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Uno de 10s a t r i b u t o s  mks impor tan tes  de 10s s e r e a  v i -  

c i6n ,  Cada una de l a s  p a r t e s  cornponentes de l a  rna te r ia  v i v a  

kcurnple una func i6n y el10 es c i e r t o  no ~ 6 1 0  en l o  r e f e r a n t e  

s e  c u a l  e s  l a  func ibn  de cada rnol&cula deterrninada y como se 

r a l ac i onan  e n t r e  e l l a s .  ~dern&b, 10s organismos v i vos  presen-, : 

l a  p a r a  c o n s t r u i r  y mentener s u s , p r o p i a s  y comple jas  e s t r u c w :  
FJlI 1 

I. . I 

t u r a s .  .'?, ... l. . 1 . .. L 
8J- > 

) 1 -  > .  - Pero l a  c a r a c t e r i s t i c a  m6s e x t r a o r d i n a r i a  de  l o s . s e p  -* - -  
. . 

r e e  v i vos  c o n s i s t e  en su cspac idad d e  gene ra r  una r & p l i c a . d e !  
I 

si m i w o s ,  r e p r o d u c i h d ~ a s  da generec ibn  en generac ihn  en f o r  - 
mas i d b n t i c a s  de  masa y e e t r u c t u r a ,  p rop iedad que puede h n s ~  - 

d e r a r s e  l a  q u i n t a e s e n c i s  de  l a  v ida ,  r i 



10s an imales ,  l a  r e p r a d k ~ i b n  qe r e r r l i r a  sexualmente mediante  ' . 
l a  unibn de c 6 l u l a s  e a p o e f a l i t a d a s  denominadas garnet as.  Todas 

l a s  p a r t e s  d e l  compl icado a i s t m a  reproductive de  ambos sexos,  

ee asoc ian  pa ra  asegu ra r  l a  e f i c i e n t e  uni6n d e l  6vul0,  produ- 

, c i d o  p o r  10s ova r i oe  da l a s  hembras, y d e l  espermatozo ide,  @ 

ngrado p d r  10s t e s t % c u l o s  drs l o 8  machos,para e l  d e a a r r o l l o  

s u b s i g u i e n t e  d e l  6vu la  f e s t % l l z a d o  y s u  t rans fo rmac i6n  en un 

nuevo ind iv iduo.  

E l  t e s t i c u l o  de 10s raamiferos c o n s i s t e  de  dos  compar- 

t i m i e n t o s  en yuxtaposic$bn; ma i n t e r n o ,  no vascu la r i zado ,  

que comprende 10s t h b u l o s  a m i n l f e r o e  que, 'en con jun to  con e l  . 

ep id id imo,  forma una uniderd f u n c i o n a l  p a r a  l a  producci611, me- 

durac i6n  y almacenade de esperna tozo ides ;  y un segundo ctmpa: 

t i m i e n t o ,  a l tamente  vascu l s r i zado ,  qua rodea  a 10s t[lbuls; sa 

min i f e ros  y que con t i ens ,  e n t r e  o t r o s  componentes del t e j i d o  

conee t i vo ,  las c b l u l a s  i n t a r s t i c i a l e s  de  Leydig en donda se 

s i n t e t i z a n  l a s  h o n o n a s  andsog6nicas. La F i gu ra  a mues t ra  un 

c o r t e  de t e a t i c u l o  en . p w L  B e  observan l a s  zonas mencio-na- 



F i ~ u r a  a. .~icroPotogra' f fa de un cor te  h i s t o l b ~ i c o  .de 
tes t t cu lo  humko en l a  cual  s e  obeervan 10s 
tGbulos eeminlferoe y l a8  ck lu las de Leydig. 
x 240. r 



~ s t 6  bien determinado que las funciones de ambos com- 

geguladels por l a s  gonadotrofinas hipofisa- 
i: 

r i a s  (158, 159) y a&em&s, s a t h  interrelacionadas, ya que 10s 

andrbgenos, que ee definen como l a s  hormonas que desarrol lan 

i y mantienen 10s 6rqanos sexuales accesorios v l a s  caracter ls-  - 

t i c a s  sexuales secundarias masculinas, t ienen 

espermatog6nesis (157, 357)  y madura- 

cibn de 10s espesmatozoidee (47, 122) .  

