 1 a 

ce1u1 a de Sert o1 i e s i mport an t e en e 1 an i ma1 i nm ad uro, s i e n d o 1 a 

c e 1 u 1 a d e L e y d i g 1 a p r i n c i p a 1 f u e n t e d e e s t r o g e n o s d e 1 a d u 11 o « 

La acti vac i on de 1 a enz i ma ar omatasa se hace evi dente i nmedi a 

t a men t e d e s p u e s d e 1 a a c c i o n g o n a d o t r o f i c a, 11 e v a n d o a u n

a ument o d e 1 a con cent r aci on de est r ad i o1 i nt r ace1u1 ar (211,212). 

La demostraci on de 1 a ex i stenci a en 1 a ce1u1 a de Leydi g de 

r e c e p t o r e s d e e s t r a d i o 1 (16 6) p e r m i t e n c o n -F o r m a r 1 a h i p o t e s i s d e

autoregulacion negativa que ejerce este estero!de en la biosin- 

t e s i s testi cu1 ar de andr og©nos.

N ue st r a s ob servaci ones de qu e la act i vi d ad ar omatasa en la 

c e 1 u 1 a d e L e y d i g a u m e n t a a m e d i d a q u e e 1 t e s t i c u 1 o m a d u r a e s t a n 

de acuer do con otr as pr evi ament e pub1 i c&das (233) , donde se

valoro la producción de estradiol por RIA en presencia de LH, 

F S H y t e s t o s t e r o n aC o m p a r & n d o la a c t i v i d a d a r o m a t a s a e n t r e 1 a s 

células de Leydig y de Sertoli, observamos que el nivel basal de 

aromatasa aumenta con la edad en las células de Leydig, pero 

disminuye en las de Sertoli. Esto, sumado al hecho de que el 

n umero d e ce1ulas d e Leydig aument a d ur ant e la maduraci on sex ua1 

(201) sugiere que es la célula de Leydig la principal Fuente de 

es t r og en os de 1 adu 11 o. Est e c on c ep t. o h a s i do r ec i en t emen t e
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corroborado en el Hombre por técnicas histoquími cas (

i m p o r t a n c i a f i s i o 1 o g i c a r e d i s t r i b uc i on

a c t i v i d a d a r o m a t. a s a e n t r e a m b o s tipos celulares es todavía poco

c 1 a r a, a u n q u e p u e d e c o n t r i b u i r a exp1 i car 1 a di F eren te r espuesta

que tiene la célula de Leydig inmadura con respecto a la madura

.... ....r-, r-nn hf'R Ge vio nue el tratamiento con F r en t e a 1 a est i mu 1 ación c or i ■ • ■■=

hCG tanto de testículos neonatales (233) o células -Fetales en

culti vo (163) no causa n i 1 a d e s e n s i b i 1 i z a c i o n d e 1 a r e s p u e s t a

observan en el add to« liste •Fenómeno puede ser debido a la
e s t e r o i d o g e n i c a

presenci a si muítanea de 1) alfa-f etoprotei na, una protei na con 

alta afinidad por estradiol que disminuiría la cantidad de

estradiol
biodisponible, 2) la relativa falta de receptores de

estradiol e n con tr ada en las células inmaduras, y 3) la escasa

act i vi dad a i'" o m a t. a s a d e s c r i p t a

La lesion enzimatica cercana. La d ismi nucion en 1 a bi os i n

de precursores de testosterona tales como la pregnenolona

17 hidroxipregnenolona observada con altas dosis de hCG

en un principio en la posibilidad de una disminu

d e 1 a c o n c e n t r a c i o n d e p r e c u r s o r i n m e d i a t o s e 1 c o 1 e s

terol
Sin embargo, el nivel de colesterol en la membrana

d e la m i t o c o n d r i a es el metaboli carneóte dispo

estaba aumentado en células desensibilizadas, sugiriendo

istencia de un bloqueo posterior, a nivel de la enzima de

y

2

h i c i e r o n p e n s a r

n i b 1 e)

1 a e



c 1 i v a ci e d e 1 a c a d e n a 1 a t e r a 1 d e 1 c o 1 e s t e f o 1 CleSiTiO.1 ñSñ

