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RES UHMENHN

El control de la produccion androgenica de la celula de
Levdig depende de la secrecion episodica de su hormons
trotica (LAY, la gue es liberada de la hipofisis en pulsos
de alta actividad biclogica. Este modo de secrecion psrmite
@l mantenimiento de wuna actividad enzimatica permansnie
llevandn & wna biopsintesis adecuada de testosterona (T:. La
edposicion de la celula de lLeydig & concentraciones supra-
tiziologicas /o tonicas de LH o gonadotrofina corionica
fiimana (MG induce la aparicion de 2 fenomenos: 1) perdida
de los receptores membranales de LH, 2) disminucion de 1la
capacidad esteroidogenica. Este wlitimo efecto es debido por
it lado a la disminucion de la actividad de las enzimas
microsonal es 7 ooalta hidrogilasa v 17,320 desmolasa shcar-
gadas de la conversion de preghnenclona (FS) en T {(lesion
lejanal, v por el oltro, a la disminucion de la actividad de
Ja enzima sdtocondrial 0,22 desmolasa, responsable de la
convarsion de colesterol en PO (lesion cercanal.

Ern el presente trabaio hemos demostrado concluyentemente
gue 21 efecto desensibilizante de la hiE es mediado in vivo
2 in vitro por la acoion del estradiol (ER), despuss de una
activacion temprana (a los 495 mindy de las RNA polimsrasas
nucleares, seguido de la aparicion de una proteina de PM

BF000 {lentre -6 hsi. El ER responsaple de este fenomenn es



sintetizado por la propia celula, va gue la mismna mostro una
alta actividad aromatasa. Esta enzima es activada dentro de
log 20 min de iniciada la accion de la hCE, por un mecanismo
depandiaente de AMP ciclico. FPor el contrario, la celula de
Sertoli del testiculo maduwro mostro una escasa actividad
aromatizante de  androgenos. For otra parte, la disminucion
de la actividad de la encsima onitocondrial se hace svidente
con  dosis mavorss de hUGE, v es independiente de EZ2. Dicha
lesion enzimatica fwue abtribuida a la activacion de una
proteina mitocondrial de PM de alrededor de 200000, con un
puntao iscelectrico de 5,05,

El hecho de gue la disminucion de la actividad esteroido-
genica  inducida  por hCE hayva sido tambien observada en el
Hombr e, induio a la hipotesis de gue pacientes infertiles
gus  presentaban solamente oligo-astenospermia como causa de
s infertilidad pudieran tener una alteracion de la biosin-
tesis androgenica gue los llevara & tener unas deficitaria
aspaermatogenesis. For esta razon, se administraron S000 Ul
de hH por via i.m. a 128 pacientes oligo— astenospermicos v
s evaluo las respuestas de T, EE v 17 hidroxiprogesterona
(L70HFY . La respussta de T permitio clasificarlios sn 2
Qrupos: Brupo 1 (n=8%), con una hipo-respuesta temprana
tdentro  de las 4 hs), v Grupo 2 (n=3%), con una respuesta

bifasica normal (primer pico a las 4 hs v segundo pico



despues e lasg 24 ns). Los pacientes del Grupo 1
presentaron 3 tipos de respuesta de 170HF: alta, normal v
baia.

El tratamiento de estos individuos con el inhibidor de la
aromatasa  Aminoglutetimida (para inhibir la produccion de
e mEioro  la espermatogenesis solo en aguellos con hipo-
respussta de T v respuesta de 170HF normal o alta {(lesion
lejanal, lograndose embarazo sn el Z0% de los casos. No se
observaron camblios en pacientes del Grupo 1 con hipo-
respussta  de 170HP (lesion cercanal, ni en los del Grupo 2,
indicando la independencia del EZ. En estos pacientes, otros
factores locales o perifericos estarian involucrados en la
modul acion negativa de la espermatogenssis. Asimismno, se
avaluaron las respusstas essterolidogenicas a la LB y la
calidad espermatica  en pacientes con varicocele, ocbhservan-—
dose un  comportamiento similar a los pacientes sin esta
patal ogia.

El estudio de la pulsatilidad de LH demostro gue aguellos
paciantes con hipo-respussta de T a la hiB, presentan una
disminucion en  la Frecusncia de aparicion de los pulsos,
mientras gque la pulsatilidad fue normal en los pacientes con
respussta de T normal. Estos resultados sugieren gue posi-—
hlenente la disminucion en la capacidad de respuesta del

testiculo al estimulo gonadotrofico sea debida al sfecto



._.{],_,.
desensibilizante gue ejerceria una secrecion tonics de LH.

El  analisis morfologico vy funcional de las celulas de
Leydig aisladas demostro gue s] intersticio testicular
presenta  una gran  variedad en cuante a la densidad vy
velocidad de sedimentacion. 8Sin embargo, las caracteristicas
tuncionales de las celulas fueron identicas.

En conclusion, los resultados presentados en este trabaio
parmiten avanzar en @l conocimiento de los  mecani smos
bicguimicos involucrados en el fenomeno de la desensibi-—
lizacion de la celula de Levdig, lo cual contribuira a la
elucidacion de la etiologia de algunos tipos de infertilidad

del Hambre.
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I NTRODUCC I ON

Breve resena sobre las evidencias de la existencia y funcion
gde las celulas intersticiales de Levdig.

Las  mas  antiguas evidencias sobre la influesncia gue =1
testiculo ejerce  sobre las glandulas accesorias son gulzas
las de  Jobn  Hunter, guwien en 1786 realizo experimentos de
castracion de animales observando wna regresion de  1la
prostata v de las vesiculas seninales (1. En 184%, Herthold
(2] observo  gue testiculos transplantadaos ectopicamente en
gallos castrados eran todavia capaces de prevenir la atrofia
dee la oresta de sstas aves v concluvo gque la regulacion ara
gjercida a traves de la sangre. En 18350, Franz Levdig
describio la presencia de celulas intersticiales en sl
testiculo de varios mamiferos (3, a las gue posteriormente
a@ les atribuveron difterentes funciones fLales como aportar
nutrientes para &1 tubulo seminifero. producls hormonss
masculinas, almacenar productos horoonal g2s producidos por el
tubulo, eliminar sustancias nocivas gue pudieran dafar los
tubulos o wmigrar  al tubulo seminifero para resmplazar a
celulas de Sertoll enveliecidas (4).

Las evidernolas mas sobresalientes gue atribuaian un papel
gndocrinoe a la celula de Leydig fueron presentadas en wna

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



— oy -

sigulentes
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{5) o las cuales pueden  rasumirss en
observaci ones:

I- Las celulas de Leydig tienen forma spiteliocide v nucleo
prominentes, 1o el =31 caracteristioco de celul as
involucradas en procesos secretorios.

2= Las celulas de Levdig esstan mas orientadas hacia la
vascul atura gue hacia los tubulos.

G- En muchas condiciones experimentales o patologicas

{calor, ravos x, algunos cascs de vasectomia v atros

N

tratamientos), el tubulo swire un proceso regrasivo, pera
tanto lag celuwlas de Leydig como las caracteristicas
sexual @s secundarias del macho permanecen intactas.

4~ lLas celulas de Leydig son numerosas en =1 testiculo
anbrionario  de los mamiferos sn el nmonento en que el tracto
reproductive masculinog  se desarrolla, cuando aun el tubo
saminifero a8 rudimentearia.

Recien en la decada del 30 evidencias concluventes
demostraron gue los cambios involutivos ariginados por la
castracion podian ser revertidos por la  administracion
parenteral dea tractos crudos de testiculos (&), v gue la
principal responsable de dicho fenomeno era la testosterona,
la cuwal pudo ser guimicamente aislada en 193% por David Y
col (7). For la misma epoca pudo determinarse tambien gue la

funcion testicular estaba controlada por hormonas de la



hipotisis (8.

La prusba definitiva de gue lasz celulas de Leydig son la
principal  fuesnte de androgsnos s ha obtenido hace pocos
SRS, En 1988 =se describio una tecnica para localizar la
enzima 3Ih-hidrodiesteroide deshidrogenasa (9,10 1o cual
permitio determinar tanto en mamiferos como en otros
vartebrados estudiados, gque la actividad de ssta snzima se
hallaba predominantemente en las celulas de Leydig. For otro
lado, el desarrollo de una teonica para separar los tubulos
dee las celulas de Levdig en testiculo de rata, peraitio
incubar Ao tejiidos por separado con progesterona
radioactiva lo gue demostro gue era el tejido intersticial
el  capazx de convertis este sustrato en androgenos {(11).
Posteriormaente, se pudo demostrar gue el teiide intersticial
#a  capaz de transtormar colesterol en éndﬁmgenoﬁ (1&y, 1o
gue  de  alguna manera dejo claro el papel de las celulas de
Leyvdiag sn el desarrolio v mantenimniento de los caracteres

sexual es del varon.

La hormona luteinizante (LH).

Esta hormona hipofisaria es  llamada asi porgue en la
hambra es capaz de inducic la ovalacion vy transformar el
foliculo remanente en cuerpo luteo. Cuando fue descubierta

en el macho, se le dio el nombre de Hormona Estimulante de
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las CUelulas Intersticiales (ICS5H) por su efecto estimul ador
de las celulas testiculares de Levdig. Hoy se sabe aue ambas
hormonas son quimicamente identicas pero se ha conservado el
nombre de  LH para  ambos  sexos. Estudios inmunoguimicos
demostraron  gque tanto la LH como la hormona foliculosstimo-—
lante (FS5H) son segregadas por las mismas celulas FAS-—-pogi -
tivas de la hipofisis anterior.

La LMy &l dgual gue otras glicoproteinas tales como &k,
Tirotrofina (TSH) vy la gonadotrofina corionica humana (hCE)
contienen 2 cadenas polipeptidicas denominadas sub-unidades
alta vy beta (13,14). Las sub-unidades alfa son identicas
entre i pero las beta son diferentes v lez confieren la
gspeciticidad de su  accion. La estructura de la LH as
virtualmente identica a la de hCE solo que la hiB posee 30
aminoacidos mags en el extremo C~terminal de la sub-unidad
beta, 1o que le confiere una potencia biologica sUPErior a

la de LH (15

Mecanismos involucrados en la respuesta de las celulas de
Leydig a 1a LH.

1. Receptores de LH.

Las primeras evidencias de gue las celulasz de Leyvdig
poseian receptores para LH  fueron aportadas gracias a la

aparicion de tecnicas inmurohistoquimicas uwsando LH acoplada
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a AJerritina (16 v  avtoradicgraficas luego de exponsr al
animal  in vivo & LH marcade con 1251 (17,18). Se pudo
demostyrar gque la LH interaccionaba selectivamente con las
celulas de lLeydig, mientras gque no se observaba union a las
celulas  del tubo seminifero. Dado gue la hormona marcada
expussta a  las celulas permanecia en la superficie por un
tiempo, s& postulo gue los receptores se localizaban en la
membrana  plasmatica. Avalaron esta hipotesis 2 euperiencias
posteriores: 17 La LH unida a Sepharosa, la cual no penebtra
en la celula, era capaz de estioswlar la esteroidogenssis
(19}, vy 23 La gonadotrofina unida a la celula podia sluirse
simplamnente disminuyando @l pH del medio (20, Has
recientenente pudo observarse el complejo bhormona-recesptor
unido a la membrana celular por tecnicas de inounofluores-
cancia (E11.

La asociacion entre LH o nC6 v los sitios receptores es
marcadamente dependiente de la temparatura de incubacion. Se
vig gus  a 37 ol se produce rapidamente. Sin embargo, la
mayoria de  los  estudios de union de LH o hOE marcadas han
side realizados a  temperatwas  esntre 20 vy 24 ol para
disminuivr al maximo los efectos de degradacion de la hormona
vio de los sitios receptores durante la reaccion de union.
La wvelocidad de interaccion entre la hormona v su receptor

depends tambien de la concerntracion de la hormona utilizada
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Yy gue sigue wna cinetica de segundo orden, hasta gue se
utiliza un sxceso de horeona en que la reaceion adguisere una

TR

cingtica de pseudo-primer orden (38). S5 ha encontrado CLe

]
i

las caracteristicas de la union de las gonadotrofinas a i

i
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receptores  son  identicas en celulas de Leydig aisladas,
wimogenatos  testicuwlares v en membranas de celulas inters-—
ticiales vy se ha calculado qgue existen aproximadamente

20,000 sitios receptores por celula de Levdig. La constante

de union en &l eguilibrio Ka es 4 % 1010 Me{~1) Yy pertensce
a una sola clase de sitios de union no interactivos, gue se

denostraron e@n  la obtencion de grafticos de Scatchard

linegales v en graficos de Hill con pendiente 1.0
vida media del complejo receptor~hormona es de 24 hs a 24
ob, v la disociacion se produce aun mas lentamente a 4 ol.
Esta propiedad de los sitios receptores para gonadotrofinas
ha sido de incalculable valor en la solubilizacion v carace
terizacion +fisico-guimica de los mismos, permitiendo la
utilizacion de metodos tales como filtracion en geles o
gradientes de densidad, gue son relativamente larpos.

Cuando  se correlaciona la wnion de hCH 2 sus sitios

receptores  con la estercidogenesis se vio que la celula de

Levdig contenia un gran sxceso de re gptores con respecto a
log necesarios  para producir una respussta esterocidogenica

maxima (24} . Esta respussta puede ser inducida con una
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ocupacion de sitios receptores menar del 1%. La ocupacion de
sitios npecesaria para producir peogusidos incrementos en la
esterolidogenssis deberia involucrar solo unos pocos sitios.

No existen evidencias de gus hava una subpoblacion de sitios

e alta afinidad gue sea la responsable de la respussta
gsteroidogenica  aguda. La funcion de este gran exceso de
receptoras  muy  por encima de los necesarios para producir
wna  respussta biologica maxima vy que han dado en 1lamarse
“receptores  de repussto’ igpare receptors! no ha sido
completanents aclaradsa. Dos posibles explicaciones serian 1)
s tfavoreceria la tormacion del compleio receptor-hormona v
por lo tanto indirsctamente la respuesta biologica en
condl ol oness e baja concentracion del ligando, ol £2))
proveerian  un resservorio de sitios para reemplazar aguellos
utilizados o procesados como consscusncia de la interaccion
dee la bhormona en condiciones fisiologicas gue inducen la
secrecion ormonal. Las fluctuaciones an el numero de sitios
receptores tendrian sfectos en la sensibilidad de las curvas
dosis—respussta de cada celula.

Caando  1a hormona gonadotrofica se pone en contacto con
s receptor {(localizado en la membrana celular) se produce
primero una movilizacion de los receptores ocupados para
tormar  acumulos o0 "olusters® los gues seguidamente son

introducidos en 21 citoplasma mediante un proceso de



=5

pinocitosis cdernomi nado "internalizacion" (85,36, Este
fenonano invelucra la formacion de wuna especie de hovo
{coated pit) recubierto por una proteina 1lamada clatrina.
Esta satructuwra es inmediatamente transformada en una

versicula  recubierta de olatrina {cpated vesicle), la gus

postaeriormnents piardse el revestimiento proteico trans—
formandose &n endosoma o receptosoma.  Finalmente, gl

receptosoma {conteniendo &1 complesio Horoona-Receptor? se
acerca  al Complejo de Bolgi donde la hormona es degradadsa
por los  lisosomas v el recepltor es o bien degradado o bien

reciclado a la membrana celular (27,380,

2. Adenilato ciclasa

El  primer efecto de la LH sobre la celulas de Leyvdig es
la activacion mediada por 21 complejo receptor-hormona de 1a
afenilato ciclasa gue resulta en la formacion del caMP. En
la celuwla de Leydig intactsa los niveles de oAMP se elevan
rapidamente, dentro de los prisgros segundos luego de 1a
interaccion  LH-recepltor, mientras gus la produccion de
testosterona se pone en svidesnoia luego de por 1o menos 10
minutos. La  regpuesta del nucleotido ciclico a la gonado-
trofina en celulas de Leydig aisladas es grande vy rapida. EI
hecha de gue la respusste esteroidogenica a la LH pueda ser

reproducida por analogos del cAMPF v por toxinas colerica, v
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gus ademas  sea potenciada por inhibidores de la fosfodies—
terasa @8 consistente con gue 21 cAMP s el segundo mensa—
Jero de la accion gonadotrofica, asi como de los efectos de
ACTH  en  la corteza adrenal. 8in embargo, las marcadas
discrepancias entre las curvas de dosis respuesta para el
CcAMP v para la produccion de esteroides en celulas de Leavdig
aisladas asl como en celulas luteales vy adrenales, oscurecio

por mucho tiempo =1 papel del cAMP en el mecanismo de acoion

hormonal planteandose la poesible existencia de otros
mensajeros  responsables  de  la respussta esteroidogenica a

bainsg niveles Hormonal es. Solo recientemente, wun estudio
detallado de los niveles intracelulares de caMP, incluvendo
agueal gue  involucra el noucleotido uwunido a la subunidsad
reguladora  de la proteina guinasa, ha demnostrado gue existe

una  muy  buena  correlacion entre produccion de cAMP, acti-

vacion de proteina  gquinasa vy esteroidogernesis durants la
sstimul acion hormonal en testicwlo, ovario v adrenal

(E29-22 . En estos experimenltos se puso asimismo en evidencia
gue @l proceso  de  activacion regulado por  cAMP estaba
controlado  por cambios muy peguetos en los niveles inbea-
celulares  de  cAMP oy gue esxistirian respuestas mediadas por
el cAMP en determinados compartimentos celulares (39). Estos

hallazgos, Junto cort las  observaciones recientes gue

denuestran la fosforilacion de proteinas citosolicas en



celulas de Leydig vy celulas adrenales sstimul adas por las
respectivas  hormonas  troficas (33,343, aportan evidencias
firmes sobre @] papel de la adenilato ciclasa-proteina
guinasa en el mecanismo de accion hormonal .

Dutaw vy col (35 demostraron asimismo gue 23 el receptor
la especificidad de la respuesta de la

transfiriendo receptores solubilizado
aue sshas

el  gue determina
s de

adeni lato ciclasa,
alsladas, hicisron

ovario a celulas adrenales
celulas se hicieran sensibles a la hiG respondiendo

ultimas
a s oestimido con la produccion simultanes de cAMP v de

Qlucocorticolides.
de la adenilato ciclasa ha sido poco

51 bien el sistema
gstudiade e particular en la celula de Levdig, parece ser
tambien aqui al igual gue en otros teiidos (36,37) los
decigivo en el

gue

nucleatidos guanilicos jusgan wn papel
acoplamiento del receptor a la ciclasa vy su activacion
subsiguientes., El grado de activacion parece ser dependiente
de  las concentraciones en el medio de magnesio, calcic v

ATE.

3. Proteina guinasa
Aungue =&  supo  por mucho tiempo  de la existencia de
proteina quinasas en la celula de Levdig, solo recisntements
y oo el advenimiento de nuevas tecnicas de separacion
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celular satag  guinasas  han sido caracterizades (38-411.

eztudios  demostraron  la exdistencia de dos proteina
guinasas dependientes de ocAMP v una independiente de cAPFP.
He crela gue esta ultima era la subunidad catalitica comun a

las dos holoenzimas, va gue el tratamiento de las celulas de

Leydig con bajas dos de L producia activacion progresiva
ge  ambas proteina guinasas v o conversion a la subunidad

independiente de cdMP (41 . Cuando se estudiaron los pesos

molecul ares de estas guinasas (42) s8 vio gue el 704 de la

proteina Hinasa dependiente de ofMP de la celula de Leydig,
tiene dos subunidades regulatorias (PM 116.400) . La segunda
holeenzima con un peso molecular menor (FM 59,6007 derivaria
de la mayor vy sstaria constituide por uwna subunidad regula-
dora . unida  a una subunidad catalitica. La union del cAMP a
las dos  subunidades regulatorias de la holosnzima de mayvor
pasn aolecular, o & la subunidad regulatoria unica de la
menor, causaria la liberacion de las subunidades cataliticas
respectivag  (FM 0 ZE,000) gue fostforilarian proteinas celu-
lares. Fodesta vy ool (45) usando electroforesis en geles de
paliacrilamida  para separar  las diferentes holoenzimas,
pudieron demostrar gue usando bajas dosis de hOGE, &1 cAMP

endogens ooupa las subwiddades regul atorias correspondiantes

a la enzima de PFPM 116,400, misntras gue la segunda holo-

enzima so0lo es activada cuando se utilizan dosis altas de
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tos exparimentos se

i

gonadotrotina para el estioulo. De e
daduciria  gue la holosnnzima de mayor peso molecular, es la
invalucrada en la respuesta esteroidogenica gue se obtiens a
bajos mniveles de gonadotrofina.

Los estudios en gue se comparan  las curvas de dosis
respussta del oAMPF v de la testosterona despuess de sxponer a
la celula de Levdig a la hO8 o a la toxina calerica indi-~
carian gue la profteins guinasa gue se activa por la accion
gonadotrofica estaria ubicada en un compartimento celular
espacitico. esta aseveracion se basa en la siguients evi-—
dencias  dwante la estisulacion con la toxina, la cuwrva de
dosis respussta para la testosterona se obtiene con oou-
pacion del 7H-100% de los recpetores de cAMP, sientras gue
s necesita solamente una ooupacion del & 4 de los sitios
receptares  para @21 pucleotido en la estisulacion hormonal,
para  producir niveles madimos estercidogenicos (44,435).
Estas obssrvaciones sugiersn gue 21 AP producido en la
spetimulacion  hormonal , tiene un acceso mas rapido o directo
a receptores de cAMF gue se encuentran en las proximidades
de  enzimas esteroidogenicas gue son la clave de una produc—
cion de festosterona aumentada, vy gue serian activadas por
la proteina quinasa. Luego de s union de la toxina v de la
egtimualacion inespecitica de la ciclasa en multiples puntos

de la membrana celular, =1 cdMP producido oocuwparia recep-
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tores que no se encuentran directamente relacionados con la
proteina  gquinasa  invelucrada en la estercidogenssis v se
explicaria asi &l porgue se necesita un numero mucho mayor
de receptores pocupados para achivarla.

4. Fasfodiesterasa

El grade de activacion de la proteina guinasa dependes de
los niveles intracelulares del cAMPF, gue sstan regulados por
la actividad simultansa de dos enzimas: la adenilato ciclasa
gue 1o forma bajo el estimulo hormonal v la fosfodiesterasa
gue  lo degrada al compuesto inactivo S aMF.  En varios
tejidos se ha considerado gue las fosfodiesterasas juegan un
papel clave en la regulacion de la respussta celular a la
hormona. Asi, en la celula de Sertoli se ha supuesto gue uno
de  los mecanisnos  para la falta de respussta a 1a FBH en
celulas de animalss adultbtos, se debe a un incremento en la
actividad de esstas enzimas. Exisgten evidencias indirsctas de
gue en las celulas de Leydig las fosfodiesterasas regulan la
raspuesta celular a la gonadotrofina, v son las gue se
derrivan  de estudicos realizados en presencia de MIX o de
teofilina. La idncubscion de celulas de Leyvdig aisladas en
presencia de sstos inhibidores, tiensn un efecto potenciador
sobre  la respuesta  esterocidogenica inducida por  LHARCE
(45477, sugirianda asimiema estos resultados gue  an

condi ciones  normal es la sefal hormonal es en cierta forma



atenuada  por la preszencia de fostodiesterasas. Bin embargo,
la mayor  parte de los estudios sobre fostodiesterasa
testicular han  sido realizados en homogenatos testiculares
totales v existen muy pocos intentos para caracterizar estas
enzimas en las distintas poblaciones celulares. Los trabajos
realizados con celulas de Serteoli indicarian gue exishten

multiples

formas de estas encimas, con diferentes sspecifi-
cidades de sustrato, comportamiento cinetico v reguerimiento

de caloio (48).

S. Proteinas especificas

Las proteinas intracelulares gue son fosforiladas por la
proteina guinasa, activan probablemsnte una secusncia de
gventos  involucrados en la biosintesis esteroidea, pero los
mecani smnos  precisos de  su accion son aun desconocidos.
Durante la activacion hormonal , se produces sintesis proteica
e2n la celula de Leydig v este es un prarreguisito para una
respussta esteroidogenica normal. Esto ha sido demostrado
par &l efecto inhibitorio scobre la biosintesis de esteroides
que  ejercen los  inhibidores de sintesis proteica (49333,
Janszen y ool (52,53 han descripto varias proteinas que son
inducidas por  estimulacion con LH en celulas de Leydig
normales v tumorales, sin enbargo, estas proteinas no

parscen estar involucradas en la respuesta esterolidogenica



aguda, vya gue su presencia no ha podido ser detectada antes
de un pericodo de 2 horas  luego de la estimulacion con
gonadotrofina., Recientements s& han encontrado mas fosfo-
profeinas dependientes de LH en las celulas de Leydig (543,
Las propiedades de estas proteinas deben ser investigadas en
mayor  detalle tratando de encontrar correlaciones entre
fostforilaciones vy  activacion proteica en fracciones suboe—
lulares aisladas v puwiticadas.

Der los experimentos con cicloheximida se ha concluido gue
ciertas proteinas  con una vida media muy corta (8 172 13
minl), estan involucradas en la regulacion de la esteroido-
genesis en la celuwla de  Levdig (49 . fAdemnas de estos
estudios sobre el papel del metabolismo proteico en la
respugsta esteroidogenica, se han investigado sspecifica—
mente ciertas proteinas. S ha detectado en tejido testi-
ciel ar (53, wuna proteins terscestables gue une especitica-
mente  al  colesterol, vy s ha sugerido gque esta proteina
padria cumplir un  papel en el transporte del colesterol
desde =1 espacio estramitocondrial al intramitocondrial.
Hall v col {5hy han  denostrado gue los microfilamentos
conteniendo  actina en las celulas de Leydig podrian estar
involuorados an el transporte de colesterol, va gue la
ssteroidogenesis es inhibida luego del tratamiento de las

celulas con liposonas conteniendo anticusrpo antiactina. El
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requerimienta de  los microfilamantos para el suministro de
colesternl & la mitocondria parece ser condicion necesaria
pero no suficisnte, va gque no exkisten evidencias de gue el
sistema dg transporte del colesterol constituva la etapa de
vielocidad limitante en el control de la esterolidogenssis.
Log experimsntos ocon anticuerpos contra proteinss intrace—
Tulares sespecifticas, introducidos en celulas intactas va ssa
via liposomas o fusion celular pearecen pronisorios y podrian
contribuir & W meior  entendimiento  acerca del papel de

cigrtasg proteinas &n el mecanismo de accion de la LH.