Esta definici6n de andrbgenos in~ f i ca  que en s u  ausen- 

c ia  antes de l a  pubertad, l a s  c a r a c t e r ~ s t i c a s  de l a  masculini 
! - 

dad no se desarrol lan, mientras que, si 10s m i  lll!'P'son elimi- 

nados durante l a  vida adulta, l a s  caracter fs t icas masculinas 

establecidas regresionan. I 

E l  hecho que las c6lulas de Leydig estuvieaen involu- 

cradas en l a  secreci6n de 10s andrbgenos tes t i cu la res ,  ha si- 

do l a  raz6n fund~mental d e l  in terbs de es tas  c6lulas. 

LA CELULA DE LEYDIG COMO FUENTE DE ANDROGENOS. EVIDENCIAS 

HISTORICAS 

Ya desde l a  antiguedad se conoce l a  importancia del  

tes t i cu lo  en l a  manifestacibn de l.as ceract .er is t icas sexuales 



secunda r i as  d e l  macho. Apsoximadamente 300 afios a n t e s  de  C r i s  - 
t o ,  ~ r i s t 6 t e l e s  d e s c r i b e  en forma conc i sa  l a  i n f l u e n c i a  de  l a  

c a s t r a c i 6 n  de las  aves  y su d i f e r e n t e  e f e c t o  segGn l a  edad 

d e l  animal.  ~ 6 s  a h ,  l l e g a  a r e l a c i o n a r  e s t o s  cambios con 10s 

observados en 10s hombree, c a s t r a d o s  en edad temprana. S i n  em- 

bargo,  t r a n s c u r r i r i a  mucho t iempo a n t e s  que se d i e r a  comienzo 

a 1  e s t u d i o  s i s temt i t i co  d e l  o r i g e n  y acc ibn  de  10s andrbgenos. 

Durante c a s i  dos  m i l  afios se supuso que l a  r egu lac i bn  - 

de l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  sexua l  m u l i n a s  e r a  ned iada  p o r  

n e r v i o s  que se ex tend Ian  desde e l  t e s t i c u l o  h a c i a  10s brganos 
I 

P ' 
, . eexua les  secundar ios .  ~ e c i e n  en 1849 Ber tho ld  (43) r e a l i z a  el:.! 

.-j "." 
que pa rece  ser e l  pr imer  expar imento en endocr ino log ia .  E l  ob S - 
s e r v a  que t e s t i c u l o s  t r anep lan tados  ec top icamente  en g a l l o s  

c a s t r a d o s ,  e ran  capaces de p r e v e n i r  l a  a t r o f i a  de  l a  cresGa 

de  e s t a s  aves  y conc luye que l a  r egu lac i bn  e s  rea lmen te  ejer- 

c i d a  p o r  e l  t e s t i c u l o  a t r a v 6 s  d e  l a  sangre .  

Un at70 despuba, 'Franz Leydig d e s c r i b e  l a  p r e s e n c l a  de 

c b l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s  en e l  t e s t i c u l o  de v a r i n s  mamfferos 

(228). M6s tande  o t r o s  a u t o r e s  especu lan  s o b r e  p o s i b l e s  fun- 

c i o n e s  de e s t a s  c k l u l a s  s u g i r i e n d o  que podr ian  a p o r t a r  nu- 

t r i e n t e s  p a r a  e l  tubo sem in i f e ro ,  p roduc i r  una hormona mascu- 



l i n a ,  almacenar product08 ho rnona les  produc idos p o r  e l  t t b u l o ,  

e l i m i n a r  s u e t a n c i a s  noc ivas  que pud ie ran  daflar 10s t f ibu los o 

m ig ra r  a 1  tubo sem in i f e ro  @Bra reemplazar  a c b l u l a s  de  Se r t o -  

li enve jec i das  (294). 