(213). Est a 1esion» d i f e r e n c i a d e 1 a a n t e r i o r, n o f u e

revert i da por 1 os ant i estrogenos ni
repreducida por e1

estradi al, i ndi cando 1 a no dependenci a d e e s t e e s t r o g e n o» Y a s e

h a b i a d e m o s t r a d o q u e e s t. a 1 e s i o n n o reve r t. i v a p o r 1 a a d i c i o n

de m e v a 1 o n a t. o o c o 1 e b t e r o 1 1 i g a d o a 1 i p o p r o t e i n a s (236) p o r 1 o

a

p r o p u e s t o u n s i t i o de inhibición posterior a la

e s t u d i o s h a b i a n m o s t r a d o

i nhi bi ci on de 1 a e s t e r o i d o g e n e sis m i t o c o n d r i a 1 p o r d i v e r s o s

c o m o ni e t a b o 1 i t o s

(238) y proetinas de bajo peso molecular (238). Sin embargo, en 

este estudio hemos demostrado que los metabolites esteroideos no 

están relacionados a la lesion enzimatica cercana. Ademas, el 

factor inhibidor mitotondrial parece ser diferente de otros 

previamente reportados debido a la característica competitiva de 

1.a inhibición. En mitocondria adrenal , tanto la 20,22 desmotase 

como la 11 B hidroxilasa requieren electrones del NfiDPH mediante 

un sistema de transporte común (240), y fue sugerido que esas 

hi drox ilaciones eran reguladas por requerimiento competitivo de 

NADPH (241). Dado que no hay otro sistema de hidroxilacion 

asteroides en la mitocondria ademas del sistema P-450 de la 

20,22 desmolasa, la actividad inhibidora descripta en el 

presente estudio no estarla relacionada con hidroxilaciones 

asociadas con otro citocromo. El citocromo c en la mitocondria
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adrenal puede ser reducido por el mismo sistema de transporte de

1 a 20,22 desmol asa (adrenodoxi na reductasa-adrenodoxi na)

(242,243). S i n emb ar go, 1 a r educc i on de 1 c i t ocr orno de es t a f or ma

n o e s c o n s i d e r a d o f i s i o 1 o g .i. c o d e b i d o a la di f e r e n t e 1 o c a 1 i z a c i o n 

d e 1 c i t o c r o m o c y e 1 s i s t e m a a d r e n o d o x :i. n a r e d u c t a s a -- a d r e n o - 

d o x i n a „ A d e m a s, d a d o q u e e 1 f a c t o r i n h i b i d o r e n c o n t r a d o e n 1 a

c e 1 u 1 a d e L e y d i g posee un p e s o molee u1 ar de a1r eded or de

200. 000, parec e p oc o prob ab1e que 1 a i nhi b i ci on por 1 os

extractos de mi tocondr i a de ce 1 u 1 as de Leyd i g sea debi da al

ci toeromo c.

Por lo menos 2 procesos requieren NADPH en la mitocondria; la 

actividad transhidrogénasa para la fosforilación oxi dativa y el 

sistema de clivage de la cadena lateral del col esteral (251)= La 

fosf or i 1 aci on oxi dat iva es sens ible a agentes de d esacop1e t a1 

c o m o 1 a r o t e n o na, a n t i m i c i n & A y c i a n uro, E n e x p e r i m e n t o s n o

mostrados hemos visto que la adición de 30 uM de rotenona o

ant i mi ci na A a m i toc on d rias i n tac tas n o c mab i aba e1 p atron d e

i nhi bi ci on o b s e r v a d o e n 1 a p r o d u c c i o n d e p r e q n e n o 1 o n a d e s p u e s d e

1 a a d m i n i s t r a c i o n d e h C G« E s t o .i n d i c o q u e e 1 f a c t o r i n h i b i d o r n o 

e stab a r e1 aci onad o con en zimas d e 1 a caden a resp ir at or i a „

Estos estudi os rea1 i zados con prepar aci ones tíe mi tocondr i a de 

ce1u1 a de Leydi g y de adrena1, permi tieron demostr ar 1 a

presente en las células controles pero aumentado en las células

ex i stene i a d e u n f a c t o r i n h i b i d o r d e 1 a 20,22 d e s m o 1 a s a ,