Biosintesis de androgenos

i. El colesternl como precursor de esteroides.

No existen dudas de aque los orgenos ssteroldogenicos
puaden convertir el colesterol a las hormonas segregadas por
estos organos, s decir: corticoesteroides en la adrenal
(G7-5%9); progesterona en el cuerpo luteo (60,461): v testos-
terona en el testicuwlo (62,63%). Ademas, la conversion de
colestarol & estas hormonas es estinmulada por las hormonas
troficas &GOTH (858,89 v LH (&1,62). Ambas hormonas producen
una disminucion del contenido de colesterol en sus grganos
bBlancos respectivos (57,647 v en &l caso de la corbteza

adrenal la disminuoion absoluta en colesterol es del mismo
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orden  gue la produccion de esteroides. Sin enbrago la mayor
parte del colesterol en los organos estercideogenicos esta
presente @n una forma en la que no es directamente precursor
de  hormonas  esteroideas v ademas se encuentra en comparti-—
mentos celulares especificos complicandose asi la experimen-
tacion en este campo. El colestercl exogenn marcado no &8s un
busn  precursor  de androgenos observandose un porcentaie de
conversion  muy  bajo. Esto se debe sn parte a gus el colss-—
terol es insoluble en agua siendo asi dificil ofrecerlo a
los  tejidos vy con el resultado de gue es muy poco 1o e
gentra vy por otra parte, lo poco gque uno consigue incorporar
gs  diluwido por una gran cantidad de colesterol endogeno no
marcado (61i.  For otro ladeo, el (14C)~acetato sirve como
praecursor medianamente efectivo para hormonas esteroldeas
e, LSS . Estos resultados fusron interpretados hace algunos
ANGS (hd) como gue el colesternl no era el precursor fisio-
logico de estercides, v como que 2] acetato podria formar
esteroides sin pasar por el colesterol, o sea gue se planteo
er aguel momento gque el colesterol podia no ser un precursor
obligatorio de las hormonas ssteroideas.  Actualmente se
considera que no existe ninguna evidencia gue no pusda ser

reconciliada  con gue el colesterol s precursor obligatorio

snteroides v con gue el acetato es convertido & esteroi-

des luego de pasar por colesterol. Cuando se estudia la
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contribucion  del colesterol plasmatico al nivel de coles-
terol precursor de hormonas esteroideas la situscion D& e e
diterir en distintos organos. En adrenal la fuente principal
de esteroides parece ser el colesterol plasmatico: en el
hombre  B0Y (6713 perro 907 (68): rata 90% (6%9) y cobavo &0%
(703, En estudicos similares en gue se estudio la contri-
bucion del colesterol plasmatico a la produccion de andro-
gencs testiculares, se vio gue era del 13% en cobayo {(70), v
apraximadamente 40% en la rata (69).

En  realidad las contribuciornes relativas del colesterol
testicular v del colesterol plasmatico a la sintesis de
ssteroides pueden variar en distintas circunstancias {por
ejemplo de acuerdo a la velocidad con que se sintetizam los
andr ooenos) ¥ las evidencias presentadas respecto al ariogen
dal colesterol gue esta involucrado en la gsteroidogenssis,
no resultan concluyentes.

Loz acidos grasos constituyven probablemente los primed -
pales precursores iniciales de la biosintesis de colesterol
testicul ar (la glucosa puede ser tambien un buen sustrato).
Una ver en el interior de la celula, tanto los acidos QI asos
como la glucosa pueden transformarse en acetil-Cod, pilar
fundamental de la biosintesis de esteroides. El sistema
enzimatico para la degradacion de los acidos grasos (beta

oxidacion) se localiza en las mitocondrias. Una vesz tarmada



la acetil-Cof destinada @ la biosintesis de esteroidess, debe
abandonar esta organela {(posiblemente via citratod, por ser
la membrana  mitocondeial impermeable & la acetil-Cof,
Llegando &l citoplasma donde se encuentran  las enzimas
responsables de catalizar los dos pasos siguiaentes gue lo
traneforman  en Z-hidroxi-~3Z-metil glutaril Cof (HMGCoA) cuya
posterior reduccion a acido mevalonico depends de anzimas
tfuertemente asociadas al reticulo endopl aemino.

Los pasos sucesivos gue dan  lugar a la formacion de
tarnesil-pirofosfatos (a partir de 3 de loe 5 carbonos
pravenientes del mevalonico) son catalizados POy @nzimas
citoplasmaticas solubles mientras gue la transformacion de
este compuesto a colesterol depende de sistemas enzimaticos
presentes  en el reticulo endoplasmico. Buizas, ssto sea una
veritaja vyea gue el farnesil-pirofosfate y los productos
posteriores son comparativamente mas  inscolubles en el
citoplasma  acuoso. En esta forma estos sustratos padeian
asoolarse con las  porciones mas hidrofobicas del reticulao
endoplasmico, facilitando su presentacion a las enrimas
responsables de la sintesie de colesterol. La Fig. 1 muestra
un esguensa de dal distribucion celular de estas enzimas.

Urna wverz sintetizado en la celula o tomado desde 1

plasma, el colesterol es rapidamente esterificado con acidos

grascs ¥y acumul ado en granulos lipidicos, de los cuales
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FIGURA 1. Esguema de la distribucion celular de las enzimas
involucradas en la biosintesis de colesterol.
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puesde  ser hidrolizados por esterasas citoplasmaticas. oL
3OV eEaEn de  esta {forma mas colesterol libre para ser

tvtilizado en la biosintesis de esteroldes,

2. Conversion de colesterol en pregnenolona.

Como  ya s menciono, el principal punto de accion tanto
de  ACTH  como de LH sobre la estercidogenssis parsce ser la
conversion de colesterol en pregnenclona (59,71,
vy por 1o tanto es probable gue las proteinas fosforiladas
por  la proteian guinasa, asi como las proteinas labiles gue
son  sintetizadas en las celulas de Leydig (51, ssten
involuoradas en esta etapa de la biosintesis ssterocidea.
Tales proteinas podrian  ser necesarias para el transporte
del colestercl dentro de la mitocondria y/o para la acti-
vacion del sistena enzimatico gue rompe la cadena lateral
del colesterol. Begun Burnstein v col (72) precisaments la
etapa que se estimula por la LM en la secuencia biosintetica
entre colesterol vy pregnenclona, seria la conversion del
colesterol a 20 v 22 alfa-colesterol. FPor otro lado, tanto
gn  testicuwlo con en ovario, LH vy prolactinag parecen tener
influencia sobre la sintesis v el metabolismo de los essteres
del colesterol. Bajo tratamisnto con LM se ha observado en
las gonadas una actividad aumentada de la colesterol este-

rasa y wuna actividad disminuida de la enzima gue esterifica
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al colestersl (71~74) , Ffavoreciendose de essta forma la
presencia  de colesterol libre gue puedes ser utilizado para
la biosintesis de androgenos. El tratamiento con prolactins
induce la acumulacion de esteres del colesterol en el
testiculo de raton v conduciria a una production incramsn-
tada de androgenos testiculares en presentcia de LH (75,

Una wvesr formado en el citoplasma, el colesterol libre
debe movilizarse hacia la membrana mitocondrial axterna, v
probablemente lo realiza combinandose con una proteina
transportadora. Ya que 21 compleio enzimatico gua rompe la
cadena  lateral del colesterol se halla situado en la mem—
brana interna mitocondrial, el colesterol debs ahora incor-—
porarse  a esta zona de la organela celular. En la adrenal .
a2 ha denostrado gue la ACTH induce la wunion del colesterol
al citocromo P-4%50, siendo este ultimo un componente del
conplejo enzimatico. La reaccion enrimatica gquie oourre en la
menbrana  interna mitocondrial seria =) pasa limitante de la
asteroldogenesi s ggte sistema enzimabtico es  sumamente
complejo & incluye a las 20 v 22 hidroxilasas gus introducen
grupos hidroxilos en las posicioness respectivas, previamsnts
& la rupturs del enlace carbono entre loe carbonos 50 y 2R
por la 20,22 desmolasa (tambien 1] amada 20,22 liasa). Cada
una de las hidroxdilazas posee un transportador de electrones

difterente al conocido para la FREspiracion, actuando el
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citocromno  P-430  como  oxidasa  terminal de  las hidroxi-
laci oness,

La hipofisectomia produce un decaimiento notable en el
contenido  testicular de citocromo P-430 v enzimas relacio-
nadas, mientras oque la administracion prolongada v simul-—
tansa de LLH evita esta disminucion (77}, Caraon vy ool (76)
demostraron  asimismo gue  la fostorilacion con proteina
guimasa ofAMP dependiente proveniente de ovario, de  un
sl stema snzimatico reconstituido in vitro, aumenta la
actividad de ruptwa de la cadena lateral. La esterasa del
colesterol proveniente  de swtractos corudos de cortsza
adrenal incrementa su actividad en wuna reaccion gus es
dependiente de Mg-ATPasa v gue es estisulada por cAMP o sus
derivados (782 . La reaccion es  incrementada por la
adicion  de proteina  guinasae cAMP dependiente exogena v es
blogueadsa por wun inbhibidor de esta proteina, no guedando asi
practicamente dudas de gue la fosforilacion estaria inveo-
lucrada.

La colesterol esterasa  altamente puridficada puede sarv
tostforilada v activada por  cfAMP, sin esmbargo &l grado de
activacion alcanzado s pegueho cuando s lo compara con el
grado de estimulacion de la produccion horoonal inducida por
AETH (B:) . De todas estas evidencias pusdes verse claramenie

cuales podrian ser los puntos de conbrol, importantes en la
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regulacion de la biosintesis ssteroidea gue ejerce la LH.

3. Conversion de pregnenolona a testosterona.
Si  se examina la Fig. 2 se ve claramente que la conver-—
si0n  de pregnenolona a androgenos requiere cinco reacoionss

4

enzimaticas vcatalizadas por las enzimas: 17 alfa- hidrosi-
lasa. 17,20 desmolasa, 3 beta-hidroriestercide deshidro-
geEnasa, Delta 5-3 cetohidroxiesteroide isomerasa vy 17
beta-hidrociesteroide deshidrogenasa. En esta figura pusde
asimismo observarse gque estas operaciones enzimaticas pueden
s realizadas con  secuencias  diferentes, dando lugar &
varios caminos altesrnativos para la sintesis de testosterona
a partir de pregnenolona. Ya gue la etapa limitante de la
velaocidad en la sintesis de androgenos ocwre antes de la
produccion  de preghnenolona, el determinar el camino gus
prevalece pareceria tengr un interes meramente academico.
Bin  ambargo los hallazgos sebre la predominancia de un
Caini ro en  las distintas especies, podrian sugerir un
ardenamiento preciso de las enrzimas  involucradas en el
reticulo  endoplasmico. Aun asi, 81 caninog  predominante
podria cambiszar cuando cambia la velocidad de la biosintesis
esteroidea. Be ha especulado con gue la sptradse de la
pregnenclona al  reticulo endoplasmico podria sfectuarss a

traves de una "puerta esspecifica”, determinandoses asi la



- 29 -

3 B-OHSD +» Isom
Pregnenolona =

» Progesterona

I7 a-OFlasa I7 a-OHIlasc
; 3 B-OHSD ~ Isom

17 « Hidroxipregnenolona =

= 17 Hidroxiprogesteron
17,20 desmolasa

I7 .20 desmolas

3 B-OHSD » Isom

v A ]
Dehidroepiandrosterona —» Androstenodiona
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FIGURA 2. Esquema de
Leydig.

3 B-0OGHD: I beta hidrowi-esteroide deshidrogenasa
Isom: Isomerasea

17 a~-UOMlasa: 17 alfa hidroxilasa
17 B-0OMHS0:

la esteroidogenesis de la celula de

17 beta hidroxi-esteroide deshidrogenasa
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primar enzima con gue entraria en contacto (8%,

Fareceria que el camino de la progesterona, o bien “via
Delta 4" es el gus predomina en la rata (B4), si hien otros
caminos  alternativos no pusden ser excluidos. En el testi-
culo humano la  “via Delta 5Y parece ser la mas significa-
tiva. En el testiculo fetal humano se ha demostrado que
estan presentes pregnenclona vy dehidroepiandrosterona pero
nao  progesterons (B85 y  se concluyo gues la formacion de

testosteronsa oourre via pregnenolons, dehidroepiandrosterona

y androstenodi ona (B&~88) .

4. Otros metabolitos de la pregnenclona v de 1a

testosterona

Cuando  se msiden los estercides endogenos, se denuesstra
gua  existe en  los mismos, de acuserdo a las esspecies v oal
grado de desarrollo una gran variabilidad (89). For siemplo
an @l testiculo de rata inmadura =21 9 alfta—-androstano-3 alta
17 beta diol v o2l 5 alfa-hidroxi-% alfa-androstan—17 ona
{androsteronal estan presentes en cantidades muy superiores
a la testosterona, mienstras que esta ultima se halia
incramentada en 2l testiculo maduro (F0. Be han hecho
observacionss semejantes para las cantidades relativas des
testosterona vy androstenodiona en el testiculo del tora,

sisgndo este ultimo ssteroide cuantitativamente mas impor—
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tante on animales inmaduros, mientras gue la testosterona 1o

N animales adultos (91,

it

€5

“ig. 3 ose muestran alguneos de los metabolitos gue

Ti

En la
han sido encontrados en tejido testicul ar.

Las enzimas requeridas para la formacion de pregnencl ona.,
asi  como  para  su posterior conversion a androstenodiona v
testosterona astan  loacalizadas Ffundamentalments en  la
celulasg de Levdig. Algunas de estas snzimas sin embargo, han
gido localizadas en mas de un tipo celular testicular.

Qtros  tipos celulares, distintos de la celula de Leaydig,
egn el testiculo podrian sstar involucradas en la biosintesis
de obtros esteroides biclogicamente activos derivados de la

AL

testosterona, tales como la dihidrotestosterona y el esstra
diol, o podrian asimismo ser responsables de la inactivacion
de esteroides biologicamente activos. Cabe mencionar gque los

esteroides feoricamente difunden facilmente a traves de las

]

membranas, pudiendo asi permitirss una cooperacion matabo-
liga entre los distintos tipos celulares (92,93). Se deduce
entonces, gue la produccion de esteroides testiculares este
fundamentalmente determinada por las actividades enzimaticas
totales, mas  gue por la distribucion celular especifica de
estas enzimnas. For otro lado la regulacion de las activi-
dades enzimaticas en los distintos tipos celulares podria

sar distinta, v gsto podria contribuir a un aporte cuanti-
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FIGURA 3. Esquema de 1la sintesis de 1los principales
metabolitaos de la celula de Leydig vy las enzimas
involucradas.



tativamente diferente de los distintos tipos celulares. En
log uwltimos afos ha recibido particular interes la distri-
bucion celular de la aromatasa testicular. El esclareci-
miento de la localizacion de esta enzima responsable de la
canvaersion  de  androgenos a estrogenos, podria contribuir a

un mejor  entendimiento  del papel que edercen distintas

hormonas gue estan involucradas en el contrel de la produc-—
cion de esstradiol testicular. El estradiol puede inhibir la
estercidogenesis testicular v seria importante por lo tanto,
saber i el estradiol actusa como una sefal interceclul ar
para  la interaccion entre las oelulas de Leyvdig v otras
celulas  tales como las de Serteoli, llevando consigo el
meansaje para detensr la produccion de androgenos.

Los experimentos realizados con celulas de Sertoli en
cultivo  (94-%46F, ademas de los realirados con fraccion
tubuiar  testicular (97, parecerian indicar que las celulas
dee Sertoli  constituyven la principal fuente testicular de
2atrogenos. Otros  autores, =in embargo discrepan con estos
resul tados (98,99 . Recientemente se ha demostrado, gus ssta
actividad es mucho menor  en celulas de Sertoli de ratas
mayores de 20 dias (243, v gue en animales adul tos pusde
detectarse actividad aromatizante sstimulable por trata-
miento con REGE "in vivo® (28, 100, S concluve gue la

distribucion subcelular de la aromatasa podria cambiar con
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la madwracion testicular. Los efectos de la LH sobre 1a
actividad de aromatase testicular en fracociones subcelulares
se ponern &n evidencia lueoo de 2 o 2 dias de tratamiento con
la gonadotrofina, mientras gue puede observarse un incre-
mento  en €l contenido testicular de estrogencs luesgo de 30
minutos de la administracion de LH (101). Luego de una hora
de  la administracion in vive de LH se chserva un incremento
an el nivel de estrogenos en el plasma venoso testicular
(104 v en celulas de Leydig aisladas incubadas en presencia
de IH-testosterona  se  observa produccion de 3H-estradiol
dentro de los primeros 20 minutos de incubacion (100). La
celula de Leyvdig pareceria asi ejercer un papel dominante en
la biosintesis de esteroides biologicaments importantes.
Ademas, no debe olvidarse gue el testiculo sisrce obtra
funcion imsportante gque es la de producir espermatozoides,
por 1o gue la actividad normal de la celula de Levdig seria

de vital importancia para una espermatogenssis normal.

Regulacion hormonal de la funcion testicular

La regulacion deg la Ffuncion endocrina testicular por
mEcanismos hormonales, depende de las acciones integradas de
las horsonas hipofisarias {(LH, F8H., prolactina, somato-
trofina & insulinal y de los esteroides {epstragenos v

androgenos) sobre la celula de Levdig.



Inhibicion de la funcion de la celula de Leydig por
deficiencia de gonadotrofinas

La hipotisectomia de la rata adulta ss seguida por una
disminucion en la poblacion de receptores testiculares para
LH  (10E~107),  lo gue indica gue la poblacion de receptores
testiculares debe ser restituwida continuamente por factores
gue  son dependientes de la glandula pituitaria. El efecto
sabre los niveles de receptores parece dependsr de la adad
del  animal  al gue se le realiza la ablacion, vy esto podria
explicar las diferencias observadas por varios laboratorios.
En la rata adulta, esta perdida de sitios receptores para LH
e aproxima  al 50U (21,103,107, Experimentos de marcacion
de los receptores por inmunofluorescencia han sugerido gus
esta perdida no es generalizada, sino debida a la desapa-
ricion  de sitios receptores en una subpoblacion de celulas
de  Leydig. Obtro grupo de investigadores han por su parte
sugerido gue se debe a la primera posibilidad (104,10%). En
cualguiera de los casos, pargceria existir una poblacion de
receptores gue escapa al control hipofisario, o gue seria
relativamente independiente de este.

La produccion de cAMP en celulas de Leydig, luego de la
hipofisectomia, s8 encuentra aumentadsa con respecto a los
control es {108)., En todoz los casos se ha observado gue la

produccion de cAMF ss mantenida, mientras gue la esteroido-
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genesis  maxima, azl como los niveles de receptores para LH
=g encuentran disminuidos. Se ha sugesrido gue este fenomeno
podria  resultar de wuna eficiencia mayor de acoplamiento del
receptor a  la unidad catalitice de la adenilato ciclasa, o
de una actividad de fosfodiesterase disminuida. Esta wultima
posibilidad parece tener confirmacion experimental (106, vy
poadria  esxplicar la sensibilidad aumentada de la curva de
dosis respussta para cAMFP observada en celulas de Levdig de
animales hipofisectomizados. Los etectos principalies de la
hipofisectonia sobre la ssteroidogenessis parecen encontrarse

mas alla de la produccion del ofMP (108 .

Inhibicion de 1la +Funcion de la celula de Leydig por

esteroides

£l

Cuando  se administran sstercides a animales intactos, 1
produccian de  androgenos se ve disminuida. Este efecto ha
sido atribuido & la accion de los esterolides sobre la
hipofisis CJLie CAaUSa inhibicion @n  la segrecion de
gonadotrofinas v altera secundariamente el sstado sndocrino
e las gonadas (10%-112%. Este meganismo es olaraments un
factor muy dimportante en la accion de los androgenos vy de
las estrogenos  sobre la secrecion de testosterona, pero la
presencia  de wuna receptor de estradicol en la celula de

Leyvdig (113,114 v las abservaciones gue demuestsran
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MATERIALES Y METIODOS

Animales
S8 utilizaron ratas macho Spragues Dawley adultas de H0-460

dias de sdad (200

Fara algunos experimentos se emplsaron
tambien ratas inmaduras de 5 y 1% dias de edad. El manipuleo de
los animales se hizo dentro de las normas publicadas en la "GBuia
de principios para el cuidado v uso de animales", del Department

of Health, Bducation and Welfare-NIH, EEUL.

Tratamiento de los animales

Los  animales fueron tratados con diferentes sustancias,
segun el experimento, de acuerdo al siguisnte detalle:

a}) BGonadotrofina corionica humana: hCB (Fregnyl, Organon,
USa) se administro en forma subcutanesa en diferentes dosis, como

s describira mas  abaio. Los animales controles recibisron

vahiculo solamente {(agua destiladad.

Los animal es Fueron sacrificados por decapitacion  a
diferentas tiempos. LS BUS DS ze uwtilizaron para las
determinaci ones hormonal es  correspondientes. Los testiculos

fueron retirados mediante apertura  abdominal v colocados en
hielo para su procesamiento inmediato.
bl Estradiol: Estradiol {(Bigma) Ffue invectado por  via

intramuscular a la dosis de 200 ng disueltos en 100 ul de aceite



de  sesamd.  Fara este tratamientbo se wtilizaron ratas hipofi-
sectomizadas con el oblieto de independizar las fluctuacioness gus

sobre la secrecion de LH ocasiognaria el esteroide.

cl Aminoglutetimidas e tp—aminotenil) -Z-etil-glutarimida
{Aminoglutetimida ¥ fus donada por Laboratorios CIRA Geigy

(Argentina’y. La solucion de este inhibidor de la actividad
aramatasa (100 mg/ml) +tue preparada disnlviendo la droga pura en
HE1L  IM, vy ajustando a pH 4 con NaldH 10 M. El volumsn fuse
comnpletado  con solucion tisioleogica de Nall (0.9%). S invecoto
por  via intrapsritonsal a la dosis de 60 mg en I inyeociones de

20 mg con intervalos de 4 hs.

dl Tamoxifeno: Trang—1—{p-B-dimetilamino-etorifenil)
(1, 2-ditenilbubt-1=-gnal (Tamoxiteno, [ oo X Mrrganios Ing,

Stanford, US&) fus disuslto en selucion fisiologica e invectado
por via intraperitoneal a la dosis de 2 ug en 100 wl 1 hora
antes v 1 hora despuess de la invecgion de hOG.

el Androstatriendiona:s Lad é—androstatrien—2,17-diona
(Androstatriendiona, Steraloids, Wilton, US8) +tus administrada
por via suboutanes a l& dosis de 15 mg en 100 ul de aceite de

s@samo, 1 hora antes v 1 hora despuss de la inyeccion de hCG.

Aislamiento de celulas de Leydig por tratamiento con colagenasa
S uwtilizo la tecnica descripta por Mendelson v col. o480,

utilizando colagsnasa para la dispersion del tejido testicular.
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Los testiculos decapsulados, colocados sn tubos de plastico
(geils testiculos por tubo) tusron  suspendidos  en medio 199
(Difco Co) conteniendo albuminag serica bovina (BS8) al 0.1 Ya B
la relacion 1 testiculo por ml de medio, conteniendo ademas 0.3
mg colagenasa‘ml.

La incubacion se realizo a 34 ol, durante 1520 minutos en un
incubador Dubnoff, bajo atmosfera de carbogeno (0F 95%, CO2 Sy
mon agitacion constante.

Finalizada la incubacion, la reaccion se detuvo por dilucion

con medico 199 (8 ml por cada ml de incubadod.

Con el objeto de dispersar mejor el tejido, =& agito sn forma
rotatoria el tubo incubado, durante 3 minutos, dejandolo reposar

otros 2 minutos. Cuando los  tubulos hubieron decantado, el
sobranadante fue aspirado con una jeringa de plastico v filtrado
a traves dg NMitrex malla de poro 50 uml, recogiendose el
liguido +iltrado s&n otro tubo plastico. La recuperacion se
repltio wna ver mas vy el liguide Filtrado se junto con el
anterior.

Este filtrado, conteniendo las celulas intersticiales, se
cantirifugo & 700w g durante 10 minubtos en centrifuga
refrigerada. El  sedimento asi obtenido (preparacion cruda de
calulas de Leydig) se resuspendio en medio 199-0.1% BSA, en la
relacion 3 testiculos/ml. Las celulas de Leydig asi obtenidas,

tueron purificadas por centrifugacion en un gradiente de
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densidad de Metriramida (Socurate chemical }, segun la tscnica
descripta por Aguilano v Dufau (168). Los gradientes lineales de
40 1l se prepararon a partir de wna solucion al 80 7 de
Metrizamida en medio 199-0.1 % ESA8 con una bomba peristaltica.
Sobre estos gradientes se sembraron 2 ml de la preparacion
celular obtenida con colagenasa, que contenia aproximadamente
108 celulas. 8e centrifuge el gradiente durante 5 minutos a
AE00 x g. Be tomo la banda celular correspondiente a las celulas
de Leydig (la tercera desde arriba localizada inmediatamente
encima de la banda correspondiente a los globulos rojos). Se
mexclo esta suspension celular com 30 ml de medio 199-0.1 % BSA
fresco vy se centrifugo a 700 x g durante 10 minutos. E1
sedinanto regul tante e resuspendio i WM& peopor ol on
gaquivalente a I ml por testiculo, que correspondia a 2 x 106
celulas de lLevdig puriticadas (90-95% de pureza).
La determinacion del numero de celulas se realizo sobre 50 ul
de  esta prepearacion, tefidas con 1590 ul de una solucion acuosa

&5

de azul de metileno al 0.2 %. Luego de 10 minutos, Sg agregaron

'

SO0 wl de medio 199 y las celulas se contaron en una camara de

NMeubawer =n wuna dilucion 1210,

Freparacion de celulas de Sertoli
Los restos testiculares del tratamiento con col agenasa fueron

cortados con tidera v tratados segquidamente con 2% ml de medio
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1959 conteniendo  0.25%  tripsina  (Sigma) mas 0,25 mg de DMNAsa
(buffer A, segun la tecnica de Dorrington v col (149). Despues
de wn periodo de incubacion de 20 minutos & 34 of &n wun
incubador metabolico con una agitacion de BO ciclos por minuto,
se  le agrego inhibidor de tripsina. lLa suspension celular fue
tiltrada a ftraves de un filtro de malla metalica RAr& Separ &
teiido no digerido, v lavada dos veces con buffer A. Lusgo de 3
minutos de reposo el sobrenadante fue descartado vy &2l sedimnento
resuspendido  con 20 ml de colagenasa 0.05% preparada en buffer
Ay, & dncubado a 34 ol por 20 minutos. Finalizada la incubacion
la suspension {fue centrifugada a 400 vrpm por 4 minutos, v el
pellet celular resuspendido con medio 199-0.1% BSA y filtrado a
traves de una malla de nylon. Las celulas de Sertoli fueron

obtenidas por  centrifugacion del filtrade a 400 Fpm por 4

minutos.