I Nuevas ev i denc ias  s p o r t a d a s  po r  Bouin y Ancel en 1903 

(52) parecen  i n d i c a r  e fec t i vamente  una func i6n  end6cr ina  a 

l a s  c b l u l a s  de Leydig, ya que s u s  c a r a c t e r i s t i c a s  h i s t o l 6 g i -  

c a s  y mor fo log ia  co i nc i den  con l a s  de  a q u e l l a s  c k l u l a s  i n v o l u  - ' 
c r a d a s  en p rocesos  s e c r e t o r i o s ,  S i n  embargo, e s t a s  e v i d s n c i a s  

podfan ser i n t e r p r e t a d a s  p a r  en 1930, S t i e  - 
ve (334),  que hab la  l l e vado '  a.  cabo nurnerosos e s t u d i o s  h i s t o 1 6  - 
g i c o s  en c k l u l a s  de Leydig de v a r i a s  e s p e c i e s ,  conc luye que 

l a s  mismas ~ 6 1 0  nu t ren  a l a s  c k l u l a s  d e l  t f ibulo y que & s t a s  

son l a s  que rea lmen te  producein l a  hormona mascu l ina ,  Es po r  

todo e l l o ,  que Rasmuasen (294) en un ,ex tenso  t r a b a j o  s o b r e  e l  

t e s t i c u l o ,  s u g i e r e  que ea n e c a s a r i o  ser 

c l u s i o n e s  e x t r a i d a s  d e  1- ev idenc iae  

Cas i  s i r n~ l t bneaman te  se producen dos a p o r t e s  s i g n i f i -  

c a t i v o s  p a r a  e l  e s t u d i o  drr l a  func i6n  t e s t i c u l a r .  P a r  un lado, 

Butenandt ,  en 1931 (74) o b t i e n e  e l  pr imer  andrbgeno c r i a t a l i -  

no, l a  andros te rona ,  y c u a t r a  afios m6s t a r d e ,  David (109) a i s  - 





bo seminffero tarnbibn muastre alguna actividad (105), y tam- 

bibn Hall y col. demuestran que l a  conversi6n de co lestero l  a 

andrbgenos ocurre sdlo en e l  te j ido  i n t e r s t i c i a l  (167). A pe- 

sa r  de e l l o ,  muy pocas inveatigaciones se real izaron con 10s 

I compartimientos celu lares aislados. Recibn en 10s Gltimos diez 

a ~ o s ,  se  aplican con asiduidat(t6cnicas para l a  obtencidn de 

d is t in tos  t ipos celulares, que permiten obtener nuevos conoci- 
- I 

mientos sobre '1ai ' local izaci6n de l a s  enzimas involucradas en 
' 

l a  s i n t e s i s  y metabolismo d@ eeteroides tes t icu lares.  

Mucho se ha avanzade desde l a s  primeras observaciones 

de Ar is t6te les o desde 10s afiaa en que Franz Leydig descubrie - 
ra  l a s  cglulas que l levan su nombre. Actualmente es t6  clara- 

mente establecido que l a  b ios in tes is  de novo de andrbgenos 

ocurre principalmente en l a  c h l a  de Leydig, mientras que l a  

espermatogbnesis se  l leva  a cabo en 10s tbbulos serninfferos. 

ci6n de l a  gonadotrofina hipoPisaria,que conduce finalmente a 

l a  secreci6n de $estosterona, pero, a pesar de que s e  conocen 
A .  

, . hoy una s e r i e  de factorea h o m n a l e s  den regular l a  
I 

funci6n de l a s  ck lu las de Leydig, aG ten numerosas in- 

terrogantes sobre 10s compl&jos mecanismos involucrados en l o  

grar que esas cblules Sean ester~idogknicamente act ivas. 