185

desensibilizadas (214). Dicha sustancia mostro ser una proteina 

c on una radío de St okes de 4.8 nm y un punto i so1e1ec tri co de 

5.05. Este inhibidor es una proteina de la membrana mitocondrial 

interna que inhibirla competitivamente la actividad de la 20,22 

d esmolas a, c ont r i buyend o a 1 a auto-reg u1ac i on d e 1 a est er o i do~ 

genesis ce1u1 ar.

Integración de las 2 lesiones biosinteticas.

La. Fig. 54 muestra un esquema que resume, de acuerdo a 

nuestros resultados, el fenómeno de la desensi bi 1 i zaci on de la 

esteroidogenesis de la célula de Leydig. Luego de la interacción 

de la L H / h C G co n s u r e c e p t o r e s p e c i f i c o, s e p r o d u c e 1 a a c t i v a - 

cion de la adenilato ciclasa y sintesis de AMP cíclico, el cual 

actuando como segundo mensajero de la acción gonadotrofica 

induce por lo menos 2 fenómenoss movilización de col esterol a la 

membrana interna de la mitocondria, y fosfori 1acion de proteínas 

e s p e c i f i c a s (p r o b a b 1 e m e n t e e n z i m a s d e la. es t e r o i d o g e n e s i s) , 1 o

q u e c o n d u c e a u n a a c t i v a c i o n d e 1 a b i o s i n t e s i s d e 1 o s e s t e r o i d e s 

test i cul ares (211).. La pregnenolona formada en la mitocondria 

sale al citoplasma donde es metabolizada según la especie, por 

1a v i a d e 1 os ester o i d es de11 a 5 (c omo en 1 os r oedores) for mando 

pregneno1 ona, o por la de 1 os de11a 4 (como en e1 Hombre)

formando progesterona (219). La testesterona sintetizada es 

con verti d a en estradiol por ac c i on d e la ar omatasa a t r aves de
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FIGURA 54. Esquema del mecanismo de la desensibi1izacion de 
la esteroidagenesis de la célula de Leydig inducido por las 
gonadotrof inas.
Ver exp 1 i cac: i on en el texto„
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un proceso también mediado por AMP ciclico (211,212), siendo

tomado por so1ub1 es y d i r i q i d o a s i t i o ssus r e c ept or es

e s p e c i f i c o s d e 1 a c r o m a t i n a d e n o m i n ados acep tor es nucí ear es. Un a

pr oduce 1 a activac i on

i nf or mac: i on genetica codi f i cador a d e una p r o t e i n a d e F M 27000

la que i nhi b iri a 1 as enzi mas m i c r o s o m a 1 e s 17 a 1 f a

hi drox i 1 asa ,20 desmol asa p r o d u c i e n d o s e 1 a 1 e s i o ny

b i o s i n t e t i c a 1 e j a n a 1 a a c c i o n d e s e n c a d e n a d a p o r

i nduci ría asti vaci on d e u n a p r o t e i n a m i t o c o n d r i a 1

capaz de e s p e c i f i c: a m e n t e la actividad de la 20,22

, llevando a la aparición de la lesion

b i o s i n t e t i c a c e r c a n a

La desensibilizacion testicular en el Hombre.

Es probable que el fenómeno de desensi bi 1 izacion celular sea 

un mecan i smo de def ensa de 1 a maqui nar i a b i osi nt et i ca de una 

c e 1 u 1 a. L a c a p a c i d a d d e u n a c e 1 u 1 a p a r a r e g u 1 a r 1 a c o n c e n t r a c i o n 

de receptores para su hormona trófica ha sido demostrada. en nume- 

r osos t e j i d os (247) . Fr ec i samen t e se u t i 1 i z a a vec es est e 

f e n o m e n o c o n f i n e s t e r a p e u t i c o s, c o m o e s e 1 c a s o d e 1 a L H R H y 

s u s a g o n i s t a s , u s a d o s c o m o a n t i c o n c e p t i v o s m a s c u 1 i n o s p o r 1 a 