Microscopia de optica v electronica

Los pellets celulares fueron fijados en glutaraldehido al 2%
Yy posteriormente deshidratados in embebidos en Epon (170).
Cortes gruesos para microscopia optica (1 umd fueron tefidos con
azul  de metilenorazur 11 {121 wol/vol), mientras gue cortes
ultratinos (5060 rim para microscoplia electronica  fusron
tefidos con  tetroxido de Osmic v acetato de Uranilo (171) Y

lusge observados en un microscopio electronico Siemens Elmiskop



1A, Las musstras pars autoradiograftia fueron preincubadas con 1
millon de opm de (125I-YhC6 For % h a 350l v lavadas varias
veoes para eliminar tragador libre. Para determinar la union no
gspecifica los preparados fuesron simultaneamente incubados con
@HCes0 e RCG fria. Los cortes para microscopia  fueraon
preparados  como e indica mas arriba, v luegos expusstos & la

placa fotografica por 1 mes.

Preparacion de nucleos de celulas de Leydig

Las celulas de Levdig fueron lisadas wtilizando una solucion

hipotonica de  ImM NaHODZE, 0.2 mM FMoll2 v 0.5 mM ditiotreitol
(DTTY & un volumen final de 2.9 ml v congeladas imediatamente
#rn hielo seceo por 10 minutos. La suspension se hizo 1.62 M de
sacarosa por el agregado de 7 ml de una solucion de sacarosa 2.2
Mooen buffer TEMD (10 oM Trie-HCl, pH 7.5; 2.5 mM KCI2; 2 mM
Mgllse v G.5 oM DTTY, conteniendo ademas O.25% de Triton 1-100.
La suspension fue homogeneirada en un homogensizador motorizado
vidrio-vidrio a %00 rpm. El homogenato se deposito sobre un tubo
conteniendo 2.9 ml de 2.2 M sacarosa en TEMD v se centrifugo a
124,000 » g durante 30 minutos en wun rotor Beckman SW 40 a 4 oC.
El sobrenadante fue aspirado, v la pared del tubo fue secada com
una  espatula envuelta en papel absorvente. El pellet nuclear se

resuspendio  en  TBED (30 mM Tris-HC1, ph 7.%, 25% glicerol, 0.1

ot EDTA v 0.5 mM DTT) wsando un honogeneizador motorizado con



enbolo de teflon, ajustando la concentracion de DNA a 0.9 mg/ml,
y almacenandolo a 70 ol hasta el ensayo de las RNA polimerasas.
La deteraninacion de proteina se realizo por el metodo de Lowry

v

(172) v la de DHA por el de Burton {(173).

Determinacion de la actividad de las RNA polimerasas

e

Alicuotas de la suspension nuclear (1020 ug de DNA en 30 ul)

fusron agregadas a una mezcla de reaccion heladsa contenisndo 50

o

mM Tris-HCL, pH 7.9, 0.6 M ATF, O.é6 mM CTF, 0.6 mM GTF, 0.02 mM
CEHYUTR (4 uCi, New England Muclear, US&), 1.6 mM MnC12, 30 mM
MarF y 1 mPt DTT en un volumen final de &0 ul con: 1) nada mas, 2
0.10  ug/ml  de alfa-amanitina (para inhibivr la RNA polimsrasa
Iy, ) 100G ug/ml  de alfa-amanitina {(para ichibir la RNa
polimerasa 111y, o 4) 10 ug de actinomicina I (para inihibir 1a
actividad total ). La reaccion enzimatica se inicio  por

o

transferencia ode las muestras a un bafko a 32 ol. Para los

3]

encayos realizados en condicionss de baja o alta fusrza ionica,

la mezcla de reaccion tambien contenia S50 o 250 mM (NH4) 2804,
respectivamente. Luego de 10 minutos de incubacion, la reaccion
g detuvo colocando los tubos en balo de hielo v agregando 30 ul
de 17 dodecilsulfato de sodio en 5% MaZHPO4. las musstras fusron
depositadas sobre {filtros Whatman DE-81 (Whatman Inc, USA) v
lavadas & veces por & minutos cada lavado en 3% NaZHPO4, como ss
describio previamente (1743, Fosteriormente los filtros se

- x]

lavaron 2 veoes con agua por 2 minutos, 2 veoes con etanol al
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FU% vy 2 veces con eter. Despues de secarlos con aire calisnte,
los filtros fueron incubados por 20 minutos a 60 of en viales de
centelleo conteniendo 0.5 ml de Frotosol (MNew England Muclear,
UsSA) .  Luego se le agrego S0 ul de acido acetico glacial v 10 mi
der  liguido centelleante, v la radicactividad incorporada al RNA
se  midio en un espectrometro Muclear Chicago modelo FOO08, con
una eficiencia para tritic del 40%. La actividad de la RNA
polimerasa  IT fue calculada como la diferencia entre las
muestras  incubadas  en las condiciones 1 y 2@ la RMA polimerasa
Iil, como la diferencia entre 2 v 33 v la RNA polimaerasa I comg
1a diferencia entre = v 4. Bajo gstas condiciones
axparimental es, 1 pmol de (ZHYUTFE incorporado fue equivalente a

G500 dpm. Todas las muestras fusron procesadas por triplicado.

Capacidad templante de la cromatina

La cromatina de los nucleos de las celulas de Levdig fus
aobtenida utilizando &1 metodo de Markarevich y col {(17%5r. La
capacidad de las preparaciones de cromatina para servir de
templado para la sintesis in vitro de RNO dependients de DNA se
determine por &1 metodo de  Tsai y col (17&) utilizando RMNAS
polimerasa  de Escherichia coli. De esta manara, solo moleculas
e FNA unidas & la oromatina en esstables conpleios de
preiniciacion  son  capaces de iniciar la sintesis de RN, El

ensayn se llevo & cabo en wun volumen final de 150 wl. Las
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muestras vy los reactivos fusron preparados en una buffer de
incubacion conteniends 30 mM Teris-HC1, pH 7.9, B8 mM MnCl12, 14 mM
beta-mercaptostanocl, v 50 oM de sulfato de amonio. Concentracio—
nes  variables de RBNA polimerasa de E. coli (0-40 wug @n 30 wll
fusron primero  incubadas  a A7 oll por Z0 minuitos con 1.9 ug de

DMA cromatinico en 90 wul. Al final del periodo de preincubacion,

la sintesis de RNA fus iniciada por el agrsgado de la mezcla de

reaccion conteniendo en &1 volumen final 0.68 mM de cada uno de

ios nucleotidos ATR, STE vy BTR, 0.0625 (ZHUTEF 99 ugy, . &b

ug/sml de heparina, migsml  de rifampicina, v 0.66 mM de
toetato de potasio, pH B, La reaccion se prosiguio por 15
minutos  mas  a 37 ol v se detuvo v conto como se indico para el
ensayo de las BNA polimerasas. Hajo estas condiciones, | pmol de
(ZHYLITF represento 5500 dpm, B ensavos  realizados con RMA
polimerasa  [1 de semilla de trigo, 30 uwl de la mezcla de reac-
cion wusada para medic las  BRA  polimerasas (ver mas arriba)
fusron incubadas en condiciones de baja fusrza ionica con 1% wul
de  cramatina nuclear de celulas de Levdig (1 wg DRNAY v 18 ul de

RMA polimerasa 11 exogens (1 U, Los demas pasos fueron identi-

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

fbtencion de gonadotrofina corionica humana radiocactiva

Fara preparacionss optimas de la hormona marcada, & ug de hCG

(10,000 Ul/mg, CR-125, proporcionada por el NMatiomal Inestitute
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of  Arthritis, Diabetes and Digestive and Fidney Dissasss,
MNational Hormone and Fituitary Frogram, MIH, US8) fusron marca-
dos con 300 uli de 1281 (177), segun se detalla a continuacions:
1y hGG, & wg en 10 ul NalZHFD4 .05 M, pH 7.4

2 Butfer acetato de sodio 0.4 M, pH 5.6 (10 wul)

A1 1E51 libre de portador, en MalDH 0.1 N, 500 uli (& ull

4)  lLactoperoxidasa bovina (Calbiochem, grado B, Cat No. 477466)
2.7 mg/ml en buffer Acetato de sodio 0.1 N 94 wl)

w) HZ0R (EO0 volumenes, diluida 122000000 (4 wul:

Despues de agiter vigorosamente durante 7 minutos, ia mescla

e

de iodinacion fue diluida con ul de butter tosfatos 0,05 M v

i

transferida a una columna de Sephadex G-7% FPharmacia Fine
Chemicals, Suscial. Separado el pico hormonal del de iocdo libre,
la fraccion correspondients s la horoona se dividio en alicuo-
tas, gue se guardaron congeladas & ~70 of para s=u posterior
repuriticacion, antes de su wtilizacion.

Cada alicuota, aprodimadamente de 0.3 ml, fue purificada por
colunmna  de Sepharosa-concanavalina 6 o ACA 54 (Ul trogel , LEB,
Suecial, separandose la hormona agregada de la utilirable Dar &
los estudios de union a recepbor. Usualmente, la actividad

especitica obtenida fue de 50 ulifug.

FPurificacion por cromatografia en Sepharosa—-concanavalina &

La atinidad de los restos de hidrateos de carbono de las
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hormonas glicoproteicas por  la Concanavalina &, fue utilizada

para la puriticacion de la gonadotrofina marcada. Mediante este

metodo, dichas hormonas  son especificamente  adsorbidas &
Sepharosa-Uoncanavalina A v luego eluidas con soluciones de

aita-metilglucosido o alfa-metilmancsido. La selectividad de
este procedimiento por la porcion de hidratos de carbono de la
molecuwla marcadae, contrasts enormemente con el metodo de adsor-
cion en calulosa, donde 2] componente porteilco es el gue desem-
peha el papel principal.

Fara la purificacion de 128I1-hCHE, 1a mezcla de iodinacion fue
transterida a una columna de Sepharosa~-Concanavalina & (85 x 140

mmy ., El dodo libre v la hormona dafada fueron eluidos con 12 ml

i

de  FBRS, conteniendo 1 mgliml de gamma-globulina bovina:; luego de

-

gste, la horoons sarcada fug eluida con la misma solucion,
conteniendo alfa-matilglucosido 0.2 M.

Las propiedades fisicas de la 1851-hCE, obtenida por este
matodo, no difieren de la hormona no marcada segun los oriterios
utilizados (Filtracion por gel., electroforesis en gel de poli-
acrilamida, isoslectroenfogquel.

La concentracion de hormona en las preparaciones e determino
por radiolnmunoensayo  con estandares v oanticuerpos donados por
el National Hormone Pituitary Frogram, NIADDE, NIM, US&. La
actividad egpecifica wsual de la 1251-h05E sopleada fus de S0

i Sug.
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Determinacion del numero de sitias receptores para LH/hCE
La interaccion entre la hCE v su receptor, se estudio sobre
la base de la union de la hormona radiactiva agregada en
cantidad variable, a componentes particul ados de testiculos de
ratas adultas, o a celulas intersticiales aisladas. La union
inespecitfica fue evaluada agragando  wuna cantidad 1000 veces

supaerior de hormona no radiachiva.

Estudios de union de la 125I-hC6 a celulas intersticiales
testiculares

Fara estudiar la union de la hormona marcada a su receptor en
praparacionss de celulas de lLeydig puriticadas, se procedio
LEUN =]l siguiente esguema: alicuotas de 1| ml (10eé celulas) de
la  suspension de celulas de Lavdig fueron incubadas con 0.1 mi
de  hCE marcada (100,000 dpm, equivalente a 4-%5 ngl en presencisa
de concentraciones orecientes de hOE no marcada (hasta 100 g
por 3 horas & 34 oC, o a temperatura ambiente por 14 horas,
Egtas condiciones son adecuadas para alcanzar el gquilibrio de
la reaccion de union. La union no gspecifica de la 125I-hiB fue
determinada  incubando en  tubeos controles  con un exoesn de
hormona  no  marcada (100 U, Finalizado el periodo de incuba-
cion, s agregaron a todos los tubos P ml de buffer FRES-Dulbecos
frio v se centrifugaron a 1500 x g por 185 minutos a 4 ofl. Loz

sobrenadantes se descartaron por aspiracion. El sedimento
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celular  remanente fue resuspendido en 3 ml del miemo buffer
frio, vy los tubos fueron centrifugados nuevamente en las mismas
condiciones.  Luego de aspirar v descartar este segundo sobrena—

dante, la radicactividad wnida a las celulas fue svaluada en un

contador automaltico gamma.

Incubacion de las celulas de Leydig purificadas
al En suspension

Se incubkaron alicuotas de 1 ml de celulas de Levdig purifica-—
das (10eb celulas/ml) en viales plasticeos (Packard) para conta-—
dor  de centelleo liguwido (20 ml), en presencia de l-metil-—3-
isobutil-xantina (MIX} 0,125 mM.

El  agregado de hUGE, se hizo en alicuotas de 100 ul en medio

199-BE56 G. 1 %l todas las incubaciones s hicieron a 34 ol
duwrante % horas en un incubador Dubnofd bajo una atmosfera de
Carbogen.

Fara poder medir la produccion de  3-ol ~S-Pregnen—-20-orna
(pregnenolonal  de celulas de Leydig normales v de animales
desensibilirados =se estudio el efecto de dos inhibidores:
cianocetona (Winthrop Laboratories, No. 19578) v espironolactona
(Bigma Chemical Co). En los experimentos subsiguientes, los dos
inhibidores s usaron juntos & la concentracion optima (10e-& M
para la cianocetona vy 10e-5 M para la espironclactona) en

aguellos casos en gque se guiso estudiar la produccion de pregrne-—
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—stos  inhibidores se disolvieron en etanol v los volo-

rical ona.,
menes  deseados  se  pipetgarcon en los viales de incubacion,
avaparandolos  bajo corriente de aire. Lusgo de agregar las
celulas, se incubo por un periodo de 1% minutos con los inhibi-
dores antes de agregar (OB, Las celulas, fueron al igual gque
antes  incubadas por 5 hs a 34 ol bajo carbogenc v con agiltacion
a 100 ciclos/min. Luego de 180 minutos o a intervalos selecoio-
nados, @& detuvo la incubacion transfiriendo los viales a un
bafo con hislo.

Las celulag mas el medic de incubacion, se transfirieron a
tubos  de pelietileno (12 % 75 mm) vy se centrifugaron a 260 x g
por 15 minutos a 4 ol. El sobrenadante se guardo a -20 ol para
la determinacion de testosterona y pregnenolona.

Fara la determinacion de AMP ciclico total (cAMP) una alicuo-
ta de 430 ul de celulas mas medio de incubacion fueron agregadas
a tubos de vidrioc conteniendo 50 uwl de teofilima 10 aM. Inmedia—
tamente sstos tubos fueron colocados 8n un balo a ebullicion lula
¢ minutos vy  se guardaron luego congelados hasta su P OCesa-
miento. Los restantes 350 wl de celulas v medio fueron centrifu-
gados v &l sobrenadante guardado congelado para la determinacion

de testosterona uw otros ssteroides.

b} En cultivo

Alrededor de 2xioed celulas en 1 ml de medio 199-0.1 % BES
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fueron sembradas en placas plasticas de cultivo constituidas nlnlg
6 celdas de 35 mm cada una (Costar, Cambricdge, USAY, & incubadas
& 37 ol por 1 hora en una estufa de cultiveo gaseada (5% COR-5Y%
airel y con humedad controlada. Luego gue las celulas se adhirie-
ron  al  fondo de las placas. los cultivos comenzaron con el

agregado  de 1 ml de medio de cultiveo conteniendo las diferentes

ststancias para cada euperimento.

Sintesis de proteinas in vitro

Las celulas o

m

Leydig fusron incubadas con 100 ng de sstra-—

P oo

diol o 30 ng de hOE en presencia o no de B00 ng de Tamoxifen
(trans—1{(p~B-demetil-aminoetoxifenil)-1,2~difenilbut~ l-ensg; ICI
Organics, Inc, Btanford, US& . Las celulas fueron entoncss
lavadas con medio 199-0.1% BSBA sin leucina, incubando seguida-~
mentse por 2 horas con 50 uli de (ZH)-Leucina lactividad especi-
fica 52 Cismmol, New England Nuclear, Boston, USA) para los
cultivos  btratados, o con 9 wCi de (140) ~Lleucina (342 mli mmol)
para los cultivos control. Finalizda la incubacion, los cultivos
fueron lavados v las celulas de los cultivos control v tratados
fueron recuperadas, combinadas, favadas v solubilizadas con
dodecil sulfato al 94 conteniendo Z0%  de glicerol v 15% de

mercaptoetanol . La muestras solubilizadas fuesron hervidas

ifi

durante 10 minutos vy sometidas & electroforesis en gel de

poliacrilamida. La incorporacion de leucina radicactiva & la
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proteina sintetizada por las celulas de Levdig fue del 10-320%.

Analisis de la fracciones proteicas por electroforesis en gel

La eglectroforesis fue realizada segun la teonica descripta
par Laenmli (178), empleando un gel separador de poliacrilamida
al 10Z won 0.1% de dodecil sulfato de sodioc en tubos Bio-Rad (&
125 mm) . Las muestras fusron aplicadas Y aromatogratiadas
usanda wna corriente de I afd/gel por aproximadamente & horas,
cuando el colorante marcador habia recorrido 7 eom. Luegn de 1la
glectroforesis, los geles fusron cortados en rodajas de 1 mm,
colocados en viales de 20 mi y solubilizados con G.5% ml de
perodido  de hidrogeno a 60 of. A cada vial conteniendo una

rodaja del gel se le agrego 10 ml de liguido de centelleo (7 gr

de 2,5 Difenil-oxazol, mg de 1,.4-bis (2~ {(S-—Fenilovarol))-

2o g e,
%

bancens) , 100 g de nafttaleno, 38B% ml de dioxana, 2

ioml de

metanol vy tolueno csp 1 litrod. La radicactividad fue ouanti-

ticada en  un esprectromestro de centelleo liguido marca NMuclear

Chicago modelo 70008, con correccionss para conteo cruzado de
radiacion  de 140 in el  canal de IZH. La relacion IH: 140 fue

talculada para cads odaia de gel para seguir sl incremento o

w

inhibicion de la sintesis de proteinas especrificas. Los pesos
noleculares  fueron  estisados  por comparacion de las especies
proteicas separadas con standards (Bio-Rad, Richmond, US

rango de 14300 a 94000,



Determinacion de la actividad aromatasa
La actividad aromatass fus determinada wtilizande una mocdd 3 -
cacion del metodo del agua tritiada (179), cuya reaccion 2s la

siguientes

IH-Testosterona + Aromatasa ——————-> 3H-Agua + Estradiol

La  (IB~3H) -Testousterona fue preparada wutilizando (1B, 2B-3H -
Testosterona (50 Ci/mmol, New England Nuclear) mediante reaccion
alwalina  drastica (180). La actividad aromatasa aumento linear-—
mente con el tiempo de incubacion hasta los 30 minuwtos, ¥y con la
concentracion celular desde 0.085-1.0 x 1086 celulas, teniendo un
B para testosterona de 1.6% uM. La actividad enzimatica fue
inhibpida con  androstatriendiona (ATDY, un inhibidor espacifico
de  aromatasa. En la mavoria de los experimentos se utilizaron
ioed celulas (aproximadamente 0.1 mg de proteina) incubadas con

Eoouli (1B-3H)~Testosterona en 10 ul de etanol absoluto, con un

]

1.

S OEa0 {por 1o menos de 300 veces) de testosterona no marcada
(LG ng) por  sobre la contenida en el preparado celular. La
coricentracion final de sustrato fue 2 uM. ATD (100 uM) fues usado
g cada experisento como blanco. Cada valor proporcionado en el

texto oz el resul tado de haber sustraido el valor obtenido en

los incubados con ATD.



Actividad aromatasa de celulas en suspension: El ensayo fue
realizado en viales de 20 ml #&n urn valumen total de 1 ml e
incubados & 34 of por 1 hora en un incubador metabolico Dubnofd
con agitacion.

Actividad aromatasa de celulas en cultivo: La determinacion se
hizo con los mismos agregados pero a las placas de cultivo on la
gstufa de cultivo, usando tambien placas con ATD como blanco.

La reaccion se detuvo por el agregado de 10 ml de cloroformo,
seguido por agitacion vigorosa., Una ver formadas las 2 capas,
G.8 ml de la capa acuosa superior se transfirio a tubos de
vidrio de 12 x 75 mm, a los gue se les agrego 0.8 ml de carbon
activado al  2.5%. Luego de 30 segundos de agitacion los tubos

fugron incubados por 10 minutos en bafo de hielo v centrifugados

a 4000 Fpm opor minutos. Alicuotas de 1| ml fueron pipstesdas a
viales de centelleo con el agregade de 10 ml de liguido cente-—
lleants, y la radicactividad fue determinada en un espectrofo-
tometro MNuclear Chicago modelo 70008, con una eficiencia para
tritio de 404, la recuperacion del agua tritiada en la fase

avuosa  fuel 93U, v solamente 0.009% de la (1B-3H)~Testosterona

parmanecio en dicha fase.

Freparacion de mitocondrial de celulas de Leydig
El pellet de Celulas de Levdig obtenido despuss de la purifi-~

cacion en gradientes de Metrizamida se resuspendio en 2.5 ml de
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uns solucion hipotonica consistente en Tris 10 mii, pH 7.4, MgClz
ol mhty,  NaCOZH 1 mM y ditiotreitol imM. En los experimantos ean
los  qgue se reguirio, esta solucion tambien contenia por ml o 100
ug de aminoglutetimida. La suspension se mantuvo en hielo pog 0
minutos, para permitir gue las celulas se hinchen. Fosterior-
meantes, la suspension celular fue pasada 10 veces DO una aguia
de calibre 2% g, ajustada a 0.2% M sararonsa, v centrifugada a
400 % g por 10 minutos, para separar celulas enteras, nucleos, v
otros  restos celulares. El sobrenadante resultante fue centri-
tugado por 185 minutos a 8000 u g para obtener el pallet de
mitocondrias. Dicha preparacion fue lavada 4 veces con 10 ml de
un buffer consistente en manitol 210 mM, sacarosa 70 oM, EDTA
Dol ombly vy Tris-HCL 1 miM, pH 7.4 (Buffer E), para remover miocro-
somas cantaminantes. Fara etectuar mediciones en esta prepara-
cion de mitocondrias, =1 pellet final fue resuspemndl do en E0%
glicerol en FBS a una concentracion proteica de 250 g/ 1006wl .
La determinacion de proteinas 4fue realizada por el metodo de

Lawry (172), usando BSA como standard,

Aislamiento de la membrana interna de mitocondrias de celulas de
Leydig

El pellet mitocondrial lavado fue rezuspandido en buffer B,
somatido a senicacion por 8% minutos a 40 watts, v centrifugado a

105,000 « g durante 60 minutos (1813, El pellet de membrana
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interna fus resuspendido con buffer fosfato de potasio 0.1 M {pH
7.4), a una concentracion proteica de 1 mg/sml.

Tanto las preparaciones mitocondriales como las de membranas
internas fusron analizadas para la actividad de la enzima
succinato  deshidrogenasa como marcador de purera, encontrandose
valores de 150 v 400 wmld/ mg proteina, respectivamente. La
actividad succinato deshidrogenasa fue valorada por el metodo de
la reduccion de dicloroindofenol mediada por fenazina metosul -
tato a 3B ol, usando un cosficiente de sxtincion de 21 mM{e—1)
cmie-1) a 4600 nm  (182). Bajo estas condiciones, 1 mld fue
dafinida como la cantidad de enzima capaz de reducir 1 nmol de
diclioro indofencl /minuto. Fara determinar el grado de conba-
mirmacion de  la preparacion  de membrana interna con menbrana
gxterna, s& valoroa la actividad de la snzima NADH-citocromo o
reductaza insensible a rotenona (marcador de mesbrana externa)
tanto en el pellet (membrana interna) como en el sobrenadante
(membrana  externa mas matriz mitocondrial) de la centrifugacion
a 105,000 x g. El ensayo enzimatico se realizo a 30 ol como fus
previamente descripto (1ex) ., Aprovimadamente el 304 de la
actividad total de la enzima se erncontro en la preparacion de

membrana interna.

Determinacion de colesteraol

Lag preparaciones de membrana interna mitocondrial fusron



utilizadas sin previa extraccion para medir la concentracion de
colesterol libre utilizando un metodo fluorimetrico (184). Dicho
metodo  emplea  colesterol-oxidasa para gensrar HI0E con acido
p-hidrodifenil acetico, generando un producto fluorescente,. La

sensibilidad del ensayo fue de 0.01 ug de colesterol.

Determinacion de niveles circulantes de aminoglutetimida

Aminoglutetimida fue valorada por un metodo colorimetrico CjuLe

ubiliza pdimatilaminobenzal dehido (Reactivo de Ehrlich,
despues  de straccion de los suesros con cloroformo (IB5). La

recupasracion  de  cantidades conocidas de aminoglutetimida agre
gadas al suerc fue de alrededor del 40%, por lo gue se debio
aplicar wn factor de correcoion apraopiadado para expresar los

resul tados obtenidos.

Freparacion de mitocondria adrenal precipitada con acetona
Glandulas adrencles fueron obteniadas de ratas macho vy
homogenizadas  en 9 volumnenes de buffer © (0099 M SRCAIOSA, o N
ditiotreitol v 30 oM buffer Tris-hil pH 7.4, Los pasos subsi-
guientes fueron similares a los descriptos anteriormente para la
aobtencion  de mitocondrias de celulas de leydig. Los peslilets
mitocondriales fusron resuspendidos en agusa destilada fria a una

concentracion proteica  de aprodimadamsnts 10 mgsml . FPosterior-

mante, 20 volumenes de acetona helads fusron agregados vy la
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preparacion  se dejo precipitar toda la noche a -20oC. La pro-—
teina precipitada fue sedimentada por centrifugacion a 1500 % g
por 3 minutos a ~150l, lavada con acetona helada v desecada sn
vacio. Bl material seco fue almacenado a -200C, siendo utilizado
como  fuente de la enzima de clivage de la cadena lateral del
caolesterol.  Para algunos sxperimentos, el precipitado acetonico

de mitocondrias de celulas de Levdig fue preparado de manera

similar.