Tambikn se ha avanzado en e l  conocimiento de l  mecanismo de ac - 



MORFOLOGIA DE LA CELW- Mf; LEYDIG 

La e s t r u c t u r a  de  la8 c d l u l a s  de  Leydig mues t ra  carac-  

t e r l s t i c a s  comunes en todoa 10s ver teb rados ,  con a l gunas  d i -  

f e r e n c i a s  e n t r e  las e s p e c l a s  (104). La F igu ra  b mues t ra  un 
' esquema de l a  l o c s l i z a c i b n  y e s t r u c t u r a  d e  l a s  c6 l u l as .  

La c e l u l a  de Leydig t i p i c a  es po l i gona l ,  con un d ig-  

metro de  15 - 20 microne@. € s t &  mdeada  po r  una t i p i c a  

I ' 
na p lasmht i ca ,  ha c u a l  farma numerosos p l i e g u e s  o microve l lo -  

T iene  un nGcleo grande,  e s f e r i c o  u ovo ide con una, dos 

y a veces  t r e s  nuc l eo l os  ~ x c 8 n t r i c o s .  La c romat ina  remanente 

se p r e s e n t a  coma grenuboa d i e t r i b u f d o s  predominantemente ha- 

c ia  l a  p e r i f e r f e  d e l  n h l s a ,  dando una a p a r i e n c i a  de conside-  

r a b l e  de lgadez s l a  mewbrerna n u c l e a r  ouando se l a  observa  sl 

microscop io  bpt ico .  Cello 10s nbc leoe de  otras. c b ~ u l a s  i n t n ~ s  
' 'i~itRE F: jt;?:~ 1 Eqi -.L 

t i c i a l e s  no exh en rastos etr bufos,'  a e s t r & t u r a  d e  nGc.Ieo 

de  l a  c 6 l u l a  d e  Leydig prowee un medio de i d e n t i f i c a c i b n  muy 

b t i l *  

La o rgane la  c i t o p l e s m 6 t i c a  m6a prominente es e l  retf- 

cu lo  endoplasm6tkco l i s o ,  que c o n s i s t e  de t t b u l o s  membrano- 
0 

s o s  i n t e r conec tados  de  WO - 1200 A de  d igmet ro  y que en l a  



Fiqura b.Esqbma qua mueatrs la.l~calizaci6n y es t r uc tu re  de 
l a s  c&lulas de Leyds~. . 
REL : Ret fcu lo  EndQp&q,ambt$co Lieo. 
RER : Ret i cu lo  Endop3.mm6tim RL1~oaa. 



c g l u l a  v iva aparentem@ie QP;awe une zed. Exis ten tambibn to- 

nas  diseminadas de re t i cw lo  mdoplasm6t ico rugoso en con tac t0  

con e l  l i s o .  

Hay un nGmero moderado de mitacondr ias con c r e s t a s  l a -  

I melares y algunas tubular&, E l  complejo de Golgi e s t 6  b ien  

desa r ro l l ado  y comumante an un polo d e l  nGcleo. LOB e111m~- 

t o s  de Golgi c o n s b t e n d e  4.1- 6 saeoe aplanadas y 3untoac con 

pequeflas ves i cu las  en su auper f i c ie .  Dos centrioles, perpen- 

d i c u l a r e s  uno d e l  o t ro ,  es ten  ubicados en l a  reg i6n  d e l  Gol- 

I 

E l  ci toplasma tamb96n . con t ime  gotas" l i p i d o s ,  (de 

l o s ~ ~ u a l e s ~  d. c o l e s t e r o l ~ s o n  10s p r i n c i p a l e s )  
t .si 1 

c r i s t a l e s  de Reinke, m ic r~ tGbu loa  y microf i lamentos. Son co- 

munes 10s l isosomas p r i m z i o s ,  l a s  vacuolas d i g e s t i v a s  y Zos 

cuerpos r e s i d u a l e s  pigarantadus. 

, Mediante estudios.hPmtoquimicos en d i v e r s a s  espec ies ,  

se ha evidenciado l a  poeaencfa de h i d r a t o s  de carbono (18,83, 
f l .  
.'. .p64), ADN y ARN J202, 212), enzimas h i d r o l l t i c a s  como l l pa -  

, aas,  e s t e a r a s a s  y f os fa taaas  (113, 142, 190, 242, 243) y 

enzimas ox ida t i vas  de diverbus t i p o s  (272) .  