inhibición que inducen en la secreción de LH y FSH debido a la 

perd i da d e rec eptores d e LHRH del gonad otr op o (248). Tambi en es

¡í ecuente observar este tipo de cambios en la sensibilidad de un
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°r gano b 1 anco dur an te el uso de medi cament os, 1 o que per mi t e a 

veces disminuir el riesgo de una intoxicación. Los resultados

e r •= c o r 11 r a d o s e n 1 o s test i c u 1 o s d e pac i e n t e s c o n f e m i n i z a c i o n 

t e s t i c u 1 a r , f o r t a 1 e c e r i a n e s t a h i p o t e s i s, y a q u e d e n o 

p r o >. J u c i r s e e s t e f e n o m e n o 1 a c e 1 u 1 a d e L e y d i g m u y p robadle m e n t e 

agotarla por el prolongado estimulo gonadotrofi co. 

Precisamente esto es lo que ocurre en individuos obesos por 

sobrealimentación en los que la elevación constante de la 

glucemia uace que tengan una hiperinsulinemia permanente, que

' in a 1) n e í 11. e c o f i d u c e a u n a g o t a m i e n t o del p a n c r e a s i n s t a 1 a n d o s e

di abetes. , de acuerdo a 1 o s r e s u 11 a d o s

encontrados en los i n f e r t i 1 e s, 1 a d e s e n s i b i 1 i z a c i o n

t e s t i c u 1 a r o c u r r i r i a aun con n i v e 1 e s d e L H n o r m a 1 e s, a u n q u e e s

probable que ello sea debido a una secreción g o n a d o t r o f i c a m a

tónica que de los estud i os

p a c i e n t e s c o n h i p o ~ r e s p u e s t a testosteron a a 1 a

s e d e s p r e n d e

que se v i o un a d ismi nuci on signi f i cat i va en el numero

LH en un periodo de 6 hs. Por el contrario, los

pacientes que pr esen t aban r esp uesta de testosterona normal,

mostraron un numero de pulsos adecuado

Es aceptado que la testosterona actúa en el tubulo seminífero 

estimulando junto con FSH la division de los espermatocitos 

primar i os, y en e1 epi d i dimo fa voreci endo la adquisicion d e 1 a 

fn o v i 1 i d a d y 1 a c a p a c i d a d f e c u n d a n t e d e los e s p e r m a t o z o i d e s.. E1
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e s p e r m a t o z o i d e.. 

e s p e r m a t o z o i d e 

o v o c i t o (249) . 

comparti mi en t os

primer efecto epi di di mari o es la síntesis de una proteina 

denominada de movi 1 idad progresiva, y e1 segundo es la produc— 

cion de proteínas glicosiladas de deposito sobre la cabeza del 

Dichas proteínas activan los sitios de union del 

a la zona pelúcida y a la membrana vitelina del

La testosterona es transportada a los distintos 

intratubulares por una proteina denominada ABF

(androgen binding protein) (250), ya que la existencia de la 

barrera hemato-testicular impide la llegada de este androgeno 

por sangre. En consecuencia, la disminución de la biodisponi- 

b i 1 d a d d e 1 a t e s t o s t e r o n a p o d r i a c o n d u c i r a u n a d i v i s i o n d e f i c i ~ 

caria de los espermatocitos (oligospermia), a una maduración 

deficitaria del espermatozoide con fallas en su motricidad 

(astenospermia), o ambas (oligo-astenospermia).

Ha sido previamente demostrado (224) que una dosis de 6000 UI 

de hC,G inyectada 24 hs despu.es de una primera, no induce una 

nueva estimulación en la secreción de testosterona. La acumu- 

1 a c i o ¡ i d e 1 7 h i d r o x i p r o g e s t e r o n a o b ser v a da en es t. os indi v i d u o s 

nos permite inferir que se había producido en ellos una desensi-- 

bilizacion testicular a nivel de la 17 alfa hi droxi 1 asa/17,20 

d e s m o 1 a s a (1 e s i o n 1 e. j a n a) „

Un objetivo del presente trabajo fue evaluar el capacidad 

este ro i d u g en i c a de 1 os testi cu1 os de hombres inf erti 1es, que 

presentaran solo disminución del numero o la movilidad de sus

despu.es
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e s p e r m a t o z o i d e s (o 1 i g o - a s t e n o s p e r m i a) c o m o u n i c a c a u s a d e

inferti1i dad, c o n e 1 o b. j e t o d e b u s c a r 1 a p o s i b 1 e c o n e x i o n e n t r e