Sintesis de pregnenclona v acido isocaproico marcado  en
mitocondria

La produccion de pregrnenclona en mitocondria fue en general
valorada en un volumen final de 0.5 ml conteniendo buffer C, 100

utt o .4 mM NADPH (Sigma Chemical Co., USA), 2 mM Dl.-isocitrato,

.0 omi Dalll, 400-300 wg de proteina mitocondrial ¥
glicerol-FBES. Fara detener el metabolismo de pregnenclona se le
agrego a la preparacion 1 oM clanocetona v 10 uM zzpironolactona
en  etanol  absoluto, svaporando =1 vehiculo bajo corriente de
aire antes de la incubacion con  las mitocondrias. Estudios
preliminares habian denostrado gue concentraciones de 0.5 mb Ca
y & mM isocitrato eran optimas para la produccion de orEgneno-

lona por mitocondrias de celulas de Leydig. En algunos @xperi—

[
&

mentos, las  suspensiones sitocondriales fueron dispersadas con

un soniticador Ultrasonic, Inc., Modelo WIBS) cuatro veces a
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Qo por 13 segundos. Los precipitados acetonicos de mitocondrias
de celulas de Leydig v adrenales fusron tambien tratados de esta
MATTET & a La produccion de pregrenclona fue iniciada por la
adicion de MADFH e isociltreto despues de una preincubacion de
las mitocondrias con buffer G conteniendo 0.5 mM CaCl? for
minutos.  Las  incubaciones fueron realizadas a S4ol dwante 10
minutos en condiciones aerobicas v con agitacion constante, vy
tinalizadas por el agregado de 2 ml de clorwo de metileno. Los
metabolitose Ffueron extraidos I veces con 6 ml de cloruro de
matileno, ¥y la capa organica fue wtilizada para la determinacion
de preghnenclona.

Fara la determinacion de acido isoccaproico marcado, mitocon-
drias  intactas (no sonificadas) fueron incubadas con (2&-140) -
colesterol (59.6 mCismmol, New England Nuclear, USA) en el mismo
sistena descripto anteriormente. Colesterol marcado (100 oMy fue

agregado sn acetona (3 ul) al tubo de incubacion en presencia de

=

los  dos inhibidores metabolicos. &l final de 1a incubacion, 0.2
ml de la sclucion fueron transferidos a tubos conteniendo 1.8 ml
de 1 mM HgUlZ2-10 mM buffer glicina pH 9.% a determinados Tiampos
{184&) . Las proteinas fueron precipitadas con acide triclors-—

cetico  al 10%, vy los sobrenadantes se ajustaron a pH 8-10 con
MalH  concentrado. Las  soluciones fusron somstidas a oromato-

gratia en columna de G5 g de alumina {(Calbiochem, pora

100-200) , v el acideo (140)~isccaproico fue separado del
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(140 ~colesterol. La recupesracion de acido (140 —~isoraproico fus
siempre mayor del 95%, v el (l4C) ~colesterol eluwido de la
columna fug menor del 0.01%. Se realizo paralelamente un blanco

2 assencia de isocitrato vy NADFH.

Filtracion en gel de sephacryl 5-300

El precipitado acetonico de mitocondrias de celulas de Levdig
faproximadamente 9% mg) fue resuspendido en 2 ml de %0 oM buffer
Tris—=hCl pH 7.4, conteniendo 0.2 % emulgen 911. Esta sUspensi on
mitocondrial tus sujeta a =sonicacion, como se describio
anteriormants, y wme dejo en hielo durante 1| hora. Luego, la
suspension fue centrifugada a 105,000 x g durante 30 minutos
usando un rotor Beckman Ti &0. Una parte del sobrenadante (1 ml}
fue sembrado en una columna de Sephacryl S5-300 (1.6 3 90 om)
equilibrada con buffer Tris-HCl conteniendo O, 2% Emulgen 911. La
columna  fus eluida con &l mismo buffer a una velocidad de fluio
de  FQ? ml . Las fracociones conteniendo la sustancia inhibidora
mitocondrial fuaeron combinadas v concentradas usando conos de
mambrana  Centriflo CF-25 (Amicon, Lexington, USA). Fara estima-
cion de los radios de Btokes de la proteina mitocondrial se
utilizaron como standards en la miema oolumna catalasa, aldo-

lasa, BHEA v ovalbumina (Fharmacia Fine Chemicals, Suecial.
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Chemicals, Suecia), sguilibrada con buffer Tris-HEDL conteniendo
0.2% Emulgen 911, La columna fue lavada con 2l mismo buffer a
una velocidad de fluio de 4,62 al/h a 4ol. La fracoion adsorvida
fue sluida con 0.8 M Nall. La actividad inhibidora fue snsavada

e muestras de O.1 ml.

Estudios realizados en humanos.

Todos los estudios en humanos fueron realizados dentro de las
normas eticas enunciadas en la Declaracion de Helsinki, luego de
gdpreso consentimiento firmado.

I} Facientes con sindrome de insensibilidad a los androgenos

a) Preparacion de las celulas de Leydig. Se estudio la
produccion de testosterona in vitro por celulas de Leydig de dos
pacientes de 18 afos  con sindrome de  insensibilidad a los
androgenos (feminizacion testicular). Los testicuwlos fusron
extirpados por el eguipo de cirugia del Hospital Alvare:z de la
Capital, los gue fusron depositados en PHES +#rio v trasladados al
Laboratorio. Inmediatamente fueron decapsulados con una hoia de
bisturi vy tratados con colagenasa como los testiculos de rata,
con la =sola diferencia de gue e tratamiento enzimatico se
prolongo por espacio de 320 minubos. El procedimiento posterior
fue identico al descoripto mas arriba. Como comtrol se utilizaron
celulas de  Leyvdig de testiculo normal , proveniente de honbres

operados por carcinoma de prostata.



b) Produccion de testosterona por celulas de Leydig
humanas. Las celulas de lLeydig (0.3 x10eéd en 0.5 mid
fueron incubadas  duarante 2 horas a 3400 bajo atmosfera de 5%
CO2~95%  aire en presencia de 10 ng de hOE para lograr la maxdima
esstimulacion. La produccion de testosterona se valora por RIE
tomando comg  paranetro de estimulacion un st de celulas incu-

hadas on ausencia de hCE.

11} Pacientes oligo—astenospermicos

La evaluacion dinamica in vivo de la funcion testicular del
Hombre se realizo en 128 pacientes con gdades comprendiadas
entre 21 v 37 afos gue consultaron por esterilidad an 21 Servi-
cio de Andrologia del Hospital de Clinicas Genesral San Martin de
la Capital, quienss presentaban espermOgranas patologlocos ¥
actividad sexual normal. Los examenss clinicos y de laboratorio
gue incluyeron enbre  otros, hemograma, glucemia, ¥y prusbas de
funcionalidad hepatica, renal, tiroidea v suprarrenal no sviden-—
ciaran  ninguna patelogia. En todos los casos la concenbracion
circul ante de prolactina fue normal. Los estudios inmunologicos
realizados en  semen vy o oen el susro de ambos convwuges fueron
negativos & incluyeron la investigacion de antiguerpos anties—

permnaticos cle gsuperficie R PATE testy mived-aglutinating

31}
3

reactions, = Inmunobsads: imnmunoglobulinas  Iab, Igha Igh,

pspeciflicas para espermatozoides adheridos a particul as de
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poliacrilamida), vy tests especificos para anticuerpos agluti-
mantes o 0 inmovilizantes (Kibrick e Isciima). En ningun caso se
ohtuvo reaccion positiva para VDRL y Babin Feldman. Los estudios
pacteriologicns para germenss conunes asl comd para micoplasma
fursaplasma wraealytioum) fusron  negativos tanto en la lera. vy
2da. porcion de la micgion, como en el semsn. No se detecto
chilamydias  por  innunofluorescencia indirecta con anticusrpos
monoclonales en  semen, orina o flujo vaginal de las parejas
incluidas en sste estudio.

Lusge de determinar las caracteristicas fisicogquimicas y
morfologicas del semen se realizo el conteo espermatico en una

ra Makler wltraplana con  wuna videocamara receptora de la

]
i
=
=
fh

imagen del microscoplio conectada a una compubadora Fineoom
modelo AT, lo gue permitio, gvitando la subjetividad en la
abservacion, determinar la concentracion de espermatosoides por
ml, el porcentaje de movilidad, la linearidad de la trayectoria
y la velocidad de migracion, la cual en condiciones normales a8
de 25 micrones por segundo. Se enplearon como control 10 hombres
normales con  edades comprendidas  entre 22 vy 35 aRos, los guss
presentaban sspermogranas normales v fortilidad verificads
dentro de los & meses anteriorss al estudio por haber logrado
smbarazos espontangamente. Los pacientes fusron considerados
4

oligo-astenospermicos  por  lo  menos por 2 analisis de sensn an

los gue demostro una disminucion de la movilidad espermatica vy



urta concentracion de 10-20 xi0eéd espermatozoides/ml.

111} Pacientes con varicocele.

Se estudiaron 110 pacientes con varicoccele grados I & 118,
com niveles normales de prolactina vy gonadotrofinas. BEn todos
los casos, s encontraron alteraciones gseminales: 4 pacisntes
presentaban  azoospermia, 54 cligospermia, vy los restantes G2
tenian astencospermia. El varicocele se localizo en el testiculo
izguierdn en 76 pacientes, mnientras gue fue bilateral en lo0s
restantes. De loe pacientes con varicocele urnilateral 14
presentaban  disminuido =1 tamafio de ambos testiculos, mientras
gue  obtros 14 solo mostraron disminuido el tamafio del testiculo
izguierdo. De los pacientes con varicocele bilateral, el tamafo
de ambos testiculos se vio disminuido solo en 8 casos, mientras

gue en 7 casos se encontro disminuide @l tamano del testiculo

izguiesrdo. £l sstudio de semen se realizo com se indica mas
arriba para los pacientes oligo-astenospermicos.

Respuesta testicular a la gonadotrofina corionica humana (Test

de hCG}.

& los pacientes oligo-astenospermicos se les esxtrajo 3

muestras basales de sangre con un intervalo de 18 minubos, &
ipmediatamente recibieron una inyeccion i.m. de 5000 Ul de R G

(Endocorion, ELEA). Nuevas muestras de sangre fueron obtenidas a
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las 2, 4, 24 v 48 horas posteriores a la misma. FPara sstablecer

2l perfil o

1

: respussta de los hombres normales, las muestras de
sangre en @ste grupo fusron obtenidas a las 2, 4, &, 8, 12, 24,
48, 72 y 96 horas despues de la inveccion de hCB. Los sueros
fueron conservados a —200of hasta su procesamiento. En un pool de
las = muestras basales se determino LH, FGH, testosterdnd,
estradiol y 17 hidrodiprogesterona. En cada muestra aobtenida
luego del estimulo con HEE se determing testosterona, estradiol
17 hidroxiprogesterona vy hCG. Todas las muestras de suero de un
misnn  hombre sSe procesaron @n o un mismo RIF para evitar gl ervror

interansayo del metodo.

Test de LHRH.
a) Agudo. Se administraron 100 ug de LHRH (Lutecliberina
ELEA) por via endovenosa a traves de un cateter y ase axtrajeron

muestras de sangre para la determinacion de LH y FEH antes, v a

1os 30 v &0 minutos de la inyeoolon.
b) Infusion. Se administraron 100 ug de LHRH disueltos en 240
ml cles ol ucion fisionlogica esteril, los cuales fusron

administrados poy via endovenosa durante 4 hs, a razon de 1
mlAmin. Las muestras de sangre para la determinacion de LH y FSH
&5 o

fueron obtenidas antes vy & las 1, =y = ¥ 4 he de comenzada la

intusion.
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Tratamiento con Aminoglutetimida

El tratamiento con el inhibidor de la actividad aromatasa
consistio en la administracion de 1 g diario de la droga durants
20 dias & 2% pacientes. La administracion de aminoolutetimida se
acompaio  de 20 mg de hidrocortisona, para compansar @l blogueo
suprarrenal ocasionado por el inhibidor. A los B0 dias de

iniciado el tratamiento se repitio el test de hCG. A los 90 dis

se repitio el analisis de semen.

Determinaciones hormonales

La determinacion de LH v FSH se realizo por radiolnmunosnsayo
de dobl e anticuerpa de acuerdo con  beonicas praviamante
descriptas (iggr . Los anticusrpos, estandares y hormonas para
iodinacion  fueron donados por @l NMational Hormone and Fituitary
Frogeram perteneciente  al  National Instituts of Arthritis,
Diabetes and Digestive and Kidney Deseases {NIADDE) , National
Institutes of Health (NIH), USA. La iodinacion se realizo segun
la technica de Hunter vy Greenwood (189). El rango de eficiencia
de Ldodinacion (= &) empleando 1 oCi de 1251 (NEZ-0I3H, MNew
England Huclear, USAY v 2.3 ug de hormona, fue de 40 a &5% para
FSH vy de I5-5%4 para LH. La eficiencia fue calculada por la
integracion de la radicactividad encontrada en los picos de
normona iodinada v de 1251 libre, separados por cromatogratia en

Sephadesx G-100 (Fharmacia Fine Uhemicals, Suecia). El anticuerpo
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utilizado en los Rlas como segundo anticuerpo fue obtenido en el
Centro de Referencia de Radioinpunoensayo de La Flata por
inveccion en carnero de gamma globulina de conajo.

La determinacion de prolactina se realizo por metodo de doble
anticusrpo-Folietilenglicol, segun tecnicas previamente descrip-
tas  (190). £l anticusrpo, standard y hormona para iodinacion
fusron  donadas  por el National Hormone and Pituitary Frogram,
MIADDE, MIH, USAa. La preparacion hipofisaria NIADDE~RFRL-I-7

{AFF-2%00) fue iodinada por un metodo previamente desoripto

Los RIfs de tsstosterona v estradiol fueron desarrollados en
el Cenbtro de Referesncia de RIE utilizando la tecnica de Carbon
Dextran Z:0.2 mg/tubo) para la separacion de la fraccion libre
del trazador. La determinacion de dichos esteroides en los
sobrenadantes de las preparaciones celulares se realizo directa—
mente, efectuando solamente las diluciones apropiadas. Fara la
determinacion  en  susro, las muestras fugron extraidas con et e
etilico, efectuando 1 RIE sobre el extracto etereo avaporada.
E1 antisuerno anti-testosterona fue cobtenido por inoculacion a
caonsjos del compleio T-é-ouima-BBA (Bigmal, segun matodo previa—
mente descripte (192). Se empleo como trazador (1,26, 7-3H) -

testosterona lactividad especifica 85105 Ci/mmnnl, New England

‘wi

NMuclear, USA). El RIE se realizo en tubops de vidrio de 12 x 73

mm en un volumen final de 0.5 ml, utilizando como diluyente FPES

ixe]



0.2 M conteniendo 0.1 % gelatina. Los tubos se incubaron 10
minutos a 500l v 10 minutos & 4of. Seguidamente se le agrego O.1
ml de la suspension de carben:dextran, agitando vigorosamente
durante 10 segundos. Lusgo de 10 minutos de incubacion a 4o,
1os  tubos fueron centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos, ¥y los
sobrenadantes recogidos en miniviales de polietilenc (Folistor
84, Argentinay, a los gue se les agrego 1.5 ml de liguido de
centel lea.

£1 antisuero anti-estradiol fue obtenido por inoculacion en
consios  del complejio estradiol-é6-oxima-BSA (Sigma). BSe empleo
£ D trazador (24,6, 7-3H) —estradiol {actividad especifica
F0-11% Ci/mmol, New England Nuclear, UBA). La Tabla I muestra la
sspecificidad de los anticuerpos de testosterona vy sstradiol
sapleados.

La determinacion de pregrenclona fue realizada por el metodo
de Ri Fietro vy ool {(193).

La medicion de la radioactividad de las muestras de RIE se
realizo  en urn contador avtomatico Nuclear Medical Laboratories,
modelo  in-VY-tron 4010, con una eficiencia para 1251 del 754, v
en un contador de centelleo liguido NMNuclear Chicago modelo
70008, con una sficiencia del 454 para IH.

Los RIEs de dehidroepiandrosterona, 17 hidroxiprogesterona vy
androstenodi ona + uer on realizados 0N bite consrcial es

iDiagnostic Froducts Corporation, USA)Y, utilizando trazadores
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R ESULTADOS
I. Estudios fisicos y bioguimicos de la celula de Leydig.

La purificacion parcial de preparaciones crudas de celulas de

Leydig ha sido lograda en varios Laboratoricos empleando
gradientes de densidad con Metrizamida {194,195, Ficoll

{195,194y, Ficoll-Fague (193) vy FPercoll (197). De todos estos
metodos, @1 gradiente de Metrizamida ha mostrado producic
preparaciones  celulares con el mas alto grado de pureza y
completaments separadas de los globulos rojos. La limitacion de
sstos procedimientos es la relativa sscasa cantidad de celulas

s

gque pueden cargarse en el gradiente (no mas de 100 millones).

[

Fato, sumado al hecho de gue las preparaciones crudas de celu

™

intersticiales del testiculo contienen aprodimadamente un 20-28%

cle celulas de Leydia, hace gque para lograr un  cantidad
importante e celulas puras s deban  preparar NUnsrosos

gradientes, volviesndo este procediemiento ispractico.

For tal wmotive, hemos intentado aplicar el estodo de la
elutriacion centrifuga (198), basado en la separacion de celulas
por  sw velocidad de sedimentacion, &l cual ha demostrado tener
mayvor capacidad de carga y mavor velocidad de resolucion.

El  alubtriador consiste en un rotor de centrifuga conteniendo
una camara de separacion, la cusl tiene un orificio de entrada y

wne de salida de liguido gue es invectado desde el exterior



mientras el rotor gira (Fig. 4. Una ventana ubicada en la tapa
de la cenrtrifuga permite observar la ocamara, gracias a la
Pluminacion porporcionadsa  por  wuna luz estroboscopica. l.as son
invectadas a traves de una bomba peristaltica gue permite
regular  la velocidad del flujo de sntrada. Una vez dentro de la
camara en  movimiento las celulas se encuentran somstidas a dos
fusrzas opuestas: por una lado la fuerza centrifuga, producida
por giro del rotor, v por el otro la fuerza centripeta provocada
par el fluio de entrada de liguido (Fig 3. lLa velocidad de
flujic para cargar las celulas en la camara debe ser tal gue no
supere la fuerza centrifuga, de modo gue las celulas gque entran
quedan retenidas en la camara. Mientras esto ocurre la velocidad
de giro del rotor sa mantiens constante a 2000 rpm.

Una ver en el interior de la camara de separacion, las
celulas s acomodan cfes acuerdo a sus  velocidades de
sedimentacion, proceso regido por la siguiente souacion:

z = .93 w /R 2
donde ¢ es la velocidad de sedimentacion (mmh.gd, § es el fluio
volumetrico (ml/miny, R es la velocidad del rotor expresada an
miles de rpm, vy 1.23 s una constante gue involucra las
caracteristicas del rotor v la camara v las conversiones de
minutos a horas v de centimstros a milimetros.

Cuando se ha logrado el egquilibrio, el aumento gradual de la

velocidad de fluio permite ir desalojando la camara de las
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FIGURA 4. El sistema de la elutriacion centrifuga.

El buffer o las muestras son impulsados hacia la camara de
separacion por medio de una bomba peristaltica que regula la
velocidad del flujo. La recoleccion se efectua en el lado
opuesto  despues gue las celulas salen de la camara. El
procedimiento puede ser observado desde el exterior maediante
una abertura efectuada en la tapa de la centrifugsa.
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Fuerza centrifuga —

P\

Contraflujo

FIGURA 5. La camara de separacion celular.

1. Las celulas en suspension  entran en la camara por el
fondn de la misma, impulsadas por la bomba peristaltica.

2. Las celulas se acomodan de acuerdo a su velooidad des
sedimentacion balanceadas por 21 flujo contrario a la fuerza
centrifuga.

e Cuando el flujo aumenta, las celulas mas livianas que se

habian colocado 2n la parte superior son desalojadas.
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celulas mas livianas., Dg esta forma se van recogiendo sn el
gxterior de la centrifuga, diferentes fracciones celulares. Al
Fimnalizar sl procedimiento se detiesne &l rotor, de modo gus se
racogen todas las celulas gue aun permanecian en la camara (wash
oubt). La tincion sspecifica de las celulas recogidas utilizando
2]l metode de la 3 B hidrodi-esteroide deshidrogenasa permitio
determinar las AFfracciones conteniendo las celulas de Leydig

{Tabla I1).

Tabla [1. Elutriacion centrifuga de celulas intersticiales de festicule de rata adulta,

Fraccion 1 2 3 4 &) & 7 g 9 10 i1 iz

Nuaero

Flujo i 1% 13 13 17,5 260 28 36 35 40 45,5 Hash
{el/min} put

Yel, Sed. LI 48 6.2 7.2 8.4 9.6 12 14,4 5.8 19,3 22 722
{z/h.g}

Celulas 36 2.1 i1 4.2 35 34 40 X4 L0 5 L.B o)
recup. (1)

Celulas de @ 0 0.9 .6 2,5 7.6 12 8% 5% 94 92 73
Leydig {1}

I.1-Analisis morfologico v funcional de las fracciones

La Fraccion 1 contenia la mayvor parte de los eritrocitos
presantes en  la preparacion  oruda, con un peguenc porcentais
presente tambien en la fracocion 1. La microscopia electronica
revelo ademas que las fracoiones 1 oa 7 eran heterogensas
incluian la mavoria de las celulas contaminantes de los tubulos,

macrofagos, ceiulas endoteliales, celulas de lLevdig dadfadas y



restos celulares. Solo una reducida proporcion de  estos
slementos (4 4%) presentaban la tipics estructura de una celula
de Levdig, v fueron localizadas principalmente en las ftracoiones
by 7. For el contrario, las fracciones 8 a 12 contenian la
mayor parte de la celulas de Levdig intactas. la ultragstructura
de una celula de Leyvdig de rata madura incluye un abundante
reticalo gndopl asmico liso, mitocondrias con pronunciadas
crestas internas, un gran nuclee con un anillo fino de
heterocromatina  conteniendo 2 nucleolos, v adundantes gotas des

lipidos diseminadas en &l citoplasma (19%9). El tamaho de las

£

celulas de lLevdig =2n las fracoiones B-12 fus de 120 + 38 um
(media + D8}, similar al reportado por Risbridger vy col (200} v
Mori v col (201).

Las Fracciones 1 a 7, colectadas entre 7 vy 25 ml/min
contenian &l 80-8%%  del total de celulas aplicadas a la
elutriacicon, con  menos del 4% de celulas de leydig telidas par
tecnicas citoguimicas, @mientras gue las fracciones colesctadas
por  encima de 25 mlsmin, contenian 1520 X de las celulas
aplicadas, con  90-95%4 de celulas de Leydig. El tipo celular
contaminante de estas preparacion resulto ser espermatoclitos en
2l estado de paguitens, a durgar por la presencia compleios
zinaptolenicos en sus nucleos asociados a Ffibrillas compactas de
cromatina (2027, lUna pegueta vy variable proporcion de lintocitos

fue habitualmente encontrada en estas fracciones, reflejando la



._87__
capacidad de estas celulas a unirse a celulas de Leydig formando
tipicas rosetas (203).

La actividad funcional de las fraceoiones celularss separadas
por elutriacion tue evaluada mediante la incubacion in vitro en
incubador metabolico, en presencia o no de 6 en el medio de
incubacion para  lograr maxima estimulacion de las celulas de
Leyvdig (Fig. &). En ensayos paralelos se valoro la produccion ds
testosterona, oA sxira— & intra-celular, v la capacidad de
union  de  la (1257 r-hCE, Ecstos resultados desmostraron gus la
fracoiones con celulas mas pesadas (Fracoiones 8 a 12) poseian
la mayor produccion hormonal y la mayor capacidad de union a la
RCEB  marcada. For el contario, las fracciones 1 vy 2, conteniendo
celulas con la mas baja velocidad de sedimentacion no mostraron
produccion de testosterona ni cAMP. llas fracciones % a 7 si bien
tenian  actividad snzimatica, la misma fue poco significativa, v
debida a celulas de Leydig intacteas contaminantes. La capacidad
de union & la hCE marcada Fue baia en esas fracoiongs pero
ligeramente aumentada en las fracciones & v 7, aun con balia
actividad metabolica. Microgratia electronica v autoradiogratia
slectronica mostraron gue las fracciones 1 a 7 contenian celulas

€11

1)

danadas vy restos membranales con capacidad de binding pere
actividad esteroidogenica. For el centrario, la radicactividad
gncontrada en las fracoionse B a 12 fus totalmente ligada a

menbranas de celulas intactas. La especiticidad del binding fue
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FIGURA 6. Elutriacion centrifuga de celulas intersticiales
dispersadas con colagenasa.

Las Afraccioness fueron colectadas como se indica en la Tabla
. Las celulas de la preparacion cruda vy las de las
distintas fracciones Ffueron individualmente pelletegadas,

resuspendil das vy contadas. Aproximadamentse 1 millon  de
celulas nucl eadas/ml fusron incubadas  en  un agltador
metabolico a 3% oC for 3 h bajo atmostera de 93% 02:%4 COL
Con o sin 50 ng/ml de RCE (para la produccion  de

testosterona v cAMF)Y, o con 200000 cpm de 1251-hCHE 510
ng), con o in 10 ug de hCE fria. Los resultados son la
media + DG de  dincubaciones por  triplicado. MDD Mo

detectable.
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confirmada  por la aussncia de granulos de plata asociados a
ptros  tipos celwlares v por la ausencia de granuwlos de plata en

incubaciones con exdceso de RCE fria.

1.2-Gradiente de Metrizamida de celulas elutriadas

Con el obieto de observar 21 comportamiento en el gradiente
de las celulas de Leydig fraccionadas por elutriacion centrifuga
se  prepararon 2 tipos de gradiente:s GBradiente a {(de 14 a I24) v
Gradiente b (e 16 & 24 %), La preparacion cruda de celulas
intersticiales +fus ssparada en  dos fracciones principalsas:

sl o i (heterogensa, conteniendo las celulas de las

fracciones 1 oa 73 v Fraccion L {(rica en celulas de Levodig,
comnteniendn  las celulas de las fracciones 8 a 12). Ambas
fraceiones fueron aplicadas en distintos experimentos & los dos
tipos de gradientes (Fig. 7).