E l  bcido escbrbica parece eer un material  constitutive 

de te j idos  productores e#a asteroides. De hecho, l a  concentra- 

cibn de es ta  suetancia e# mayor en l a s  c ~ l u l a s  de Leydig, COT 

teza adrenal y uvarios qw en o t ras  c&lulas de l  organismo. 

I 

REGULACI ON DE LA SIMTE$S§ CK , ANDROGEN05 

La produgcibn de andrbgenos por e l  t es t i cu lo  de 10s 

mamiferos depende de una s e r i e  de eventos in t race lu lares que . 

han s i d o  estud.iados extonsfvamente y que se desencadenan cuan - 
: do l a  hormcna lute in izante (LH) s p ~ ~ q t a g a  pqq l a  h ipb f ie is  a 1  

I I rY 
t e r i o r ,  se  une a receptoras e s p d c i ~ i c o s  de 'alta afinidad 

(Ka n 10'' M-I) h icadoa en l a s  membranas de l a s  cblu las de 

Leydig (82). Tales roceptores exhiben a l t a  especif ic idad pa- 

r a  LH y ot ras  luteotrof inas,  t a l e s  coma hCG (gonadotrofina 

coribnica humana) y PMSG (gonadotrofina de suer0 de yegua prs - 
fiada), l a s  que intepacthan con 10s receptores para LH del' 

teat icu lo  de rata. E l  oontonido pramedio de l  receptor de LH 

en e l  tes t i cu lo  de ra ta  sdu l ta  es de lpmol/gr.equivalente 

a 20.000 s i t i o s  por celu la de Leydig. Sin embargo, sblo nece- 

s i t a n  ser  ocupados e l  1 % del  t o t a l  de s i t i o s  para dar mexima 

respuesta esteroidogbnica, 



La funci6n de l  gran exceso de a i t i o s  denominadoe It re- 

ceptores de repuesto I t ,  no se conoce y se postul6 que pueden 

favorecer l a  interacci6n de l  complejo hormona - receptor a b= 

jas  concentraciones de ligando y ademes proveer s i t i o s  de re- 

, serva para reemplazar a aquellos u t i l i zados o procesadoa como 

consecuencia de l a  uni6n de hormona end6gena durante e l  con- 

t r o l  f is io lbgicd de l a  secrecibn de esteroides. 

Despubs de l a  unibn a s u  receptor, e l  efecto m6s repi- '  

do de l a  LH es inducir  una r ~ a c c i 6 n  de scoplamiento, que in- 

volucra nucle6tidos guanfl icos, ent re  receptor y adeni l  c i c l a  - 
s a  que act iva es ta  enzima. 

En l a  presencia de iones magnesio, es ta  activacibn con - 
v ie r te  ATP a AMP cfc l ico  (ACIP,) (81, 119, 120). E l  AMP c l c l i -  

co resu l tante  es  degradada por una fosfodiesterasa, o se une 

a l a  subunidad regulator ia de una protelna quinasa cau~ando 

l a  l iberacibn de una subunidad ca ta l f t i ca .  La protefna quina- 

sa a s i  estimulada ca ta l i za  l a  fosfor i lac ibn de proteinas in- 

t race lu lares que intervienen en l a  secuencia de reacciones 

que conducen a l a  s f n t e s i ~  de esteroides (70, 208, 285). Sin 

embargo, 10s mecanismos pfeoisos de l a  accibn de l a s  protef- 

nas fosfor i ladas en l a  b iosfntesis de testosterona,  son aGn 



desconocidos. 

Las relaciones temporales de 10s event wgace lu la -  
f I *  

res  indican que en 18 c6fula de Leydig intacta, 10s niveles 

de AMPc se elevsn a 10% paoos sogundos de l a  interaccibn hor- 

I. mona - receptor, y l a  p ~ ~ d u c c i b n  de testosterona aumentada es 

evident=' A 10s 5 - ID minutm. 