1 a alt e r a c ion d e 1 a e s p e r m a t o g e n e s i s y 1 a desensibilizacion

test i cul ar »

L a a d m i n i s t r a c i o n d e h C G a 1 o s p ac i en t e s o 1 i g o ■■■■■ a s t en £5 s p er m i - 

c: o s p e r m i t i o s epar a r 1 o s e n 2 g r a n d e s g r u p o s £ G r u p o .1., c: o n u n a 

falta de respuesta de test oster on a entre las 2 y 4 hs de spues de 

1 a i n y e c c i o n » p e r o c o n r e s p u e s t a n o r m a 1 p o s t e r i o r m e n t e 9 y G r u p o 

2:, con una respuesta bifásica similar a la normal. La falta de 

respuesta temprana de testosterona encontrada en los pacientes 

del Gr upo i hizo suponer la existencia de alguna de las lesiones 

biosinteticas vistas anteriormente» El análisis de las respues- 

t a s d e s u p r e c u r s o r la 17 h i d r o x i p r o g e s t e r o n a, p e r m i t i o c 1 a s i f i 

car los pacientes del Grupo 1 en 3 subgrupos£ con respuesta 

a u m e n t a d a , n o r m a 1 o d i s m i n u i d a<

Con el objeto de investigar la posible ingerencia del estra­

diol e n e s t o s p r o c e s o s, 1 o s i n d i v i d u o s f u e r o n t r a t a d o s c o n

ami nog1uteti mi da (AGí). La AGT disminuye la secreción de estro—

g e n o s p o r a c c i o n a v a r i o s n i v e 1 e s« L o s m e c a n i s m o s m a s a f e c t a d o s 

son la conversion periférica e intratesticular de delta 4 

a i ¡ d i- o s t e n o d i o n a y t e s t o s t e r o n a a es t r a d i o 1 ? y 1 a c o n v e r s i o n 

intra-adr en al de c o1ester o1 en preg nen o1 on a (251). Ademas, 1 a

AGT fac i 1 ita 1 a act i vi dad 3 beta-ol desh i drogenasa-delta-4,5 

isomerasa con bloqueo de la 21 hidroxilasa (252)» En
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consecuencia se observa una franca disminución en la 

c o n c e n t r a c .i. o n d e e s t r a d i o 1 y u n i ocre m e n t o d e a n d r o g e n o s.. C o m o 

e s posi ble q ue se p roduzca una di smi nuci on par a1e1 a de la 

concent r aci on de g1ucocort i co i des, es aeon sejab1e admi ni st rar 1 a 

AGT juntamente con hi drocor ti sona para evi tar los si ntomas de 

u n a :i. n s u f i c i e n c i a s u p r a r r e n a 1 „ L o s p a c i e n t e s f u e r o n

re-examinados y sus espermogramas re-evaluados a los 90 di as de 

tratamiento» Solo los pacientes que presentaban la respuesta de 

1 7 h i d r o x i p r o g e s t e r o n a a u m e n t a d a o n o r m a 1 m o s t r a r o n u n a 

significativa mejoría de su calidad seminal, logrando embarazo 

el 30X de los mismos» Asimismo, las respuestas de testosterona e 

1 ■' h i d r o x i p r o g e s t e r o n a s e n o r m a 1 i

zar on„ Sin embargo, ni 1 os p ac i en t es d e1 Gr upo 1 con hi p o- 

resp uest a de 17 h i drox i progesterona, n i 1 os del Grup o 2, mostra— 

ron camb i os si gni f i c ati vos en las resp ues t as est ero i dog en i cas o 

espermatogenicas despues del tratamiento con AGT. Estos resul­

tados sugieren que los pacientes- del Grupo 1 (hipo— respuesta 

a g u d a d e t e s t o s t e r o n a) c o n h i p e r - r e s p u e s t a d e 1 7 h i d r o x i p r o g e s - 

t e r o na pr esent ar i an un est ad o si m i 1 ar a 1 i n duci do por la defi - 

ci en ci a en 1 a acti vidad d e la 17 a1fa h i d rox i 1 asa/ 17,20 d esmo- 

lasa (lesion lejana), mientras que los que presentan una hipo..