Gradiente a: La Fraccion L fus separada en 4 bandas, de las
cuales solo las bandas 11, 111 v IV contenian celulas de Levdig.
La banda I contenia los contaminantes espermatocitos paguitene.
o su parte, la Fraccion H fue gseparacda en O bandas,
conteni endo linfocitos, celul as germinal es, celulas
endoteliales, celulas de Leyvdig dafadas vy restos calulares. La
barnda V solo contenia eritrocitos, mostrando ser 2]l componente
celular mas denso. La Tabla I3 muestra la distribucion de

celulas gn el gradiente.
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FIGURA 7. Subfraccionamiento en Gradientes de Metrizamida de
las fracciones H y L obtenidas por elutriacion centrifuga.

Se utilizaron 2  tipos de gradientes @ (a) 14-32% y )
16~24%. L.as banclas celulares fueron separadas,

centrifugadas, lavadas v luego incubadas para la produccion
de testosterona. Los resultados son la media + DS de
incubaciones por triplicado. ND: No detectable.
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Tabla IIl. Separacion en el gradiente a (14-32%4 Metrizamida}
de las Fracciones H v L obtenidas por elutriacion.

HI HII HIII HIV HY
Densidad {(g/ml) LoOas 1, 07t 1.086 1,105 1,148
Celulas encontradas (4L} 43 45 & 4 ¥
Celulas de Leydig (%4} ] G 2 10 0

LI LII LI LIV -
Densidad {g/fml) 1053 1.080 1.087 1.106 -~
Celulas encontradas (X} 16 10 58 22 —
Celulas de Leydig (%) 0 1 Gl 100G 100 -

Gradiente b: La Fracoion L fue separada en 9 bandas. Todas
contenian  celulas de Levdig intactas excepto la [, gque contenia
los espermatocitos pagquitens. La fracocion H fue tambien separada
en 95 bandaz, solo gue los eritrocitos esta ver gquedaran en @l
pellet., La Tabla IV muestra la distribucion de celulas en el
gradienta.

Tabla IV. Separacion en el gradiente b (16247 Metrizamida)
de las Fracciones H v L obtenidas por elutriacion.

HI HII HIII HIV HA
Densidad {(g/ml} i.048 1.06%  1.090 1.09% 1.108
Celulas encontradas (L) 47 ey b &. 4 2.4
Celulas de Levdig (%L} O ) A £ 12

LI R | LIIT LIV Ly
Densidad {(g/ml} 1.048 1.075 1.088 1.098 1.110
Celulas encontradas (%} 12.8 il1.4 14 51 AN

Celulas de Leydig (%) 8] ) 1 100 103




El  analisis funcional de todas sstas bandas denostro cue ia
produccion de testosterona in vitro solo fue encontrada sn

aguellas gus contenian celulas de Leydig intactas (Fig.

2

panesles interiores).

I.3-Elutriacion centrifuga de celulas separadas en el gradiente
de Metrizamida.

Con el proposito de comparar los resuliados, se hicieron

H

separaciones  @n 21 sentido inverso al expussto anteriormente.

Fara este fin se utilizaron gradisntes de Metrizamida de 14-32

el  cual concentra las celulas de Levdig en las bandas 11, 111 vy
IV, La separacion por elutriacion de dichas bandas demostraron
gue  las celulas de Levdig se separaban nuavamente en diferentes
velocidades de sedimentacion, psro con capacidad esteroidogenica

y contenido de zimilares entre =1 (Fig. 8. Las

celulas encontradas en las fracoiones de 20 v 25 mldmin
contenian  principalmente linfocitos, celuwlas endoteliales vy

germinales y una menor proporcion de celulas de Leydig.

Estos resultados han denostrado gue las celulas de Leydig de
L& P e ar acl on dles celulaz intersticiales obtenidas por
colagenizacion de testiculos de rata adulta presentan diferentes
caracteristbica giravitatorias (velocidad de sedimentacion vy

densidady, pero identica actividad biologica, sugiriendo la
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FIGURA B. Elutriacion centrifuga de celulas de Leydig
previamente purificadas por Gradiente de Metrizamida.

l.a preparacion intersticial oruda fue separada primeranente
en gradiente de metrizamida de 14-22%. Las bandas III y IV
(con mayor proporcion de celulas de Leydig) fueron entonces
elutriadas separadamente. Las incubaciones fueron realizadas
como se indica en la levenda de la Fig. b.
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existencia de solo une poblacion de celulas activas.

II- Accion de la gonadotrofina en la celula de Leydig

11.1-Sobre la secrecion de testosterona v pregnenclona.

Ratas adultas fuesron tratades con seolucion Ffisiologics
(Grupo controll), o 10 ug de hCE por via subcocutansa. Los animales
(e grupos de a 3 fusron sacrificados para la separacion de
celulas de lLeydig a los 15, 20, 45 minutos, 1, %, 12, 24 v 48
Moras posteriores al tratamiento. Las gelulas de Leydig fueron
incubadas  en parte para svaluar la produccion de testosterona v
pregnenolona, vy &n parte para determinar el numero de receptores
de  LH. Los esteroides producicdos por las celulas fueron avalua-
dos  con vy osin el agregado de 100 ng de hCE en el medio de
cultive con el objeto de provocar wna maxima estimulacion v
conpararla con la produccion basal. Como se muestra en la Figura
F, la administracion del estimulo in vivo hizo gue la produccion
hasal de cada grupo (barras negras) fuera sumgntando hasta las &
he {(efecto trofico), Diempo en gue s hizo similar a la reaspuss-—
ta maxima abtenida in vitro (barras ravadas). Despuess de las 1Z
he la capacidad essteroidogenice fus disminuvends, desapareciendos

las diferencias entre el basal v el estimulado {efecto desensi-

s

ilizantel. Dado  que a disminucion de las respusstas se vio
tanto para  testosterona  coms  para  pregnenolona,  es posible

inferir que la lesion o bloguso enzimatico parcial estaria
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FIGURA 9. Froduccion de pregnenolona y testosterona in vitro
por celulas de Leydig aisladas de ratas adultas en funcion
del tiempo posterior a la inyeccion subcutanea de 10 ug de
hCG.

fprodimadamente 1 wmillon de celulas fusron incubadas por 5
horas & 54 ol sin (harras lLlenas?) y con (barras ravadas) ]
agregacdo  de  hCE en el medio  de incubacion. Los valores

represantan la media + DS de I incubaciones.
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uhricado en  wn paso  anterior a la sintesis de este ultimo

eaterolde.

11.2-5chre el numeroc de receptores de LH.

1 numero de sitios receptores de LH sufrio un incremento
hasta las 12 hes (up-regulation), disminuyvendo posteriormente
(Fig. 12y, hasta wvalores practicaments no detectables (down-
regulation. Es  dinteressnte noter  que la digminucion de las
respuestas  esteroidogenicas s2 hizo svidente antes gue la
perdida de los receptorss, inidicando la independemciza entre los

dos fernomenis.

I11.3~-Sobre la actividad de las RMA Polimerasas.

Cert el abjeto de evaluar  los cambios  transoripoionales
inducidos por la horosona trofica se determinog la actividad RMA
nolimerasa en nucleos de celulas de Leydig tratadas con una
dosis desensibiliante de hiE,

l.a wvaloracion de la asctividad de las RNA polimerasas se hizo
aprovechando la diferente sensibilidad de las mismas a la
a-amanitina y & la actinomicina D, La Fig. 11 muesstra la
inhibicion provocada por los antibiobticos sobre la incorporacion
del  UTF  radiactivo. Dado gue la RNA polimerasa 111 resulto sar
splo el S9-74 de la actividad total, los siguientes experimentos

fueron realizados tomando la szuma de las RNA polimerasas I+I11 vy
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FIGURA 10, Numerao de receptores de LH obtenido por
incubacion de las celulas de Leydig con (125-1)-hCG.

l.os animaless  fueron  tratados como se indica en la Fig. 9.
Las valores representan la media + DS de I incubaciones.
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FIGURA 11. Efecto de alfa amanitina y actinomicina D sobre
la incorporacion de (3H)-UTF al RNA de nucleos de celulas de

la preparacion nuclesr fusron incubados por 10 min
ocon A0 uwl de la mexcla  de reaccion mas 2350 mM
{arriba) o S0 mM {abaio? de sulfato de amonio (AB) como
i gues 1 sin nuevos agregadosy 2 con 00001100 ug/ml de
alfa amanitinag v A con 10 wun/ml de actimnomicina D. Las
barras (derecha) indican la contribucion de cada wuna de las
IORNA polimerasas a la incorporacion btobtal de (BH)-UTF. Los

resul tados son la media + DB de 3 ensayos.
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FIGURA 12. Efecto de la hCG sobre las actividades de las RNA
polimerasas II y I+II1 de nucleos de celulas de lLeydig
evaluadas en condiciones de alta fuerza ionica.

Las ratas Fueron tratadas como se indica en la Fig. &. Los
resultados son la media + DS de 3 experimentos., () = p o

Q. 05,
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ruerra ionica.

II1.4-50bre l1a actividad templante de la cromatina.

Con 2l obieto de determinar si el incremsnto en el proceso de
transcripocion  inducido por el setisulo gonadotrofico era debido
a alteraciones de la actividad templante de la cromatina o a un
incremento de la actividad de las RMNA polimerasas, cromatina de
celulas de Levdig aisladas de ratas control, asi como de ratas

tratadas con 10 ug de hDG, fuesron incubadas con RMA polimerasa

de Escherichia coli. S5 eligieron para ello los tismpos de mayor

actividad polimerasa (49 min v 24 h post-hCoi. Mo se obhservaron
cambios significativos en la actividad templante de la cromatina
gue justifiguen los cambios observados en las enzimas (Fig. 13,
Fesultados similares fusron observados cuando wbilizamos BNA
polimerasa 1 de sucariotes {(semilla de trigody (204)
I111. Efectos de diterentes dosis de hCB

La estimulacion de la acbividad de las RENG polismerasas fus
observada tambien con dosis menores de hOG (0.1 v 1.0 ugl, pero
mo o de una  manera doslis-dependiente, lo cual sugiere gue aun
bajas concentracionss de hi0 son capaces de provocar un maxima
gztimulacion de dichas enzimas {(Fig. 145, Err cwanto & la
capacidad esteroidogenica, las celulas de Leyvdig aisladas de los

animales tratados con 2 dosis de hO6 por 45 minuwtos mostraron wn

incremento en la produccion de pregnenolona v testosterona tanto
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FIGURA 13. Actividad templante de la cromatina de celulas de
Levdig.

S  incubaron por separado durante I0 minutos a 37 o€ 1.3 ug
de DMNA cromatinico de celulas de Leydig obtenidas de ratas
control () v tratadas con hCE por 45 minutos (8) vy 24 horas
(&), con cantidades crecientes de RNA polimerasa de E. coli
en  ausencia de nucleotidos. Lusgo, los nucleotidos fusron
agregados junto con 100 uwg de heparina v 5 ug de
rifampicina. La reaccion se continuo por 15 minutos mas & 37
o v se detuva, como se indica en la seccion Material vy
Metodos.
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et las  ocelulas incubadas sin RCE como con las gue s incubaron
con  hOG en =l medio (Fig. 15, centrol. Ademas, &1l aumento de 1la
gsteroldogenssis  s& hizo mas  pronuanciade cuanto mayvor fue la
dosis de hE administrada, debido a un primer efecto trofico de
Ia gonadotrofina. For el contrario, la persistencia del estimulo
durants o e con las dosis de 1 v 10 uwg de hib hizso gues las
regpusstas  in vitro de pregnenolona v testosterona a la hii
=

agregada  al  medio fuegran abolidas (Fig. 15, derechal. Lka dosis

e 0.1 wg de HIO6 provoco & las 24 he un pronunci ado incremento

i

en la respussta de pregnenolona (del 1&67%  respecto  de 1a

reaspussta del controll), no acompafedo por una estimulacion de

igual magnitud en la produccion de testosterona (del 1285%). Esta

diferencia entre las respuestas de pregnencliona v testostsrona
indican un  blogues parcial en la conversion de pregnenclona &
testosterona  evidenciado solo con la menor dosis de hCOE6 (lesion
piosintetica lejanal. La ausencia de respussta tanto de pregne
nolona  como de testosterona con dosis mayores de 06 indican un
bl oguen previo a la sintesis de pregnenolona  (lession

biosintetica cercanai.

IV. Fapel del Estradiol
Fara investigar =] papel del estradiol en este proceso de

desensibilizacion de la celula de Leydig, e hicieron 2

gxperimentos:
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FIGURA 15. PFroduccion de pregnenclona vy testosterona por
celulas de Leydig aisladas de ratas control y tratadas con
0.1, 1.0 o 10 ug de hCG por via subcutanea durante 435
minutos o 24 horas.

Aproximadaments 1 millon de celulas fueron incubadas por 3
horas  a 34 o€ sin (barras llenas) v con (barras rayadas) el
agregado  de 100 ng/ml de hC6 en el medico de incubacion. Los

-

valores representan la media + DS de 2 incubaciones.
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Lo Tratamisnto de ratas con estradiol, con 2l objeto de
reproducir la sestimulacion de las FNA polimerasas gue sg observa

con hCs, v

amy

‘- n

-~ Tratamiento de ratas con hCH (Tamowifen,
Aminoglutetimida ¥ fndrostatriendionas , con el obijeto de
blogusar sl estradiol producido como consecuencia de la adminis-

tracion de la hOG.

IV.l-Tratamiento con Estradiol. La administracion de

gatradiol a ratas hipofisesctomizadas indujo un aumento de las

RNA polimsraszas similar al encontrado con hCE sola, contirmando
un efecto estimulador de la actividad nuclear (Fig. 1&6).

IV.2—Tratamiento con antiestrogenos. Tanto la adminis-—

tracion de antiestrogenos (Tamoxifend, comno la de inhibidores de
la sintesis de estradiol (aminoglutetimida v androstateiendional
abolieron la esstimulacion de las RNS polimeraseas inducida por

hCGE, Ffortaleciesndo la ldea de gus este esterocide es el mediador

del efecto negativo gue induce la gonadotrotina a altas dosis
(Fig 173.

Estoz hallazgos han descstrado gue la sstimulacion bifasics
de las RMA polismerasas por ROE es mediada por estradiol, dado

gue la activacion snrimatica ss abolida por antiestrogsnos e
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FIGURA 16. Efecto del estradiol sobre 1la actividad RNA
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Fatas hipofisectomizadas fueron tratadas  con
petradionl disuelto en aceite de sesamo y los nucleos de las
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FIGURA 17. Efecto de 1la hCG sobre las RNA polimerasas de
celulas de Leydig tratadas previamente antiestrogenos.

Las ratas Fueron tratadas con  tamoxidfen (Tx, panel
SUperiar) , Aridrostatriendiona (ATD, parel meclio), ©
aminoglutetimida EATE N parel ircferiord ., de acuerdo al

protocolo  enunciado  en la seccion Material y Metodos. Cadsa
valor representa la media + DE de I muestras obtenidas de 35
ratas.
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inducida por  la  administracion de estradiol. El primsr inore-—
mento, observado dentro de los 45 minoutos, podria estar relacio-

ivas

nado con la  dnduccion de una proteins gus modularia nsga
mente  las enzimas microsomales responsables de la conversion de
pregnenclona a testosterona (17 alfa hidrogilasa v 17,20 desmo-
lasar, mientras gue el segundo incremento, obssrvado a las 24
e, estaria involucrado en otros aspectos de la regulacion de 1a

teroidogenssis.  Un  mecanismo similar fue propussto para la

accion de los glucocorticoides en las celulas del timeo (2057,
Gin embargo no  podemos  excluic la posibilidad de un efecto
inhibitorio directo del estradiol sobre la transcripocion del gen
del sistema enzimatico F-450 al cual pertenscen estas enzinas
microsomal es. Un sfecto directo del estradiol sobre ] genoma
fue propussto en la oveja macho castrada donde se encontro Quse
el estradiol indoacs disminucion de la sintesis de FSH por
supresion de los niveles de RM& @ mersajern gues codiftica la
subunidad beta de dicha hormona (2063,

NMusstros resultados sugisren un papel regulador relevante del
eetradiol como mediador de la accion gonadotrotfica sobre la
transcripocion  genetica de la celula de Levdig. Sin embargo,
tecnicas  mas  sofisticaedas, tales como transcripoion nmuclesr in

as sspecificas (2073, v sintesis de

vitro de secusnoias genetic
copias  de DMNS obtenidas de sspecifticos RENA mensajeros purifica—

dos (208 clarificaran 21 papel preciso del estradiol sobre la
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transocripoion nuclear de la celula de Leydig.

V. Induccion de proteinas especificas por hCGE vy estradiol
Calulas de Levdig cwltivadas, fusron tratadas conn 100 ng de

e

RCGE  duwrante varios tiesmpos entre 3 v 24 ha en medio 199 conte-

g e Tamoxifen. Be

riendo  BESH en presencia vy ausencoia de

prosiguio con cambio de medio libre de leucina v adicion des

{EH ~leucina & los cultivos pre-tratados con hCE o (14C)-leucina

los  cultivos control. Despuss de 2 hs de incubacion, los dos

=3

i
i

grupos  de celulas  fueron lavados, combinados v finalments
solubilizados antes de ser aplicados a una corrida electrofore-
tica &n gel. La induccion de proteines especificas por hCE o
gstradiol fus evaluada analizando las variaciones en la relacion
AHALAD de las preparacionss combinadas.

El  tratamiento con hCE induio la sintesis de por 1o menos 4
proteinas, dos de las cuales (FM 62000 v BOO00GD) taseron evidentes
a las % yv a las & hs de incubacion, pero no las 20 hs (Fig.187.
Dog  proteinas mas de menor  tamaifo se hicieron mas evidesntes
desde las 3 a las 20 hs de incubacion, sisndo sus PM de 40000 v
F7000. 0 La  dnduccion de la proteina de peso molescular 27000 por
KOG fue inhibida por tamoxifen, agregado 20 minutos previos a 1a
oG v presents durante las 20 hs de incubacion junto con 1a
gonadotrofina (Fig. 1%r). El tamoxiten soleo, no induico incorporas

cion de los aminoacidos marcados.
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FIGURA 18. Evolucion de la induccion de proteinas
especificas por hCG en la celula de lLeydig.

Las celulas fueron expuestas a 530 ng de hCE por 3, & v 20
he, v entonces incubadas con 50 ulil de (ZH)-leucina en medico
199-0.1%4  BSA  sin lewcina  for 2 hs, Celulas no tratadas
(Control? fuerorn  lncubadas con 9 uli de (140)~leucina. Las
celulas tratadas v  las o tratadas {fueron  combinadaes,
solubiliss 5 =

ws vy suietas & eglectroforesis en gel de BDE. La
relacion  3HS140 0 fue graficada contra los R para cada
prepar ol on.
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FIGURA 19. Evolucion de la induccion de proteinas
especificas por hCG en la celula de Leydig.

Celulas de Levdig en cultiva fusron @Hspus a 5o ong de hCG
sola © en presencia de S5900 ng de tamoxifen (Tx) por 20 his.
Entonces las celulas  fueron incubadas  con 50 wli de
(MY -l eucina en medio 199-0.01% BSA sin lewcina. Celulas no
tratadas (oontrol) fueron incubadas 2O Soouwbi de
(14CYy-leucina. Las cvelulas tratadas v las no trabtadas fueron
combinadas, aolubilizadas v sujetas a slecbroforesis en gel
de 8DS. La relacion ZH/14C0C fue graficada contra los RE peara

L O .

cada prepar
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Er cultivos expusstos a estradiol, se observo la induccion de
wna proteina de FPMOZ7000 (Fig., 20, arviba). Esta proteina
aparecio tambien a las & hs de iniciado el tratamiento v fue de
identico pesco molecuwlar al snoontrado con hCE. La sintesis de
gsta proteina  fue tambien inhibida por tamoxifen (Fig. 20,
abaiod .

En  consecusncia, la aparicion de la lesion biocsintetica a
fivel de las enzimas microsomales 17 alfa hidrowilasa v 17, 20
deamnnl asa, es precedida por la sintesis de una proteing inducids
sapecificamente  por estradiol e inhibida por antagonistas de la
accion estrogenics  (20%), la gue seria traducida de un BNA
mEnsajero  sintetizado  luego de la accion gonadobtrofica (2047,
Eetos resultados refusrzan los previamsnte publicados sobre la
capacidad del estradiol de inducir una proteina de peso molsou-
lar  Z70G0, 1o gus fue demnostrado en diversos tumores, organos vy

Tineas celulares hunanas (2100 .

VI. Origen del estradiol testicular

Los siguientes esesbtudios fusron realizados con el objeto de
dilucidar:

3o gue compartimiento testicular (celula de Leydig o celula
de Sertoli?) ez el principal responsable de la sintesis de
@strogenos, v

2. osi el incremento de sstradiol era debido a un aumento de
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FIGURA 20, Evolucion de la induccion de proteinas
especificas por estradiol en la celula de Leydig.

Las celulas de Levydig fueron expusstas a 100 ng de estradiol
por & (arriba  y  abaio) v 8 he (abajo solol seguido por
ambio  de  medio sin lewcina. 30 uli de (ZH)-lewcina fueron
agraegados & las celulas tratadas con estradiol , v 5 ulil de
(140 ~lewcina fusron agregados a las celulas control o a lasg
tratadas con estradiol mas 500D ng de tamoxiften (Tad. las
calulas Liratadas Y las controle fueron  combinadas,
solubilizadas vy sujetas & electroforesis en gel de SD5. La
rel Lo AH/14C 0 fue  graficada contra los R para cada
P ar &l on.

C




= I LR e

de sustrato, a una activacion de la aromatasa, o a ambos.

i

Vi.i-Otimizacion del Ensayo de la aromatasa. L.
actividad aromatasa  aunento linsalmente con 21 tismpo de
incubacion nhasta los 20 minutos  (Fig. 21.8). La snzima
aumento  linsalmantes con cantidades orecientes de celulas de
Levdig (0.085-1.0 «10ed) durante un periodo de incubacion de
HO minutos  (Fig. 21.8). El gratico de Linsweaver-Burk

pbtenido proe incubacion £ cantidades creclentas

L arraio wn FEm

testostarona cono sustrato
aparente de 1.469 uM (Fig. 22). La actividad aromatasa fue
irnhibida el androstatriendloana (RATD, wn  inhibidor
especi fico  de  aromatasa, de una forma dosis-dependients
{(Fig. 23y con wuna EDET = 3 uM. Dado gue la mavor dosis de
ATD ensavada (500 by fues parcialmente soluble en =1 medio
acunso, @legimos 100 oM ATD 1o cwal dio un blanco de
alrededor del 0 W de la actividad total. En consecusncia,
las condicionss opbtimas para el ensavyo de la actividad

aromatasa  fueron: 0.35-1.0 210ed celulas, 2.0 uli (2 uM) de

sustrato (200~ verss en exceso con respecto a los niveles
de testosterona intracelalares), v | h de incubacion, usando

100 uMt ATD como blanoco.
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millon de celulas de Leydig incubaron
CEHD) ~testosterona variando @l tiempo de
a 6O minutos. BH. Cantidades crecientes de celulas se
ubaron  por 1 hora con 3uli en uM de M) -testosterona.
valor blanco fue obtenido por incubacionss en prasencia
0,1 oM de ancrostatriendiona ATE . Cada valor representa
media + B8 de incubacionss por triplicado. Los resultados
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FIGURA 22. Optimizacion del ensayo de la aromatasa.

Un millon de celulas de Levdig se incubaran por 1 hora con 3
ufy  de (M) —testosterona  y  concentracionss  variables de
T2 e fria. El wvalor blanco +ue obtenido por
incubaciones  an presencia  de 0.1 aM de androstatriend:ona
(ATD?Y . fa  valor representa lea media + ES de incubaciones
pow triplic

Al . Los resul tados son representativos de 2
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50 - -

% DEL CONTROL

FIGURA 23F. Actividad aromatasa de celulas de Leydig en
respuesta a dosis crecientes de androstatriendiona (ATD).
Cada wvalor representa  la media + ES de incubaciones por
triplicado. l.os resul tados son  representativos de 2
experilmnentos.
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Vi.l-localizacion celular de la actividad aromatasa.

La actividad enzimatica Fue valorada separadamente en
celulas de Sertoli vy de Leydig aisladas de ratas de 3
diderentes esdades: 5 dias, 19 dias y 60 dias (adultas). Las
caracteristicas de ambos tipos celulares, asi comb la pureza

ge las preparaciones obtenidas por los metodos enpleados nan

siclo ya publicadas (211,212, El numero de receptorss de
LHADEE awmento con la sdad en la preparacion de celulas de
Levdig, pero fus casi no detectable en la de celulas de
Bertoli (Fig. 24, panel Prguierdnd . El mayor numero de
receptores de FBH en celulas ds Sertoli fue observado en las
preparaciones de ratas de 15 dias de edad (Fig. 24, panel
derechol, @misntras gue 21 binding de FSH en celulas de
Llevdig Fue practicamente no detectable. La pequefa cantidad
de bidrnidng de FEH en las preparaciones de celulas de Leydig
pusde atribuirse a la presencia de un 13% de LH contaminante
de la preparacion de FSBH marcada wsads como trazador. La
acumuilacion  de ocAMP extracelular aumento significativamente
en las oelulas de lLeydig solo despues de la incubacion con
hEG, v en las celulas de Sertoli solo despuss de la
incubacion con  F3SH (Fig. D) o indicando la presencia de
pobl acionas celulares puras. Los niveles de aromatasa
aumentaron  significativeaments con la edad en las celulas de

Levdig, misntras que decrecigron en las celulas de Sertoli
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FIGURA 24. GSitios de union para las gonadotrofinas en
celulas de Leydig y de Sertoli durante la maduracion.

Cada valor representa la media + de 3 deteraninacionss. Los
reaul tados 50000 representativos e poi lo menos 2
experimnentos distintos.
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FIGURA 2Z5. Efecto de las gonadotrotinas sabre la produccion
de AMPc en celulas de Leydig y de Sertoli durante el
desarraollo.

El AaMPe extracelular fue valorado 2n las celulas aisladas de
~atas  de O, 19 v 60 dias de wvida en respuesta a la
ng FSH por 3 horas.
determinaciones. Los

-y

o la  menos 2

incubacion in vitro corn 100 nG hCE o 100
Cada wvalor representa la media + de |
resultados HO0N representativos
experimentos digtintos.




{Fig. BN indicando gque la principal fusnte de estradicol
testicular en &l adulto es la celula de bLevdig. Estos

resultados son de  suma isportancia va que cambian el

concepto de los 2 compertimisntos, gque indicaba gue la

testostercona  generada por la celula de Leyvdig baio la
influsncia de LH s convertida en estradiol en la celula de
Sertoli baio &1 control de FSH. Lusgo, &1 estradiocl formado
s dirige a la celuwla de Leydig para ejercer su accion (947,
De acuerdn  a npuestros resultados este modelo es  por
consiguiente de aplicacion en =1 testiculo inmaduro, en
donde predomina la actividad aromatasa de la celula de

Sertoli, no asi en & adulio.

VI.Z-Efecto de hCE v cAMP scobre la actividad aromatasa vy
la esteroidogenesis de la celula de Levydig.

a) In vitro. Celulas de Leydig en cultivo fuesron tratadas
por diterentes biempos con hE. La actividad aromatasza se
incremsnto gigniticativamente (304, 24201 & 4046424, 7
pg/loEs celulas.hy pad0.05) dentro de los 30 ain despues de
hCE (Fig. 27, arribad. Los niveles de testosterona en el
madi o e incubacion  aumentaron  desds S0644+1.32  ng/lOE&

celulag a  los 20 min hasta un plateaw de Z00+20.1 ng/loEs

0

celul as las 4 hs despues de hCE (Fig. 27, abaio). Los

niveles de estradiol aumentarorn a 2.1+0.1 pg/ifEs celulas &
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FIGURA 26. Localizacion celular de la actividad aromatasa
durante la maduracion testicular.

_ & actividad ernzimatica fue valorada en praparaclionaes
purifticadas de celulas de Levdig (barras llenas) v celulas
de Sertolil (harras ravadas). Cada valor representa la media
+ ns de i determinaciosns. lLos resul tados BON
representativos de F experilmsntos.
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FIGURA 27. Panel_ _superior: Efecto temporal de la hCGE in
vitro sobre la actividad aromatasa de la celula de Leydig,
expresada como porcentaje de su respectivo valor control a
cada tiempo. Fanel _inferior: Produccion de testosterona y
estradiol neta (estimulada menos control) en el medio de
incubacion.

Cada valor representa la media + DE de determinaciones por
triplicada, = rasul tados son  representativos de 2

gxperinentos,



los 30 min (p<0.05),

(nf=) 2 hs. A partir

pronuncl ado,
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vamente (Fig. 27,
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EHR

paro  ocon &l  agregadoe de 1 mb de

torskalina 283, sncontrandoss

{(la actividad aromataza a

mayor que la basal, paO.03). Bin

ambarqn, cuando  se  uwso D012 uM de toxina colerica, la
actividad aromatasa v el aumsnto de testosterons se hicieron
gvidentes alrededor o las 2 hs. Esto ultimo podria ser

explicado por 1a

dependientes

aztivadas por las bajas

B} In vivo. Una hora

dee 5 wg de hCG, la

e inoremento
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despues de la administracion in vivo

e

actividad aromatasa de la celula

alvrededor del 17,4 4 {de

pL 05, siendo

diferente {(Fig. 2y pansl

de LLH  aumentaron

pero dismninuveron posteriormente
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FIGURA 28. Efecto temporal in vitro de 1 mM B-Br—cAMF, 5 uM
forskolina o 0.12 M de toxina colerica sobre 1la
testosterona y la actividad aromatasa.

firriba. Lo resultados se  expresan como aumsnts neto de

testosterona (estimul ado menos basal). Abajo. Los resultados
@  edpresan ocomo el procentaje de incremento respecto a su
basal . Cada valor representa la media + de triplicados. Los
valores de p para la & ividad aromatasa fueron menos de
0.0% para forskolina a los 20 y &0 min, para § br-cAMF & los
20, TGy A0 min, y para la toxina colerica a los 120 min.
Los resul tados son representativos de © experimentos.
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FIGURA 29. Tratamiento ratas con 3 ug de hCG in vivo.
Fanel superior: Mumero de sitios de binding para LHARCE.

Paneles _ centrales: Froducoi on e preanenol ona Y
testosterona,

Fanel inferior: Actividad aromat agea s presada £ LM
porcentais del valor oonterol al tiesmpo cero. Las celulas

fueron incubadas por 3 ko oen presencia o no de 100 ng de BOCG.
Cada wvalor representa la media + DI de determinaciones por

triplicado. Lo wl tados sorn representativos de 2
axperimentos.




entre urt  20-80% desde las 6 a las 48 hs., (Fig. 29, panel

1

SLEEr L Or) . L.os nivales hasa

5]
i

dea pregrnenclona %

i

testosterona en las celulas aisladas e incrementaron hasta
s valor maximo alrededor de las & hs (LOB.3+11.1 v BHO+ES

ng/loed celulas.? hs, respectivamente), volviendo a los
nivelss basales posteriormente (Fig. 2%, paneies medios).
Como  pueds observarse, a las 3 hs ocwre un primera lesion
biocsintetica, Con dismi nueion & 1a produccion  de
testosterona, Sin cambio en la produccion @maxima de
pregnenclona. Fero a las 12 hs post hDCE, va gs evidentse
tambien wia disminucion en la produccion de pregnenclona. EL
contenido  testicular de testosterona esn los homogenatos
atmert o signiticativaments clasde 131+G 4 & 176+2

ng/testiculo derntro de los 40 minutos v alcamzo valores de
TEEHB0 ngitesticulo 1 hr despues de la hOBE (Fig. 30). Un

pequena, aungue significativo incremento de estradiol

tasticular se observo dentro de la primera hora (p20.05), v

tue segulido de wun marcado incremento posterior gue alcanzo
Fa2+4 pgdtesticulor a las 3 hs, coincidente con la aparicion
de la primera lesion biosintetica.

Estog hallazgos sugisren gues la hUOG induce, a traves de
&g gegundo mensaiero, &l cAMF,  una  activacion de la
aromatazsa de la celula de Levdig produciendo un primer v

maderado aumsento en la concentracion de setradiol
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FIGURA 3F0. Contenido testicular de estradiol y testosterona
despues de una inyeccion de 5 ug de hCG.

Cuatro testiculos ol Cadla grupo fusron ocombinados,
homogeni zados ¥ I el ormente extraldos P A A la
d srminacion  de  los  esteroides. Cada valor representa la
media ¢ DS de determinaciones por triplicado. Los resultados
sor representativos de & experimsntos.
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intracelular gue desencadenaria  la cascada de eventos gue
llevan & la desensibilizacion mediada por estradiol. £l
subsscusnte inorenento de los niveless de testosterona
generado como consecusncia de la actividad estimulatoria de
la hCE, proveeria el sSustrato necesario para provocar un
sequndn vy mas  marcado  incremento de sstradiol, va gue =1
aumeanto de sstradiol se hace paralelo al de testosterona aun

cuando la aromatasa permansce en los niveles basalss.

VII. La lesion esteroidogenica no dependiente de estradiol

VIil.1l-Disponibilidad de precursores.

Hemos  visto mas arriba gque la desensibilizacion de la
respuesta esteroidogenica de la celula de Leyvdig oowre por
inkbitkicion enzimatica a dos alturas de la biosintesis: 1) a
nivel de la conversion de pregnenclona a testosterona (17

——y

alfa hidroxilasa vy 17,20 desmolasar, v 2} & nmivel de la
canversion de colesterol a pregnenclona (20,288 desmolasal.
La primera lesion s#  produce con dosis bajas de hCE vy es
madiada  por  una proteina inducida por estradiol. En cambio
la segunda  lesion, oowrs con dosgis mas altas de hCE v no
depends  de la accion estrogenica yva gque no s prevenida por
antiesstrogenos. Con 2l obisto de  oeterminar =1 la
deficiencia en la sintesis de pregrnenolona era debida a

talta de sustrato (colesterol) o a una inhibicion del la
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enzima de clivage de la cadena lateral del colesterol (20,22
desmolasal, se svaluo la concentraciaon 2 colesterol la
meEmbrana interna de la mitocondria de la celula de Leyvdig,
2]l cual es el metabolicamente disponible para su conver

sion a pregnenolona.

l.os niveles de colesterol Tibre Sfusron en la celula

intactas 40,41 uwgimg de proteina, en la mitocondria total

B8+0.5%  wa/ mg de proteinag vy o oen membrana interna de la
mitocondria 3I3+1.9%  wg/mg de proteina. La administracion in
vivo de 10 ug de hCE a ratas adultas, induio a las 48 hs el
Bloguen esperado en la estimulacion in vitro de pregrnesnolona
(Fig 21, centrol, v an consecdencia en la de testosterona
(i L] Hl, abaio) . Bin embargo, la concentracion  de
colesterol  en la membrana interna de la mitocondria aumento
cerca  del 100% del control (Fig. 31, arribal, indicando gus
la deficisncia en la sstimulacion de pregnenolona no fus
debhida & la falta de precuwrsores, sino probablemente a algun

tactor inhibidor a nivel mitoconderial (213).

VII.Z-Actividad inhibidora en 1la mitocondria.
En superismentos iniciales se evaluaron los reguerimientos
cle NADFH  por 1a  enzima 20,582 desmolasa, con el objisto de

dilucidar 1a naturalera d2 la inhibicion (2147, Para tal Fin

s incoubaron nitocondrias intactas de celulas de Levdia
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FIGURA F1. Contenido mitocondrial de colesterol libre

(arriba? Yy respuestas de pregnenclona (centro) Y

testosterona (abajo) a la hCG en celulas de Leydig aisladas

con una lesion biosintetica cercana.

Grupos de 10 ratas Ffueron  tratadas con 10 Wg de hCE o
5 fueron separadas en

Lo de colesterol v la

vehiculo por 48 hs. Las celulas alsla
2 AFfracoiones: una para la determinac

{7 ar A la produccion in vitro de pregnenolona v
wherona. Cada valor repressnta la media + DE de
LACUDACL ONnes por triplicado. L.os resultados HON

sentativos de 2 experimentos. MIM membrana interna de
mi tocondria.
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sibilizadas) aduly!

control ] pretratadas con hCE (de
26140 —colesterol v concentraciones wvariables de NADPH,
determinando la cantidad de acido (14C)~isocaproico formado.
De los graficos de Linswsaver—Burk se obtuvieron los valores
de Mmooy Vmax, los gue fueron comparados con los obtenidos en
un sistema reconstituido conteniendo mitocondrias de celulas
e Leydig {polvo  de  acetonal y  enzima obtenida de la

glandula suprarrenal. Como  se puestra e la Tabla V, la

oy

20,23 desmolasa de  la suprarrenal tisne wuna alta aftinidad

por  NADRFH con wun Em  aparente de 0,017 @M. La adicion de

mitocondrias o celula de leydig control aumsnto sl Km oa
O.3111 0 mM. Pero cuando la preparacion mitocondrial agregada
fue de las celulas tratadas con REG @] Em llego a 0.3%74 oM.
Sin  embargo, los valores de VYmax entre los tres grupos fue
similar, indicando la natuwraleza compebtitiva de  la
irhibicion. Estos resultados indican que la mitocondria de
la celula de Leydig contiene una sustancia inhibidora capas

de  aumentar los reguerimientos de NADFH (Em) de la enzim

fit

20,22 desmolasa, vy gue aumenta o se activa por acocion de la

hCE (209,314 .



- 134 -

Tabla V. Valores de Km v Vmax de la enzima 20,22 desmolasa
con cantidades variables de NADPH.

Em (mM) Vmax (%)

Mitorondria intacta
Control O, 105 1.11

Tratadas con ROH 0,182 1.17

Sistema reconstituido
Enz Adr QL0117 0, 4030
Enz fAde + Mit., Gl control  G.iil . 417
Ernz Adr + Mit. CL hiB O B0 0L 408

Enz _Adr = Extracto encimatico de mitocondrias de glandula

adrenal de ratas controly Mit., CL = Extracto enzimatico de
mitocondrias de celulas de Leydig de ratas control o
tratadas oon hCE. (%3 = LLos valores estan sxpresados como
nmol de preghnenolonasio omin/mg proteina para smitocondrias

intactas o nmol  de acido (140 -isocaproice/10 min para el

sistena reconsti tul do.



La sintesis acido isocaproico por mitocondrias de calulas
control fus ligeramente mayor gue la de celulas tratadas con
HCE en incubaciones con altas concentracion de NMADFH (2.4 mMy
(Fig. LS abhajod . For el contrario, hbubo una mavor
diferencia en la cantidad de acido isocaproico formado en
Dresencl a cle baljia concentracion  de  MNADPH (100 My,
sugiriendn gque la actividad enzimatica fue marcadamente
reducida en sl grupo  tratado con hOB (Fig. 22, arriba).
Subsacusntes satudioss &1 mitocondrias incubadas con

concentracionss orecientes de NADP+ o NaDFH (0, 050037 mi)
mastraron  una  reduccion significativa en la capacidad de
peoduoi e pregnenol ona dee las mitocondrias de celulas
tratadas con hCE Fig. 3%, Este sxperimento indico gus =1
MADFH  generado por reduccion ligada a isocitrato del NADPS

- e

{(Figa E2E, arribal fue tan etectivo como el NADFH agregado
(Fig. 2E, abaiod, vy en consecusneia el MADPH Fus utilizado

sn edperimentos posteriores como  fuente de sguivalente

reductores.

VII.3—Efecto de hCG sobre la produccion de pregnenolona
por la mitocondria

Como va hemos visto, la administracion de dosis de RU6 de
1 & 2.9 ug a ratas adultas causa una estimulacion en la

produccion de pregnenolons de las celulas de Leydig
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F IGURA 32, Caonversion de (14C) —«colesterol a acido
(14C)—isocaproico en mitocondrias de celulas de Leydig
control v de ratas tratadas con 1o ug de hCG.

El colesterol marcado (100 W) fue agregado en acetona & uns
concentracion de 12 wl/1.2 ml de volumen de incubacion.
Deespuass  de  una preincubscion  de 18 min en presencia del
colesterol marcado, la reaccion se inicio por el agregado de
NADFH e bada (100 uM) o alta (2.4 mM) concentracion. Una
alicunta de 0.2 ml de la solucion de reaccion se exirajo a
los tiempos de incubacion seleccionados vy se transfivio a
tubos conteniendo 1.8 ml de 1 omM HgCl2-30 oM buffer glicina
pH e En Fl @ agido isocaproico marcado s 0 separo por
cromatografia en columna de alwnina.



o—-o0 Control
o—o hCG

0.0 ' ‘ \ v

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1.0
NADP*-mM

PREGNENOLONA
{(nmol/10 min . mg)

0.0 ! 1 1 L P
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 24

NADPH-mM

FIGURA 3I3. Cambiaos en la dosis de equivalentes reductores
requeridos para dar la mitad de la actividad maxima de la
20,22 desmolasa.

lLas mitocondrias de la celula de Leydig fusron ailsladas de
ratas conbtral vy de ratas  tratadas con 10 wg de hCG 48 h
La produccion de pregrnenolona fue dndciada por el
agregado  de diferentes conce wiones de NADR 2 mi
isocitrato (A o diferent concentraciones de NADEH (EH).
Cada punto es la media de incubaciones por duplicedo.

+mas

v 4



alsladas, tanto & condiciones basales como con 1a
incubacion de KOE en el medio (Fig. 34). Sin anbargo, la
administracion de dosis mavores (10 ug de hCE) ocasiona uns
marcada  reduccion en la capacidad ssteroidogenica de la
celula  intacta, con perdida de los receptores de LH (Fig.
24y, Cuando las mitocondrias de las celulas de Levdig fueron
alsladas para la evaluscion de la produccion de pregnenclona

s de RCE induio un

{(Fig. 35 =g vioc gue la menor  do
incremsnto en la produccion de pregnenolona en presencia de
2.4 wmM de MADFH mas £ mM isocitrato, mientras gque no fusron
observados cambios con 2.5 ug hCE, Tratamiento con 10 ug de
RCE  resulto  en una marcada digsminucion de la produccion de
pragnennlona evaluada con el agregsdo de 100 uM MADFH (Fig.
A5 parneles supsrior v centrall) v no con 2.4 oM NADFH (Fig.
) E J ,

35, panel inferiorl.,

VII.4—Efecto de la sonicacion v el calar
Fara profundizar nuestras primeras evidencias sobre la

a actividad 20422 desmolasa por hCE8 y excluir

-

reduccion o
efectos ol diferentes perneabl lidades cdeal  NADFH  an
mitocondria controles vy desensibilirzadas, examinamocs un

sigtena reconstituwido con mitocondrias de la zona faciculata
adrenal precipitadas con acetona com fuente de la enzima. En

incubacionss gue utilizaron mitocondria sonicadas v tratadas
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FIGURA 3I5. Produccion de pregnenolona por mitocondrias de

celulas de Leydig control y tratadas con hCG.
Los  tratamientos fueron como se indican en la leyvenda de la

Fig. T La produccion deg pregnenolona se iniclo por @1l
agregacdo de 100 uM de NADFH en ausencia (arribal o presencia
(centrol de T mM isocitrato, o 2.4 @M MADFH mas 2 ombl

isocitrato {abaiol. Los resultados son la media + ES de
incubaciones por triplicada.
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por  calor  la produccion  de pregnenolona fue reducida, no
phservandoss diferencias Erntre las control Y las

desensibilizadas {(Fig. g E e SO La adicion de polvo

oy

as  mitocondrias

acetonico tle mitocondria adranal a
sonicadas  de ocelulas de lLeyvdig devolvio las diferencias
observadas anteriorments sntre o= grupos control v
desensibilizados {(Fig. 36, 0). El agregado de enzima adrenal
a mitocondrias de celulas de Levdig ftratadss con calor
aumsnto  significativamente la produccion de pregnenclona vy
lag diferegncias vistas en el grupo L no se observaron gn el
grupo B Estos resultados sugisren gue la diferencia en la

P ey

actividad de la Z0,22 desmol:

a en la mitocondria intacta no

smbaba relacionada con diferente pesrmeabilidad al NADPH sino

mas  bien a un factor inhibidor inducido por el tratamiento

oo hiti.

VIi1.4-Tiempo y dosis de hCGE en la induccion del inhibidor

Los sxperisentos anteriores han sugerido gue la sustancia
mitocondrial @ podria alterar la actividaed de la desmolasa
mitocondrial. En presencia de baja concentracion de NADFH
{10y ub) la produccion de pregnenolona disminuyo a las 15,
48 v 72 h  despues de  la hCE (Fig. 37, panel superiorl,
seguido a un incremento en la actividad de alrededor del 2041

sobre los valorss control a las 2 v & hs. En contraste, con
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FIGURA 36. Efecto de la sonilcaclion o calentamiento de las
mitocondrias de las celulas de Leydig sobre la actividad de
la enzima adrenal.

La somicacion se realizo a Qol for 19 seg. Las mitocondrias
sonicadas  fueraon calentadas & 10000 por 39 wmin. La cantidad
e probteina mitocondrial fue de 0.5 mg v la del polvo de
acetorna de la adrenal fue de G.2 mg de protetlnsa, como fuente

de  la enzioa 20,278 desmolasa. La produccion de pregnenolons
fue  inciada  por el agrsgado de 20 uM NADFH. Los resul tados
son la media + incubsciones por triplicado. A mitocondrias
intactas de celulas de Levdig; E: mitocondrias sonicadas o
celulas de Leydig:; Cr B mas enzima de mitocondria adrenal
D: B omas calor; B D mas 1a enzima de mitocondria adrenal
Fi enzima adrenal precipitada con acsbtona.
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FIGURA 7. Induccion tiempo-dependiente del inhibidor
mitocondrial por tratamiento con hCG in vivo.

Las  mitocondrias de celulas de Levdig fusron preparadas de
ratag control y de ratas tratadas por diferentes tiempos con
10 ug de hCE. La produccion de pregnenoclona fue iniciada por
el Qv e de 100 uM (arriba) o 2.4 oM NADPH (abaior. Los
resultados son la media + ES de incubacionss triplicadas.
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2.4 mM NADPH, la  produccion de pregnenclona no se reduio

sntre  las 1572 hs (Fig. 37, panel infericor). Por el obro

tado, la mitocondria sonicada mostro une producaion reducida
e pregnenolona a  todos los  tiempos (Fig. 38, panel
guperior) . Sin embargo, la adicion de mitocondrie de celula
e Leydig sonicada a la snzima adrenal volvio a mostrar la
digminuecion  tilesmpo-dependiente shnoontrada antes (Fig. 38,
pansel inferiord. Ademas, cuando la actividad inhibitoria de
ta sustancia mitocondrial fue estimada a partiv de la
capacidad de producic preghnenolona usando enzima adrenal mas
mitocondria sonicada de celula de Levdig, wun progresivo
incremento de la actividad inhibidora fus observado con hCE
ern U range de O a 9 oug. alcanzando un plateau a este nivel

(Fig. 39).

VII.5Curvas de dosis—respuesta con el inhibidor.

Fara excluir la posibilidad de ogue los cambios en la
actividad enrimatica estuvieran relacionados con lipidos o
esteronides sndogenos, las mitocondrias de las celulas de
Levidig fusron lavadas con acetonas fria. El polvo de acetona

ge estas mitocondrias fue  incubado por 10 min con el

il

preparado  adremnal como fuentse de la  enzima (200 ug de

protaina) an  presencia de 40 ulf de NADPH, usando 100 uM de

colestercl como sustrato. Lla formacion de pregnenclona fue
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FIGURA 38. Induccion tiempo-dependiente del inhibidor
mitocondrial por tratamiento con hCG in vivo. .

Las mitocondrias de celulas de Lydig fueron preparadas de
ratas conterol y de ratas tratadas por diterentes Lismpos con
10 ug de hCG. Arriba:z: wmitocondrias sonicadeas de celulas de

Levdig. Abajo: mitocondrias sonicadas mas la enzima adeenal.
l.os resul tados S0 la media + ES de incubsciones

triplicadas.
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FIGURA 3. Induccian dosis—dependiente del inhibidor
mitocondrial por tratamiento con hCG in vivo.

Mitoocondrias sonicadas de  celulas de Leydig (0.5 mgr v la
enzima  mitocondrial de adrenal (0.2 mg) fueron incubadas en
prasencia de 40 uM MADPFH. La induccion del inhibidor fus
gxprasada como @l porcentaie de inhibicion de la producoion
de preghnenclona vs el control. Los resultados son la media +
ES de incubaciones briplicadas.



valorada por RIA.  Como se musstra en la Fig. 40, ia
actividad enzimatice adrenal {fue progresivamente inhibida
por  cantidades corecientes de mitocondrias de celulas de
Leydig corntrol v tratadas con hCG. La DI-52 fue de 300 ug
para las mitocondrias controles vy de 280 uwug para las

ol

tratadas con hCG.

VIil.&—-Actividad inhibidora en citosol.
Falvos de acetona de citosol de celulas de Levdig control

desensibilizadas  incubados con la enzima  adrenal e

1
£

mostraron actividad dinhibidora, indicando gue la sustancia

inhidbidora es de natwaleza mitocondrial.

VII.7-Etecto del 20 a—-hidroxicolesterol sobre la
esteroidogenesis.

Celulas de Leydig contrel vy desensibilizadas fusron
incubadas en presshcia o no de una maxima dosis de hCE in
vitro, Con @l agregado  de 20 a-hidroxicelesterol o
progesterona como sustratos. Como ss musstra =2n la Fig., 41,
panel derecho, la adicion de 20 a-hidroviceolesterol revirtio
completamente la lesion bhiosintetice ocasionada por hOG. E1
incremento en la& produccion de pregnenolona observado podria
estar relacionado con el bajo consumo de NADPH por parte del

20 a-hidroxicolesteral (215), asi como tambien & un mayor
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FIGURA 40. Dosis—dependencia de la inhibicion de 1la
actividad 20,22 desmolasa de mitocondria adrenal por accion
del polvo de acetona de mitocondrias de celulas de Leydig
control o de animales tratados con hCG.

Las  distintas cantidades de proteina mitocondrial de las
celulas de Leydig, 0.2 mg de del prepsrado adrenal v 40 uM
tle o 2 slubilizado en 10 wg  Tween B3 fueron
incubados en presencia de 40 ulM de NADFH por 10 minutos. Los
resul tados son la media + ES de incubaciones por triplicado.
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cerntror v de pregrenolona (derecha) por celulas de Leydig de
ratas  gue fueron  tratedas 48 h antes con 10 ug de hOE sc.
Las incubaciones Jusron llevadas a cabo en presencia de 20
a-hidrorxicolesterol (5 uM) o progesteraona (5 uM). Los
resuwltados son la media + ES de incubaciones por triplicado.



accesibilidad de este esteroide al sistema de clivage de la
adena lateral cleal colesterol. La determinacion de
testosterona =0 incubaciones paralelo in ausncia  de
inhibidores del setabolismo de pregnenolona demostraron gus
ni el 20 a-hidrosicolesterol Fig. 41, dzguisrda) ni la
progesterana (Fig. 41, wcentro) revirtieron la lesion

leijana dependiente de estradieol, donde los

niveles de testosterona estaban marcadamente reducidos.

VIii.8CLaracterizacion parcial del inhibidor.

a) Solubilidad. La sustancia inhibidora pno pudo ser
golubilizada en  ausencia de detergentes. En presencia da
Emulgen 911 o ocolato sodico al | %4, aprodimadamente sl &0%
dis la actividad inhibidora fue recupsrada en la fracoion
soluble.

b} Tamado molecular. El tftamafo molecular fue estimado
baio condiciones no desnatwalizantes wsando conos  de
membrana  Centriflo de tipo CFZEE v COFB0A, los cuales separan

tamanos moleculares mavores de S0000, entre 28000 v S0000, vy
menoraes de 20000, La actividad inhibidora, medida en nmol de
pragrenclona producida/sl0 mindmg proteina en el ensave de
reconstitucion, fus observads en la AFraccion de tamafo

malecul ar supsrior a S0000,

c} Radio de Stokes. Fracocionamiemto en Sephacrvl B-200
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del polvo de acetons mitocondrial solubilizado ocon
daetergente resulto en un unico pico de actividad gus eluyo
con un Kav de 0.1&68 (Fig. 42}, correspondiente a un radio de
Stokes aproximado de 4.8 nm (peso molecular aparente de
200000 (Fig. 43).

el Isoelectroenfoque. las Ffracciones con actividad

inhibidora eluidas de la Ffiltracion en Sephacrvyl 8-
revelaron un unico pico con un punto isoelectrico de
S.054+0.23  (n=8) {(Fig. 44X, La Fig. 43 muastra uma curva
dosis-respuesta de la inhibicion de la enzima adresnal por
una praparacion de la sustancia inhibidora mitoondrial de la
celula de Lyadig obtenida por iscelectroenfogue. La

actividad inhibidora Jfug lineal en un rango de proteina

desde 2 a 20 ug.