respuesta de 17 h i drox i progest er on a sufri ri an un a i nh i b i cion de 

la 20,22 desmol asa (lesion cercana). Dado que todos estos 

p a c i e n t e s p r e s e n t a b a n n i v e 1 e s n o r m a 1 e s d e t e s t o s t e r o n a, e s 



pasible especular que mas que el nivel absoluto de este andró- 

geno tendría importancia la relación testosterona: estradiol, la 

cual esta disminuida en este tipo de pacientes (253,254).

Los pac i ent es con var i coc e 1 e most r ar on un compor t.ami en t o 

ester o i dogen ic o s i mi 1 ar a1 d e 1 os pacientes si n est a pato1 ogi a, 

lo cual permi te deduci r que e1 varicocele pudiera tener que ver 

m a s c o n 1 a f a 11 a e s p e r m a t o g e n i c a q u e c o n 1 a e s t e r o i d o g e n i. c a..

Queda por dilucidar todavía la causa de la oligo—asteños— 

permi a de los pacientes del Grupo 2 la que podría estar debida a 

a 11 e r a c i o n e s d e o t r o s ■ f a c t o r e s p a r a c r i n o s p r e s e n t e s e n e 1 

testículo» Se ha demostrado la existencia de un numero de 

•f ac t or- es c on ac t i v i d ad in h i b i d or a d e 1 a f i s i o 1 og i a t est i c ul ar 

t a 1 e s c o m o G n R H (h o r m o n a 1 i b e r a d o r a d e g o n a d o t r o f i n a s) , 

prostaglandi ñas, angiotensina, opioides (252,255,256), y 

r e c i e n t e m e n t e C R F (F a c t o r 1 i b e r a d o r d e c o r t i c o t r o f i n a) e 1 c u a 1 

es est i mu1 ado p or 1 a ad minist r aci on d e h CG (257). Se h an 

encon t r ado ad emas recep tor es beta adr en ergi cos en 1 as ce1u1 as de 

Sertoli, observándose que los agonistas beta adrenergi eos son 

c a p a c e s d e a u m e n t a r e 1 c o n t e n i d o d e A M F* c i c 1 i c o i n t r a c e 1 u 1 a r y 

1a act i v i dad pr ot ei na qu i nasa sug i r i en do 1 a pos i b1e r egu1 ac i on 

d e 1 a e s p e r ni a t o g e n e s i s p o r a m i n a s (249) . D e f i c i e n c i a e n 1 a 

bi odisponibi 1 i dad de la testosterona por aumento de sus 

proteínas transportadoras tanto en sangre (SHBG) como en tubulo 

s e m i n i f e r o (A B P) n o d e b e r i a n s e r d e s car-1 a das. E1 c o n o c i m i e n t o de



di chos f actor e s, asi c:omo el de sus mecanismos

p e r m i t i r a e n c o n t r a r 1 o s e 1 e m e n t o s q u e aseguren

t r at a m i en t o de 1 a i n f- e r t i 1 :i. dad de 1 Hombr e La F i g,

de acción

éxito del

muestra un

e s q u e m a d e 1 o e x p u e s t o a n t e r i a r m e n t e..
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C_O_N_C_L_U_S_I_O_N_E_S

L a s c e 1 u las d e L e y d i g p r e s e n t e s e n e 1 i n t e r s t i c i o t e s t i c u 1 a r 

tienen distintas características tísicas (densidad y coeficiente 

de sedimentación) pero idénticas carácteri sti cas morfológicas y 

fund onal es.