VI1.?-Posible sitioc de accion del inhibidor

Un preparado mitocondrial e celulas de  lLeydig
desensibillizadas parcialmente purificado por filtracion en
Sephacryl 8-300 fuse ubtilizado como fuente del inhibidor. El
sgnsayo  tue inlciado por agregado de la enzima adrenal y
NADFH  preincubado con v sin la sustancia inhibidora por §
minutos., Er el sistema reconstituideo, la formacion de acido
(140 ~isoraproico fue marcadamente reducida en presencia del

tactor mitocondrial (Fig. 4é4 B). Sin embargo, no hubo
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FIGURA 44. Isoelectroenfogque del factor inhibidor.

lLa Ffraccion puwificada por colunna de Sephacryl 5200 fue
sometida a isoelectroentogus. La actividad inhibidora +ue
gvaluada  en musstras de 0.1 ml. La sustancie inhibidora
mestro Lensr uan punto isoelectrico de 5.05+0.2% (n=8).
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FIGURA 45. Curva dosis—respuesta de la actividad inhibidora.
La sustancia inhibidora purifticada por filtracion sn gel e
isnelectroenfoque  fue  dncubada en un sistema reconstituido
usarido mitocondria adrenal como fuente de la enzima.
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MITOCONDRIA SISTEMA
INTACTA RECONSTITUIDG

0.25

0.5

03 0.15

0.2+ 0.10

Pregnenoclona (nmol)
Acido (¥ CyIsceaproico (nmol/10 min)

.

DN\

- control

7] Sin preincubacion de NADPH con la sustancia inhibidora
By Con preincubacion de NADPH con la sustancia inhibidora

FIGURA 44, Fosible sitio de accion de la sustancia
inhibidora mitocondrial.
Mitocondrias intactas {éd o uwn sistema reconstituwido

compuessto mitocondrias sonicadas de celulas de Leydig vy
gnzima adrenal (B fusron empleados para medicr pregnenolona
y o acido (140) i sooaprolco. NADFH (00 uM concentracion
finall fue incubado en G.675 ml de tris buffer con o sin la
sustancia inhibidora (00 wg) por 35 min a 534 ol. La reaccion
fue iniciada por la adicion del  NADPH preincubado a la
concentracion +tinal de 100 uM. Los resultados son la media +
ES de incubaciones btriplicadas.
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diferencias signiticativas en la actividad enzimatica hava
habido o no preincubacion con 21 inhibidor, indicando gus el
NADFH 11 f e i o idado i degradado durante  la
preincubacion. En la incubacion de mitocondrias intactas, en
las cuales la sustancia inhibidora probablemente no llega al
sitig de accion de la enzsima 20,372 desmolasa guizas por sy
gran  tamaio molecuwlar, la produccion de pregnenclona no fue
aignitficativamante atectada o la adicion de NADFH

preincubade con o osin el inhibidors (Fige. 46 By, Estas

abservaclones sugieren gus este factor no oxidaria o
inmovilizaria &l NMADPH agregado. La evidencia de la falta ds
interaccion  entre 8l MADPH v el factor inhibidor fue
aportada por sxperimentos sn los gue la sustancia inhibidora
fus somstida a cramatogratia an en 27,3 AabF-Sepharosa—4B. La
actividad inhibidora fue eluida en la fracocion no adsoervida,
indicando gue el inhibidor no interacciona directments con
el NADFH (Fig. 47).

Eetos resultados sugieren gque la sustancia mitocondrial
inhibidora probablemente actuaria aftectandeo la interaccion
dee lomes  componentas  del sistema de clivage de la cadena
lateral del colesterol ocon la consecusnte reduccion deal

transporte electronico al citocromo P-450,
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FIGURA 47. Cromatografia de afinidad de 1la sustancia
inhibidora en 2°',3° —-ADF Sepharosa 48.

El polvo de acetona de mitocondria de celulas de Leydig fue
evtraido con Tris buffer conteniendo 0.Z2Z%4 Emulgen 911, v 1la
fraccion  soluble (5.2 mg de proteina) fue aplicada a una
columsna de 2,5 -Sepharosa 48 (0.5 g) eguilibrada con Tris
bhuffer 0.2%  Enulgen, a  columna  fue lavada con 2l mismo
buffer v la Ffraccion adsorvida fue eluida con 0.5 M MaCl.
Las fracciones adsorvidas fueron filtradas en conos CF25 vy
resuspendios  en Tris buffer 0.2% Emulgen. Cada fraccion fue
ensayada A a 1 a actividad inhibidora Y para la
determinacion de proteina.
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VIII. El1 Ffenomeno de desensibilizacion testicular en el
Hombre.

VIiI-A. En pacientes con feminizacion testicular.

f

Uno de los primeros pasos de la accion androgenica 28
la dnteraccion de la testosterona o dihidrotestosterona (su
metabolito Mas activad con los receptores nuoleares
presentes n los teiides blanco (2173, Posteriormente, el
complejo hormona-receptor se une en sitios sspecificos de la
cromatina denominados aceptores, donde inducen la activacion
de las RENA polimsrasas, v desencadenan la cascads de eventos
qQues ilevan & la =sintesis proteica responsable de la
aparicion  del efecto biclogicog. L& ausencia congenita de
setos receptores implide gue la acoion androgenica se lleve &
cabo conduciaendn al  sindrome de insensibilidad a los
androgenns o tambien 1llamado feminizacion testicular (2187,
Estos individuos son geneticaments hombres, paro la aussncia
cle receptores androgeani cog los hace fenotipica
mernte mulsres con desarrollo glandular mamario, genitales
pxbernos  femeninos 2 intantiles, vagina corta tersminada en
fondo  de saco vy ausencia de pelo axilar v pubico. Foseen
testiculos localizadeos en abwddomen o regiones inguinales vy no
tisnan witero v anexos. Lo gue resulta interesante desde a1
punto de vista endocrinologico es gus a pesar de presentar
miveles elevados de LH, los niveles de testosterona de sstos

individuos se encuentran por debalio o dentro del randgo
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N mal del hombre (21%) . Ern consecusncia, == posible
aspecillar  gue los testiculos de estos pacientes esten
desensibilizados por la slevada concentracion gonadotrofica.
Con el objeto de investigar esta posibilidad, celulas de
Leydig aisladas de dos pacientes con femenizacion testicul ar

s inocubaron ooy sin hCG en el medio para provocar la

{3

naxima  respuesta, Como control  se wtilizaron celulas de
Levdig de festiculos de wun paciente operado por adenoma
prostatico. Como se muestra en la Tabla VI, la resouesta de
testosterona fue significativamente menor en los testiculos

con inssnsibilidad a los androgenos.

Tabla V¥I. Produccion de testosterona in vitro por
celulas de Leydig humanas (ng/millon de celulas/3

hsh.

Basal Fost—estimulacion
Hombires Normales 20 + 5 48 + 15
Hombres con SIA 22 + & 25 v &

Las wcelulas de Leyvdig aisladas Fusron incubadas

durante 2 hg en incubador metabolico sin (basall vy

can {(post-sstimalacion? el agregado de 100 ng hCG/ml

de medio de incubacion. 5I8 = Sindrome de insensibi-

lidad a los androgenos. Los  festiculos noromales

fusron obtenidoeos de pacientes opesrados por carcinoma

de prostata. La respussta de las celulas de Levdig

de pacientes con 514 no fuese estadisticamente signifi-
cativa (p G605, Los resultados son la media + DS de

incubaciones triplicadas.
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VIII-B. En pacientes con infertilidad asintomatica.
Es  sabideo gue tanto la LH como la FBH son necesarias
Dara ta  espermatogenesis (280, Binn embargo, ha sido
aceptado gue ! efecto de la LH ssta mediado por la
testostearona de La celula Levdig. En consscusnoi a,
testosterona v FEH son las hormopas gue actuan directamente
gsobra el epitelio del tubulo seminitero. En la pubertad, la
iniciacion cle 1a esparmatogenssis  reguiere tanto  de
testosterona como  de FSH. Una ver gue 21 epitelio germinal
ce ha establecido, la testosterona sola es capaz de mantener
la produccion sspermaticae (221, La accion  androgenica
parece ser necesaria para la formacion de espermatogonias vy
[ i & la segunda cdivision maiotica gue produce las

gaspermatides (2207,

Dado gue la infertilidad asintomatica de causa no
inmunologica o infecriosa observada en hombres con nivsles
normales de LW, FBH, testosterona, sstradiol v prolactina,

@s e@n gensral debida a alteracionss de la espermatogenasis

tales como la oligo-astenospermia (288, nos propusimos
pvaluar la capacidad androgenica del testiculo sometido a

una sstimul acion aguda con gonadotrofina in vivo.

VIII-B. 1-Respuesta testicular a la hiCG.
Ha sideo demostrado gue ] testiculo humano responde a

la administracion intramuscul ar de hDE con wna sSecracion



- 162 -

oy g o

bBitfasica de testosterona (233 . 5in embargo, una ssgunda

B 24 he mas  tarde produce una respussta

—

inyvecocion  de R

monotasica, en la gue s ha perdido el primer incremento
(224) . Es decir, la celula de Leydig ha sido desensibilizada

por la primeras dosis de hDE v se hace incapaz de responder a

la  segunda.  MNusstra hipotssis fue que los pacientes con
aoligo-astenospermia idiopatica tendrian wuna deticisente
bhiodigponibilidad intratesticul ar e testosterona  por

disminucion de la relacion testosteronazestradiol mas gue
por wna  digminucion del nivel absopluto de la misma, va gus
1 os pacientes presentaban rivel as normales  de  sste
arndrogeno.

Con e objeto de investigar la posible presencia del

etecto  modulador negeativo del estradicol sobre sl testiculo

cle gatos pacientes, SE evaluo las raspusstas de
testosterona, esastradial v 17 hidroxiprogesterona a la

administracion de hiE, en 128 pacientes oligoastenospe

micos, tas que fueron comparadas & 2 las obtenidas en 10
hombres normales con fertilidad comprobada. Se eligico la 17
hidrogipraogesterona vy no pregnenclona, porgus a diferencia
de los rosdorss, donde la via metabolica preponderante es la

Er

de los ssteroides delta-5, en el hunmano la via principal es
la de los delta-4 (217).

Dado =1 amplio rango en las concentracionss circulantes

de los esteroides entre loas distintos individuos estudiados,
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v a lops efectos de permitir wuna comparacion de las
respusstas, los valores obtenidos luego de la inyeccion de
hCB fueron expresados para cada hombre como el porcentaje de
incremento con respecte al promedio de sus propios basales.

Las respusstas de testosterona v 17 hidroxiprogesterona a
la hCE sncontradas en el grupo  control  fusron de tipo
pifasico, con un primer incremento entre las 2y 4 hr, ¥y un
gsequnde vy mas prolongado aumento despues de las 24 hs (Fig.
48y . Frn cambio la respussta de estradiol ftus monofasicas,
haciendose maxima alrededor de las 24 hs post hCG.

Cuando  wna  segunda dosis de H000 Ul de hiE se invecta a
hombires normales %4 he despues de la primera, la 17
hidrosiprogesterona  responde  con un incremento de similar
magnitud  al  obssrvado con la primera dosis  {(solo gue
partiendo de wn  “basal® mas elevado), mientras gue la
testosterona no  esperimenta cambips significatives (Fig.

HE

4% . atos resultados  indican la existencia de un bloguen

parcial ern  la conversion de 17 hidrosxiprogesterona a
testosterona  inducido por la primera dosis de hUG v puesto
en  svidencia por la segunda.  En consgcusncia, nusstra
hipotesis {fue gue pacientes con btrastornos de la esperma-
togenesis no  debidos a alteraciones en  la secrecion de
gonadotrofinas ni a patologias de tipo histologico, tendrian
L& serecl On inapropiada de esterocides ssticul ares

producto de un estado de desensibilizacion, gue podria
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FIGURA 48. Niveles circulantes de testosterona, 17

hidroxiprogesterona (17 OH-F4) v

estradiol en hombres

normales luego de la inyeccion intramuscular de 5000 UI de
hCG&.
Er circulos negros se muestra la concentracion circulante de

la hCG inveo

marta.
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FIGURA 49. Niveles circulantes de testosterona, vy 17
hidroxiprogesterona (17 0OH-F4) en hombres normales luego de
una segunda inyeccion intramuscular de 3000 UI de hCGE 24 hs

despues de la primera.
La primgra inyeccion intramuscular de bCE se indica con una

flecha a las O hs, misntras gque la segunda se indica a las
24 hes.,
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ponerse de manifiesto mediante el estimuelo agudo con hG.

D esta forma, se le practico el test de hiE a 128
pacientes infertiles gue presentaban oligoastenospernicia
idiopatica como unice causa de infertilidad.. La respussta de
testostarana encontrada &0 25hos pacientes pesrmitio
clasificarlos en dos grupocs (Fig. 50): Grupo 1 (n=8%) con un
incremesnta inferior al 10 a las 4 hs (hipo-respuesta
tempranal, pero dentro del rango normal a las 24 hs, v brupo
2 (n=3E%) con una respussta similar a la del grupo control en
todos los tismpos.

L.a de sstradionl fue similar en ambos grupos v

dentro  del rango normal. Sin embargo, la respuessta de 17
hidrodiprogesterona fus similar a la normal en el Brupo 2,
paro de 3 tipos  en &l Grupo 1. En efecto, &l 304 de los
paclientss con hipo—respusstia de testosterona mostro a las 24
s post U una hiper-respussta de 17 hidrodiprogesterona
{(&56, 5340 2% de incrementodi otro 204 mostro una respuests
mormal (16é&. F+14,. 34, mientras gque el 40%  restante tuvo una
respussta significativamente disminuida (P7.8+3%9,.2%).

Mo se obtuvieron diferencias signifticativas en las concen—
tracionss basales de testosterona, estradicol, 17 hidrogi-
progesterona, LH v FSH ni entre los grupos de pacientes, il
corn &1 grupo control. Tampoco se observaron diferencias en

la dinamica de la respuesta de LH v FBH al estimulo agudo

can LHRHE (EES, 28670 .
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FIGURA 50. Respuesta de testosterona (panel izquierdo) y
estradiol (panel derechao) expresada como porcentaie de
incremento + ES con respecto a la media de sus propios
basales al estimulo con S000 UI de hCG.

Circulos cerrados: Faclentes oligo-astenospermicos con hipo-
respuesta temprana  de testosterona  (Gruapo 1), Circul os
abyi er b Facvientes oligo-astasnospermicos con reaspuesta de
t sterona normal (GBrapo 29 . Bl aresa sombreade representa
los limites de la media + DS de los resultados obtenidos en
10 homtires normales.
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VIII-B.2~Efecto de la aminoglutetimida (AGT!.
El tratamiento con el inhibidor de la sintesis

gatrogenica  en 30 pacientes del Grupo 1y en 10 del Grupo =

induio L& %1 ificativa disminucion een los nivelss

,__;
2
=
=i

circulantes de estradiol en ambos grupos de paclientes sin

variacion importants en los niveles basales de testosterons,

lo que provoco wn aumsnto  significatvo de  la relacion
testosteronarestradiol {Tabla VII). MdeEmas , induio wuna

raeduccion  en la respuesta de 17 hidroxiprogesterona en el
subgrupo de pacientes gue la tenian elevada, normalizandose

paralel amante la respuesta de testosterona (Fig. 31).

Tabla VII. Miveles circulantes de testosterona y estradiol antes y durante el
tratasiento con aminoglutetinmida,

Pacientes Testosterona Estradial Relacion
{ng/al} {pg/mi} T:E2

b o1 8w B M

rupo | LW0S ALL2 S99 B0 7B 16l

Brupo 2 4,4+1,0 5.241.5 62413 3245 Ti+i 162454

Facientes de los grupos 1 (n=30) v 2 (n=10) fusron tratados
con aminoglutetimida (AGT) mas hidrocortisona comp se indica
e Materiales v Metodos. Las muestras para la deteroinacion
de testosterona  (T) vy estradiol (EZ} tuesron tomadas antes
(B v a los 30 dias de iniciado el tratamiento. Los resul-
tados estan expresados como la media + DE de los valores
individuales., El aumento de la relacion T:ED fue estadistica-
mente significativeo (p £ 0,05,

Tambien se normalizo la respuesta de testosterona en los

pacientes con respuesta de 17 hidroxiprogesterona normal.
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FIGURA 5S1. Respuestas de testasterona y 17 hidroxiproges-—
terona a hCG antes (panel izquierdo) vy despues (panel
derecha) del tratamiento con S00 mg/dia de aminoglutetimida
(AGT) mas 20 mg/dia de hidrocortisona (HC) en 30 pacientes
del grupo 1.
Estos pacientes Ffusron divididos de scuerdo a la respussta
de 17 hidrodiprogesterona en hipo- {ocwadrados abiertos, n=
1%y, normo— (circulos cerrados, n = %) & hiper-respondientes
s sombread representan

(circulos abiertos, n o= 8. Las are

lag respusstas normales.



Sin embargo, ] tratamiento no modifico la hipo-respuessta de
17 hidroxiprogesterona, manteniendosse an estos pacientes
tambien la hipo-respussta de testosterona. Estos resultados
SLOL @ren gue los pacientes con hiper-respuesta de 17
hidroriprogesterona £ hipo-respusst de testosterona
smatarian atfectados por una lesion a la altura de las enzimas
microsomales 17 alfa-hidrodilasa v 17,20 desmolasa, la cual
@i dependiente de estradiol, v por gllo es revertida por la
AGET. Aguellos pacientes con hipo-respuesta de 17 hidrosxi-
progestarona v testosterona, tendrian un blogueso anterior a
la sintesis de 17 hidrodiprogesterona, no revertido con

antisstrogenos.,

VIII-B.3-Efecto sobre la espermatogenesis.

La calidad del semen se evaluo en 16 pacientes del
Grupo 1y en & del Grupo 2 @ antes vy & los 90 dias de
tratamiento con  AGBGT, l.a  concentracion total de esperma-
toroides, asi compo la de sspermatozeoides Brado IIT {activos)
aumento significativaments despuss del tratamiento con AGT
en @l 100%  de los pacientes del Grupo 1 (Fig. 82}, no
obhservandose cambios s2n 21 semnen de los pacientes del Grupo
2. Ademas, 9 de los 1& pacisntes del Grupo 1 (30%) lograron
SMDArAT 0.

Dadao que la calidad del semen meiore soelo en losg

pacientss con hipo-respuesta de testosterona, 28 posible
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FIGURA 92. Caracteristicas del semen eyaculadao de los

pacientes olig-astenospermicos de los Grupos 1 vy 2 antes y
despues del tratamiento con AGT.

tentes con hipo-respue e testosterona a la hCE (n=14)

vty
o

W respusste normnal  (n=6) fueron tratados por PO dias con
aini noglutetinida mas Midrocortlsona {(AGTAHC Y los
paramatros  seninales fuerorn  evaluados antes vy despuas dal

tratamiento. Los resulatdos son la media + DS,



concluir gue el htest simplificadn de hD (con sxiracocionss a
las 2, 4, 24 vy 48 hs post estimulo) es una herramienta
clinicae de suma utilidad pare la selecocion de los pacientes

a ser tratados con el inhibidor de estrogenos.

VIII-B.4-Estudino de 1la pulsatilidad de la secrecion
hipofisaria de LH.

Dado gue la pulsatilidad de la secrecion de LH es una
condicion necesaria para svitar la desensibilizacion de la
celula de lLeydig, nos propusimos svaluar las fluctuaciones
episodicas de la LH en ambos grupos de pacientes a los
gfectos de determinar  si la hipo-respuessta temprana de
testosterona a la hCGE guardaba relacion con el tipo de
seorecion hipofisaria. Las suesstras fusron obtenidas cada 135
minutos durante & hs a traves de an cateter sndovenoso

conectado a solucion Fisiclogica para mantensr la via

i

permeabhle. Se considero un pulso cuando la diferencia entr

(el

urn valeor de LM v su inmedisto anterior resulto mayvor gue
veces ol cosficiente de variacion del metodo. Se sstudiaron
10 pacientes del grupo 1 v & del Grupo 2. La Fig. 53 (panegl
SLpE 1o ) muiastra LAFT sismplo representativo de  los
resultados  encontrados. Como  pueds verse, @l pacientg oon
hipo-respuesta  temprana de  testosterons presento solo un
pules, mientras gue el paciente con respussta normal mosteo

3 opulsos. En los pansles inferiorss de la Fig. 093 se
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FIGURA 5. Pulsatilidad de LH en pacientes
oligoastenospermicos.
La frgura muestra 2 casos representativos en los que se vio
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g

presentaban una disminucion en la

de los puisos de LH (lzguierda vy
craclent iy respussta normal de

abaio? b abar wna secrecion

ibhad.



mugstran  las respuestas de testosterona encontradas en los
mismnos pacientes. Estos resultados sugisren gue la la
refractariedad parcial encontrads en los testiculos de los
pacientes del GBrupo 1 seria congsscuencia de una sgcrecion
tonica o cuasi-tonica de LH. Queds todavia por dilucidar si
la falta de pulsatilidad gonadotrofica es debida a una falla
Hipofisaria o consecuencia de wna secrecion tonica de la

LiHRH hipotal amios.

VIII-C. Respuesta testicular a la hCG en pacientes
infertiles con varicocels.

Ha sido reportado gue la presencia de varicocels as
fracusnte en 21 20 % de los hoobres de la poblacion gensral
(Z227y, muchos de los cuales son infertiles. Sin embargo,
eriste controversia acerca de la relacion entre varicocels e

infertilidad. Hay evidencias de gue hombres con varicocsle

]

e § Or an =514 alidad aspermatica  lusgo de la  ocirugild
(228 ,229) . El mecanismo preciso por 2l gue 21 varicocele
causaria infertilidad es poco conoocido, aungue se postula
gue sxistiria por un lado, un aumento de la temperatura
testicular gue afectaria la funcionalidad del epitelioc
seminifero, vy por 81 otro, una acumulacion de desechos
celul aras como consscusncia de una disminucion en la
velocidad del Fluio sanguineo producto de un aumento en el

grosor de las venas. Muestro objstivo tue evaluar la



respussta testicular a la ROG como 1o hicimos con los
pacientes sin varicocele, con el objeto de relacionar la
presancia del varicocels con aparicion de fallas en la

seteroidogenssis. Se estudiaron 110 pacientes, los gue

presentaron los Ml S|mos =2 tipos de respuesta a la
testosterona encontrados anteriormente: o8 pacisntes

mostraron  una hipo-respussta temprana, misntras gue los 352
restantes mostraron dna respuesta normal . Estos resultados
demuestran gus la presencia del varicocele no produce una
respussta diferente de la gue se cbtiene en otros pacientes
infertiles sin varicocele. De la misma forma, la distribu-

cion de las anormalidades seninales fue similar esn ambos

grupos, como pusde verse s la Tabla VITIL.

Tabla VIII. Analisis seminal en hombres infertiles con
varicocele (media *+ DG).

BRUPD i BRUPE 2
Azops- Oligo-astenos- fistengs- #izpos-  Oligo-astemos-  Astenos-
pergicos pErEicos paraicos permicos peraicos peraicos
{n=2) {n=15} {n=30) in=2 {n=28} {n=22)
Hu. Espera.
{millones) P 12.4+1.5 T1.046.3 = 11.141.4 78.0410.9
Espern Brado == 2.4+1.5 11.741.4 -- %.941.5 B.Z2+1.5

[T (%)

VIII-D. Respuesta hipofisaria a la intfusion de LHRH en

pacientes con varicocele.
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A 18 pacientes del Grupo 1 vy a 18 del Grupo £ ss les
administro 100 wg de LHRH por infusion durante 4 hs,
determinando LH v F8SH cada 60 minutos. Los resultados

ohtenidos se musstran &n la Tabla IX (media + DB:

Tabla IX. Respuessta hipofisaria a la infusion de LHRH
en pacientes con varicocele.

Basgal infusion LHRH Basal Infusion LHRH
1h Zh 3h ih i1k 2h Ih 4 h
Grupo 1 10.941.6 15.841.9 16.442,1 20.1#3.2 25.8+4.8  12.3:1.5 17.134,0 17.7+4.0 21.3%6.1 23.3+5.8

Grupo 2 10.2¢1.1 23.543.0 30.045.1 33.544.4 47.0¢8.5  13.3:1.5 20.293.8 21.8+4.4 26,4254 26.8+6.3

Como  pueds verse, los niveles de LH durante la infusion
de LHRH fueron significetivamente mas elevados an 10s
pacientes del BGrupc 2, mientras gue los de FSH fueron
similaras. Fetas respuastas a la infusion de LHREH
sugieren gue la disminucion en la secrecicon de LH observada
en pacientes del Grupo 1 no parece deberse a la presencia
del varicocele, ya gque la del Grupo 2 fue normal. Esto
ultimo, sumado al hecho de gue la disminucion de 1a
respuesta  de testosterona a la hCE esta relacionada & un
aumanto en la relacion testosteronatestradiol, persite
papecul ar  gue tanto la alteracion de la funcion testicular,

como asi tambien la reserva hipfisaria de LH observadas en

los pacientes con hipo-respuesta de testosterona parecen

T
Il
o
]
ol

depender de la accion del estradiol v no de la presenci

varicooela.
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Regulacion de los receptores de LH.

Fs sabido gque un numero considerable de hormonas proteicas @S
capar de modular la sensibilidad de sus tejidos blanco regulando
precisamente  la cantidad de sus receptores de membrana. En el
testicula, la sxposicion a altas concentraciones de gonadotro-
finas endogenas o exogenas (LH o hB) produce una anto-regula-
cion negativa de los receptores de la celula de Leydig (1610,
gue  lleva a una desaparicion casi total de los mismos. Esta
disminucion =n 21 *nunero de receptores (down-regulation) esta
asoclado & LA respussta androgenica deticitaria comg
consecuencia  de inhibiciones enzimaticas gue ocurren a lo largo

de la cadena biosintetica (20

3, 8Bin embargo, tamnbien 2 posible
observar L fenomeno de  aunto-regulacion positiva de los
receptores {up— regulation), por el cusal la hormona trotica
induce un  incremesnte  temporario  del numero de sus receptores
gupaci fioos (2E1)y.  Por  lo menos dos mecanismos  diferentes
parecen estar involucrados en este procesco. La administracion de
dosis fisiologicas de hOB o LM incrementa los receptores entre |
y 2 dias mas tarde, mientras gue dosis mayvores (suprafisio-
logicas), 1o induce en  pocas horas (entre 1y 3 despues del
tratamiento horoaonal. Ei  incremento  lento descripio primero

podria ser el resultadeo de la accion trofica de la hormona, con
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2l consgocuents mantenimiento o estimulacion de los receptores,
mientras oaue 21 incremento rapido parece  ser causado  por
prposicion  de receptores ocultos presintetizados, yva gue sste
tenomens no es impedido con inhibidores de la sintesis proteica
(2331% .

La down-regulation de los receptores de LH de la celula de
Leydig, oocwres muoho mas tarde gue las lesiones enzimaticas
descriptas en  este trabaio, por lo gque puede ser considerada
como wnr feanomeno independiente. BEn efecto, la administracion de
aMe ciclico a celulas de Leydig desensibilizadas {con 1o cual se
sortea la interaccion Hormona-Receptor) no s capaz: de restable-
cer la essteroidogenesice normal (2307 . Be ha demostrado gue no es
nacesaria la  internalizacion de la hormona para gue se absarve
gl etecto biologico, yva gue este aparece siempre antes de gue la
hormona pebelre la celula. Hemos visto gue wvando la hormona
gonadotrofica  se pong en contacto con sy receptor membranal , e
produce primero una movilizaecion de los receptores ocupados para
formar acumulos o "clusters®, los gue ssguidamente son introdo-
cidos en @l ocitoplasma mediante uwn proceso de pinocitosis
denominade  "internalizacion mediada por receptor” (25,26). Este
fanomeno involuora la formacion de una especie de hovo recu—
bierto por una proteina denominada clatrina (coated pity, el
cual  oes inmediatamente transformado en una vesioula recubierta

{cpated vesicle) conteniendo el compleio hormona-receptor, la
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gus  posteriormente pilierde la clatrina transformandose en endo-
soma o receptosona. Finalmentse, =l receptosoma se dirige al
compleio de Golgi, donde la hormona es degradadsa por los liso-
somas, vy @l receptor es degradado o reciclado a la superticie
celular. Precisamente, la down-regulation de los receptores se
produciria  cuando la velocidad de reciclado es inferior a la de

internal Lzacion.

La desensibilizacion de la respuesta esterocidogenica.

Como vimos  anteriormentes, la exposicion de la celula de
Leydiog a concentraciones suprafisiclogicas de su hormona trofica
iLH o hCg), tlava a una perdida parcial v transitoria de la
gapacidad de producir androgenos frente a un nuevo estimulo. El
fratamisnto de ratas adultas (60 dias de edad) con dosis relati-
vamante bajeas de hOE (inferiorss a 1 ug) es capas de causar una

disminucion en la capacidad de producir testosterona, observan—

if

Ll

1

dose concomitantemsnte, una acumulacion de prreECuresoras
pregrenolona vy 17 hidroxi-pregnenclona. Esta alteracion en la
hiosintesis es debida & wuna inhibicion parcial de las enzimas
microsomales dependientes del sistema F-4503 17 alta hidroxilasa
v 17,20 desmolasa, v ha sido denomninada lesion lejana por su
ubicacion en @l camino esteroidogenico con respecto al coles-
terol. Dado gue ] tratamiento con antiestrogenos la previno, v

gus el tratamiento con estradiol la reproduio, se puede afirmar
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gue és una lesion mediada por estradiol (164,206).
Cuando  la dosis de hCE invectada supera los @ ug, se agrega
una  segunda lession snzimatica a nivel de la conversion de

sy 2

colestercl a pregnenolons (20,22 desmolasea) . gue por su ubica-—

m
=

cion £n camning  esteroidogenico ha sido denominada lesion
cercana, la gue ha mostrado ser no dependiente de estradiol
(217 -

i. La lesion enzimatica lejana. La inhibicion de la 17 alta
hidrodilasa vy la 17,20 desmolasa ocwre lusego de la sintesis de
wna proteina de PM 27000, producida como consecusnoia de una
activacion de la transcripcion genstica. En efecto, sl estradiocl
ea capar de inducir una estimulacion de las RNA polimerasas 1,
IT oy 111, la gue resulto ser de tipo bitasico. Dado los tiempos
en  gue esstos picos de actividad se producen, sg puede sugsrir
gue el componente mas temprano de esta respussta estaria invo-
Jucrado en la inhibicion de las enzimas microsomales, mientras
gque =1 tardio estaria relacionado con otros sventos celul ares
(206,210 . El aumsnto en la actividad de las RMA polimsrasas fus
debido a wna activacion de dichss 2nzimas v no a un aumsnto en
ia actividad templante de la cromatina. For otra parte, el hecho
gue la  inhibicion de las 2 enzimas microsomales ocuwrra simal-
tansamsnte refuesrza la idea de que ambas enzimas estan locali-
radas en una misma probteina (232).

Ha existido controversia sobre ] origen del estradiol



intratesticular, ya gus bay autores gus le han asignado a la
celula de Sertoli dicho papel (94-%4), mientras gue otros se 1o
adiudican a la celula de Leydig (98-1003. El presente trabajo
denuestra  concluventemente gue la actividad aromatasa de la
celula de Sertoli es importante en gl animal inmaduro, siendo ia
celula de Levdig la principal fuente de estrogenos del adulto.
ta activacion de la enzima aromatasa se hace evidente inmedia—

tamante despuss de la accion gonadotrofica, llevando a un
aumento de la concentracion de estradiol intracelular (211,212).
la demnostracion de la existengisa en la celula de Levdig d2
receptores de estradiol (168 permiten conformar la hipotesis de
avtboregulacion negativa gue ejisrce este esteroide en la biosin-
tegis testicul ar de androgenos.

Nusstras observacionss de gue la asctividad aromatasa en la
caelula de Levydig aumenta a medida gue 21 testiculo madura estan
de  acuerdo con obras previamsnte publicadas (2373), donde se
valoro  la produccion de estradiol por RIA en presencia de LH,
FGH v testosteronsa. Comparandn la actividad aromatasa entres las
celulas de Levdig v de Sertoli, observamnos gue el nivel basal de
aromnatasa  aumenta con la edad en las celulas de Levdig, pero
disminuve en las de Sertoli. Esto, sumado al hecho de gue el
rmumero de celulas de Leydig aumenta durante la maduwracion sexual
{201 sugierse gus s la celula de Levdig la principal fusnte de

estrogenos del adulto. Este concepto ha sido recientemente
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corroborado en el Hombre por tecnicas histoguimicas (234).

La importancia fisiologica de 1la redistribucion de la
actividad aromatasa entre ambos tipos celulares es todavia poco
clara, aungue puede cantribuir a explicar la diferente respussta
gue tiens la celula de Levdig inmadura con respecto a la macur a
frente  a la estimuwlacion con hOE. Se vio gue el tratamliento Con
RCE  tanto de  testiculos neonatal es (235 o celulas fotales &n
cultivo (163 no caudsa ni la desensibilizacion de la respussta
estercidogenica ni la perdida de los receptores de LH que se
ahservan @n el  adulto. Fets fonomena  pueds ser debido a la
prasencia simultanea de 1} alfafetoproteina, URa proteina Con
alta atinidad por sstradiol gue disminuiria la cantidad de
setradiol biodisponible, 2 1a relativa falta de receptores cle
sstradiol encontrada  &n fas ceiulas inmaduras, ¥ Ty la sscasa
actividad aromatasea descripta.

2. La lesion snzimatica cercana. La dieminucion en la bhiosin=

-

tesis de precursores de testosterona tales como la pragnenolona

v la 17 Midroxipregnenol ona abservada con altas dosis de hiE
hicieron peansar en o un principio en la posibilidad de una i smi nu-
cion de la concentracion de su D & C U ST inmediato: el coles—
terpl. Sin  embargo, el nivel de ocolesterol en la mambirana
interna de la mitocondria (el cual ss el metabelicamente dispo

niblesd estaba aumentado en celulas desensibilizadas, Ssugiriendo

1a existencia de un blogueo posterior, & nivel de la enzima de




rlivage de la cadena lateral del colesterol: la 20,22 deaenol asa

lasion, & diferencia de la anterior, no  fus
revertida por  los  antiestrogenos ni  fue reproducida por el
sstradiol, indicando la no dependencia de este @sbrogeno. Ya S8
habia demostrado gue ssta lesion no €ra revertiva por la adicion

de mevalonato rolesterol ligado a lipoproteinas (334 por 1o

™
HY

qgue =e habia propuesto  un sitic de inkibicion posterior a la
sintesis e colesterol. Jtros sstudios  habian mostrado
intibicion de la peteroidogenesis  mitocondri al  por diversos
factores tales como metabolitos esteroideos (237), fosfolipidos
(2EEY vy proetinas de balio peso molecular (238). 8in embargo, en
sote estudio hemos demostrado gue 1os metabolitos esteroideos no
sstan rslacionados a la lesion ensimatica cerdand. Gdenas, &1
factor  inhibidor mitocondrial  parece  Ser diferents de OULros
previamente reportados debido & 1a caracteristica competitiva de
1a inhibicion. En mitocondria adrenal, tanto la 20,22 gdasmal asa
como la 11 B hidroxilasa regul eren electrones del NADPH mediante
un sistema de Gransporbe comun (2403, v fue sugerido que esas

hidroxilaciones eran reguladas por reguerimiaento competitiveo de
NADEH  (241). Dado gue no  hay otro sistema de hidroxilacion
esteroidea  en 1a mitocondria ademas del sistema P-450 de la
20,24 desmolasa, la actividad inhibidora descripta en el
presente  estudio 6o estaria relacionada  con hidrodilacliones

asociadas con otro citooromno. Bl cltogromd o 2N la mitocondria
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adrenal puede ser reducido por 21 mismo sistema de transporte de
la 20, 2% deamnol asa {adrenodoing reduttasa-~adrenodoingl
(242,243, Sin embargo, la raduccion del citocromo de esta forma
no es consgiderado fisiologico debido a la diferente localizacion
del citocromo © v o2l sistema adrenododina reductasa-adreno-
doxvina.  Ademas, dado gue el factor inhibidor encontrado en la

ol

celula  de posee Wn peso molecular de  alrededor de

ot
]
in

200, GO0, parece poco probable que la inhibicion por
gxtractos de mitocondria de celulas de LLevdig sea debida al
Z1tooromns o.

For lo menos 2 procesos reguieren NADFH en la mitocondria: la
actividad transhidrogenasa para la fosforilacion oxidativa v el
sistena de clivage de la cadena lateral del colesterol (2951). La
fostorilacion oxidativa s sensible a agentes de desacopls tal
como  la rotenona, antimicinsg & vy cianwro. En experimentos no
mostrados  hemos visto gue la  adicion de 320 uM de rotenona o
antimicina A & mitocondrias intactas no cmabiaba el patron de
inhibicion obassrvado en la produccion de pregnenolona despuss de

la adoministracion de hCEB. Esto indico gue el factor inhibidor no

()

ggtaba relacionado con enzimas de la cadena respiratoria.
Estos estudios realizados con preparacioness de mitocondria de
celula e Levdig vy de adrenal, permitiesron demostrar la
e

existencia de uwn Ffactor inhibidor de la 20,22 desmolasa,

presente en las celulas controles pero aumentado en las celulas
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desensibilizadas (214, Dicha sustancia mostero sy una orobteina
coft una  radio de Stokes de 4.8 nmoy un punto lsolelectrico de
5,000 Baste inhibidor es una proteina de la membrana mitocondrial
interna  gque inhibiria competitivamente la sctividad de la 20,82

desnnl asa, contribuyendo & la avto-regulacion de la esterocido-

geneszis celular.

Integracion de las 2 lesiones biosinteticas.

“iga. 540 muestra un @sguamna gue  resuane, de acusrdo a

=~

i3
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nusstros resultados, el fenomeno de la desensibilizacion de la
gsteroldogenesis de la celula de Levdig. Luego de la interaccion
de la LH/WCE con su receptor especifico, se produce la activa-
cion de la adenilato ciclasa v sintesis de AMP ciclico, 21 cual
actuando  como  segundo mensajero de la  accion gonadotrofica
induce por lo menos 2 fenomenos: movilizacion de colesterol a la
membrana interna de la mitocondria, v fostorilacion de proteinas
papaciticas (probablemente snzimas de la esteroidogenesisy, lo
gue conduce a una activacion de la biosintesis de los esterocldes
testiculares (211, La pregnenolona formada en la mitocondria
gale &l citoplasma donds es mebtabolizada segun la especie, por
la wvia de los ssteroides delta 5 (como en los rosdores) forsando
pragnennlona, o por la de los delta 4 (como en el Hombred

La testosterona sintetizada es

formancdo progesterana

convertida en sstradiol por accion de la aromatasa a traveg de
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esteroidogenesis de la celula de Leydig inducido por las
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explicacion en el texto.

Ver
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un  proceso tambien mediado por AMP ciclico 211,212, sisndo
tamado pron sus  receptores  solubles v dirigido a sitios
sspeciticos de la cromatina denomirados aceptores nucleares. Una
vez alli se proaduce la activacion de 1la transaripcion de
informacion genetica codificadora de una proteina de FM 27000
(204 ,210) , la gue inhibiria las enzimas microsomales 17 alta
hidroxilasa Y 17,20 deamol asa, prodguciendose la  lesion
biosintetica lejana. For otra parte, la accion desencadenada por
la hCBE, dinduciria la activacion de una proteina mitocondrial
Capaz de inhibir especificaments la actividad de la SR gy

desmolasa (213,214), llevando a la aparicion  de la lesion

hiosintetica cercana.

La desensibilizacion testicular en =1 Hombre.

Es  probable gue 21 fenomeno de desensibilizacion celular sea
un mecanismo  de defensa de la maguinaria biosintetica de una
celula. La capacidad de una celula para regular la concentracion
de receptores para su hornona trofica ha sido dempstrada en nume—
rosos  tejidos  (247), Precisamente se utiliza a veces sate
tenomeno con  Finse terapenticos, como es el caso de la LHRH Y
sus agonistas, usados  como anticonceptivos masculinos por la
inkibicion gue inducen en la secrecion de LH v F8H debido a la

perdida de receptores de LHEH del gonadotropo (2487 . Tambien eos

frecuente observar este tipo de cambios en la sengibilidad de un
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organa  blanco durante sl uso de madi camentos, lo que permite a
vaces disminuir =] riesgo de una intoxicacion. Los rasul tados

encontrados en  log testiculoe de pacientes con feminizacion

testicul ar, tortalecerian hipotesis, va oque de no
producires  esste fenomeno la celula de Levdig suy probablemsnte
se agotaria poe gl prolongado estimilo gonadotrofico.
Frecisamente esto es 1o fue ocurre en individuos obesos por
sobreal imentacion en  los gue  da  elevacion constante de la
glucemia hace qgue tengan una hiperinsulinemia permanente, Cjrie
finalmante conduce a wn agotamiaento del pancreas instalandose
una diabetes. 8in embargo, de acuerdo a los resultados
sncontrados en los hombres infertiles, la desensibiliracton
testicular ocurriria aun con piveles de LH normales, aungue es
probable gue ello sea debido a una secrecion gonadotrofica mas
tonica fjLLe pulsatil. Ello se desprende de los estudios
realizados con pacientess con hipo-respuesta de testosterona a la
hCB en los gue s& vio una disminucion significativa en el numero
de pulsos de LM en un periodo de & hs. For el contrario, los
pacientes gue pressntaban respussta de  testosterona 1O mal 4
mostraron un numero de pulsos adecuado.

Es aceptado gue la testosterona actua en el tubulo seminifero

'l

estimulando junto con FBH  la division de los 2spermatoci tos
primarios, vy en 2] epididimo favorsciendo 1a adguisicion de ia

movilidad v la capacidad fecundante de los @sparnatozolides. El




primer  efecto epididimaric es la sintesis de una proteina
denomi nada  de  wsovilidad progresiva, v el segundo es la produc-—
cion de proteinas glicosiladas de deposito sobre la cabeza del
espermatozroide. Dichas proteinas activan los zitios de union del
espermatozoide a la zona pelucida ¥y a la membramna vitelina del
ovocito 249y, La testosterona oo transportada a los distintos
compartimientos intratubulares por una proteina denominada ARF
fandrogen binding protein) (2503, va qgue la existencia de 1a
barrera hemato-testicular impide la llegada de este androgano
PO sangres, En  consecusncia, la disminucion de la bicdisponi-—
bildad de la testosterona podria conducir a wuna division defici-
taria de los sspermatocitos (oligospermial), a urna maduracion
deticitaria del espermatozoide con fallas  on s motricidad
{astencspermial, o anbas {oligo-astenospermial.

Ha sido previamente demostrado (294) que wna dosis de 000 L]
de hEE  inysctada 24 g despues de una primera, no induce una
Nueva  estimdlacion en  la secrecion de t@etu%t@rmﬁa. La acumnu-—
lacion de 17 hidroxiprogesterona observada en estos ingividuos
rnos permite infericr gue se habia producido en 2llos una desensi -
bilizacion testicular & nivel de la 17 alfa hidroxilasa/17,20
desmolasa (lesion lejanar’,

U obistivo del presente trabajo fue evaluar el capacidad
esteroidogenica de los testiculos de honbres infertiles, gus

presentaran solo disminucion del numero o la movilidad de =L


despu.es

- 1’1?{_:3 o
gaspermatozoides (oligo-astenospermia)l Como unica  causa  de

intfertilidad, con el objeto de buscar la posible conexion entre

it
i

. alteracion de la espsroatogenesis vy la desensibiliracion
testicul ar.

La administracion de hOB a log pacientes oligo-astenospermi—
tos permitio  separarlos  en 2 grandes grupos: Grupo 1, con una

i~y

falta de respussta de testosterona sntre las 7 ¥y 4 hs despuess de

la inyecocion, pero con respuesta normal postarioraente, v GBrupo
2y con una respussta bifasica similar a la normal. La falta de
respuesta temprana  de testosterona encontrada en los pacientes
del Grupo 1 hizo suponer la existencia de alguna de las lesiones
biosinteticas vistas anteriormente. El analisis de las rEsnues -
tas de su precursor la 17 hidroriprogesterona, permitio clasifi-
car  los pacientes del Grupo 1 oen 3 subgrupos: oon respussta
auwmentada, normal o disminuida.

Con el obiesto de investigar la posible ingerencia del estra-
diol en estos procesos, los  individuos Fueron tratados con
aminoglutetimida (AGT). La ABT disminuye la secrecion de estro-
genas por accion a varios niveles. Los mecanismos mas afectados
son  la conversion periferica g intratesticular de delts 4
androstenodiona v  testosterona a astradiocl, v la conversion
intra-adrenal de colestersl en pregrenolona (251). Ademas, 1a
ABT  facilita la actividad 3 beta-ol deshidrogenasa-delta-4,5

igomerasa con blogueo de la 21 hidrosilasa (252). En



CONSEesUencl a s abserva una franca disminucion en la
concentracion  de  estradiol v wun ingremento de androgenos. Como

g posible que se produzca urna disminucion paralela de la

concentracion de glucocorticoides, es aconsejable administrar la

)

ABT  Juntamente con hidrocortisona para evitar los sintomas de
LAré insuficiencia suprarranal . Los pacientss +ueron
ra-exaninados ¥y sus espermogranas re-evaluados a los 90 dias de
tratamiento, HBolo los pacientes gue presentaban la respuesta de
17 hidroziprogesterona aumantada o normal o moestracron una
gignificativa mejoria de su calidad seminal, logrando embarazo

al 04 de los mismos. Asimismo, las respusstas de testosterona o

17 )

Bt

droxiprogesterona =1 normal i
zaron. Sin  embargo, ni los pacientes del Grupo 1 con hipo-
raspussta de 17 hidrodiprogesterona, ni los del Grupo 2, nostra-
ron cambios significativos en las respusstas estercidogenicas o
sEpermatogenicas  despues  del tratamiento con ABT. Estos resul -
tados sugieren gue los pacientes del Brupo 1 (hipo- respuesta
aguda  de testosterona) con hiper-reaspuesta de 17 hidroxiproges—
terona presentarian un estado similar al inducide por la desi-
ciencia en la actividad de la 17 alfa hidroxilasa/ 17,70 desmo-
1l asa flesion  lejana), mientras que los gue presentan una hipoe
respussta de 17 hidrodiprogesterona sufririan una inhibicion de
la 20,22 desmolasa {(lesion cercana)l. Dado gue todos sstos

pacientes presentaban niveles normales de testosterona, es



=R SRN =
posible gespecular  gue mas gue 2] nivel absoluto de este andro-
geno tendria importancia la relacion testosterona: estradiocl. ia
cual esta disminuida en este tipo de pacientes (253,354,

Los pacientes con varicocele mostraron un comportamiento
gsteroidogenico similar al de los pacientes sin esta patologia,
o oual permite deducir gus el varicocele pudiera tener gus var
mas con la falla espermatogenica gue con la esteroidogenica.

fusda  por  dilucidar todavia 1a&a causa de la oligo-astenos-
permia de los pacientes del Srupo 2 la gue podria estar debida a
alteracionsgs de obtros factorss paracrinos presentes en el
testiculo.  Be ha demostrado la existencia de un nunero de
factorss con actividad inhibidora de la fisiologia testicular
tales COHAG Gkt {hormona liberadora de gonadobtrofinas),
prostagl andinas, angiotensina, opi ol des (258,285,538 S
recientemente  TURE {(Factor liberador de corticotrofinay =21 cual
e sstisulade por la administracion de hCE (257, Se han
gncontradoe ademas receptores beta adrenergicos en las celulas de
Sertoli, observandose gue los agonistas beta adrenergicos son
capaces de  aumentar el contenido de AMF ciclico intracelular v
la  actividad proteina gquinasa sugiriends la posible regulacion
de la sspermatogenesis por  aminas (249 . Deficiencia en la
biodisponibilidad de la testosterona por  aunento de sus

proteinas transportadoras tanto en sangre (SHBG) como en tubulo

seminifaro (ABRF) no deberian ser descartadas. Bl conocimiento de
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dichos factores, asi coma el de  sus mecanismos  de acoion
permitira  encontrar los elemnsntos gue  aseguran &l exito del

tratamiento de la infertilidad del Hombre. La Fig. 38 musstra un

esquena de lo expussto anteriorments.
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- Las celulas de Leydig presentes en el intersticio testicular
tienen distintas caracteristicas fisicas (densidad y coeficiente
de sedimentacion? pero identicas caracteristicas mortologicas v
tuncional es.
~ La exposicion de la elula de Leydig a dosis farmacologicas de
hormona trofica (LM o hCB) induce la aparicion de 2 fenomenos:
1) Dheminucion del numero de receptores especificos (down-
regulationt.
2y Disminucion de la actividaed de las enzimas microsomales 17
alfa hidrokilasa v 17,20 desmolasa {(lesion biosintetica lejanal.

sy ey

Ey Disminucion de la actividad de la enzime mitocondrial 20,322

cdesnonlasa (lesion biosintetica cercanal

- El orden oronclogico de aparicion de estos tres eventos s

lesion lajana {antre 3 v & estimuio: , lesion csarcana

fentre 1B vy 24 he post estimulol, v down regulation de recep-

tores (despuss de las 24 hs post estimalol

- la leszion lejana  es inducida por  sstradicl, lusge de la

sintesis de wuna proteina de PM 27000,
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B S sstradiol intratesticular se produce principalmente an la
celula de Levdig por la aromatizacion de testosterons. Este

proceso es dependiente de L.

- La capacidad aromatizeante de la celula de Leydig auwmsnta con

la edad del individuo.

- La lesion cercana es indacida por una proteina mitocondrial
con wun PM de alrededor de 200000 v es independiante de sstra-

cdiocl.

~ En el Hombre, un sstado de desensibilizacion testicular pusde

ser  responsable  de alteraciones de la espermatogenssis, ¥y @e

pone de manifiesto mediante un sstinulo agudo con hCG:
13 una  hipo-respussta de restosterona a La RCE con hiper—

respussta de 17 hidrogiprogesterona pondria  en svidencia la

T
Hi

presencia de la lesion lejana QuUE provocaria una disminuwsion 8n

la relacion testosteronazestradiol conduciendo a la oligo-
astenospermia. EBEstos pacientes rasponderian favorablaemente al
tratamiento con antiestrogenos.

) una hipo-respussta de testosterona vy 17 hidrociprogesstarong

indicaria la presencia de la lesion cercand. Eaotos pacientes no

respondarian al tratamiento con antliastrogenos.
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- La oligo-astanospsrmia idiopatica de los hombres Con saterol -
dogenesis normal podria  ser debidsa, entre otros, a factores
paracrinons intratesticulares, O a una diaminucion en la biodis-

ponibildad de testosterona. BEstos pacientss no responderian al

Fratamiento con antiestrogenos.

- El1 test simplificado de hLE es una herramienta clinica wtil
para 1a placcion de los pacientes a ser rratados con los inhibi-

dores estrogenions.

~  Los pacisntes  con hipo-respussta de testosterona a la hUB
prasentaran una disminucion 8n la pulsatilidad de la ssgrecian

de LH.

-~ lLos pacisntes con varicorele presentaron un gomportamiento
ssteroldogenico £ Ana distribucion de  las alteracionas

popermatogeni cas similar a los pacientss sin esta patologia.
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FE _DE_ERRATAS

Pag. 34. La insulina debe excluirse del parentesis que
involucra a las hormonas hipofisarias.

Pag. 82. En 1la 3ra. linea debe leerse "las celulas fueron
inyectadas".

Pag. 116. En la Fig. 21 el eje de las ordenadas se refiere a
"pg de estradiol".

Pag. 124. Los triangulos llenos se refieren a testosterona y
los vacios a estradiol.

Pag. 175. Donde dice ‘'"respuesta a la testosterona' debe
leerse "respuesta de testosterona a la hCG".

Pag. 176. En la Tabla, la mitad izguierda corresponde a los

resultados de LH (mUI/ml) ¥ la derecha, a los de FSH
(mUOI/ml).