- L a expos i c i on d e 1 a ce1u1 a d e Leyd i g a dosis far maco1 og i cas d e 

h o rmon a t r ofi c a (LH o h CG) i n duc e 1 a apari cion de 3 feno m en os:

1) D i s m i n u c i o n d e 1 n u m e r o d e r e c e p t o r e s e s p e c i f i c o s (d o w n - 

regulation) ..

2) D i smi nuc i on de la ac t i vi d ad d e 1 as en zi mas mi cr osomales 17 

alfa hidroxilasa y 17,20 desmol asa (lesion bi osintetica lejana).

3) D i sm i n uci on de la ac t i vi d ad de 1 a enzi ma mi t ocon dr i a 1 20,2 2 

d e s m o 1 a s a (1 e s i o n b .i. o s i n t e t i c a c e r c a n a)

El orden cronológico de aparición de estos tres eventos es 

lesion lejana (entre 3 y 6 hs post estimulo), lesión cercana 

(entre 18 y 24 hs post estimulo), y down regulation de recep­

tores (después de las 24 hs post estimulo)

La lesion lejana es inducida por estradiol, Juego de la 

sintesis de una proteina de PM 27000.
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- El estradiol intratesticular se produce principal mente en la 

célula de Leydig por la aromatización de testosterona. Este 

proceso es dependiente de LH.

- La capacidad aromatizante de la célula de Leydig aumenta con 

la edad del individuo.

-• La lesion cercana es inducida por una proteina mi tocondr i al 

con un PM de alrededor de 200000 y es independiente de estra-- 

di ol .

En e1 Hombre, un estado de desensi bi 1 i z aci on test icu1 ar puede 

ser responsable de alteraciones de la espermatogénesis, y se 

p o n e d e m a n i f i e s t o m e d i a n t e u n e s t i m u 1 o a g u d o c o n h C b;

1) una hipo-respuesta de testosterona a la hbb con hiper 

respuesta de 17 hidroxiprogesterona pondria en evidencia la 

presencia de la lesión lejana que provocarla una disminución en 

la r e 1 a c i o n t. e s t o s t e r o n a s e s t r a d i o 1 c o n d u cié n d o a 1 a u 1 i g o 

astenospermi a.. Estos pac i entes r espondeo i an f avorab 1 emente al 

t r a t a m i e n t o c o n a n t i e s t r o g e n o s.

2) una hipo-respuesta de testosterona y 17 hidroxiprogesterona 

indicarla la presencia de la lesión cercana. Estos pacientes no 

[."• gj c:: p □ fi a i-? f" j f■[ 1 t r a t a m i e n t o c o n anti e s t r u g e • ¡ o s.
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- La oligo-astenospermia idiopatica de las hambres can esteral- 

dogenesis- normal podría ser debida, entre otros, a factores 

paracrinas intratesticulares, o a una disminución en la biodis- 

ponibildad de testosterona. Estos pacientes no responderían al 

tratamiento con antiestrogenos.

- El test simplificado de hCG es una herramienta clínica útil 

para la elección de las pacientes a ser tratados can los inhibí- 

dores estrogeni cos.

- Los pacientes con hipo-respuesta de testosterona a la hLo 

presentaron una disminución en la pulsatilidad de la secreción 

de LH.

Los pacientes con varicocele presentaron un comportamiento

e s t e r o i d o g e n i c o y una distribución de las alteraciones

e s p e r m a t o g e n i c a s s i m i 1 a r a 1 o s p a c i e n t e s s i n e s t a p a t o 1 o g i a»
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FE DE ERRATAS

Pag. 34. La insulina debe excluirse del paréntesis que 
involucra a las hormonas hipofisarias.
Pag. 82. En la 3ra. linea debe leerse "las células fueron 
inyectadas".
Pag. 116. En la Fig. 21 el eje de las ordenadas se refiere a 
"pg de estradiol".
Pag. 124. Los triángulos llenos se refieren a testosterone y 
los vacios a estradiol.
Pag. 175. Donde dice "respuesta a la testosterone" debe 
leerse "respuesta de testosterona a la hCG".
Pag. 176. En la Tabla, la mitad izquierda corresponde a los 
resultados de LH (mül/ml) y la derecha, a los de FSH 
(mül/ml).