La reepuesta wC~roidog&nica de l a s  cklulas a l a  es t i -  
I '-- mulacibn por LH es reproducida por ooler6geno (activador .de ' 

9 $ adenil ciclaaa) y por anblogos del  AMP,, y es potenciada 
I r 

par inhibidores de l a  fosfadiesterasa. Esos descubrimientoa 
I 

son consistentes can e l  hschaque el AMPc es e l  segundo menaa - 
jero para l a  accibn ganado%rbfica. Sin embargo, l a  ocurrencia 

iF - ' r< 
HI . r  

de marcadas discrepancias mtrs cumas doais - respLI$s€$ pa3a 

e l  AMP, y l a  produccibn d8 oeteroides durante l a  a c c i h  horn- 

nal en cglulas de Leydig, la toa les o adrenales, sugieren'&e 

posibilidad de que ex is tm mensajaroa alternatives. 

A pesar de que hay weEosas euidencias acerca de l a  

f u n c i h  del camlpo adeni l-ciolasa - protelna quinasa durante 

l a  aqci6n t rb f i ca  de Lkt, no sle sxcluye que existen ot ras res- 

puestas r6pidas ,a l a  accidn hormonal, p8rti'cularmente a nivel 

de l a  membrana plasmbtics. 



T a l e s  f a c t o r e s ,  como cambios en e l  f l u j o  i 6 n i c o  y d i s -  

t r i b u c i 6 n  de  c a l c i o  y a l t ~ r a c i o n e s  en e l  metabol ismo y recam- 

b i o  de f o s f o l f p i d o s , p o d r l ~ n  c o n t r i b u i r  a 10s mecanismos po r  

10s c u a l e s  t r d f i c a s  e j e r c e n  s u s  e f e c t o s  agudos 
q- .de .. 

1 Y l a  f unc i6n  de  l a  c b l u l a  " b lanco u. 

J t r o  'I. mensajero rec ien temente  p ropues to  de l a  ac- 
$,; I 

c i 6n  de l a s  hormonas p e p t i d i c a s  ( i n c l u f d a  LH) es e l  complejo 

r e c e p t o r  - hormona i n t e r n a l i z a d o ,  aunque e l  mecanismo e tm- . 

p o r t a n c i a  c u a n t i t a t i v a  de  e s t e  mecanismo aGn no este c l a r a .  

IMPORTANCIA DE PROTEINAS ESPECIFICAS EN LA BIOSINTESIS DE 

Durante La a c t  ivacidn hgrmonal, se produce shtmis 

p r o t e i c a  en l a  c b l u l a  de teydig,  y k s t e  es un p r e r r e q u l s i t o  

p a r a  una r e s p u e s t a  estari0Sdogfinica 

de i n h i b i d o r e s  de  Je sfnfasia de  

c i 6 n  m a n i f i e s t a  de l a  b i m l n t e s i s  de andr6genos (95, 96, 199, 

201, 256). 

Ex i s t en  p r o t e i n a e  cuya p reoenc ia  s e  observa  despuks 

de  l a s  dos ho ras  de  l a  asb,$mulsei6n con gonado t ro f ina ,  la8 

c u a l e s  pueden eetar rel.~lu;fonadas con l a  r egu lac i 6n  a largo 



p l a z a  de l a  r e s p u e s t a  de Ja cg lu la .  Hay o t r a s ,  con una v i da  

media muy c o r t a  (t,,* = 13 ntnutoo) que se p i e n s a  e s t h  invc-  

l u c r a d a s  en l a  regu lscS4n aguda de l a  e s t e r o i d o g 6 n e s i a  (95). 
7 7q 

Tambiln se ha detecCsdo en t e j i d d % e s A d u l a r  (221) una 

' p r o t e l n a  t e rmoes teb le  o w  me espec i f i camen te  a 1  c o l e s t e r o l  

y se ha auger ido  qw podxda cumpl i r  a lguna func i6n  en e l  

t r a n s p o r t e  d e l  mismo, deade e l  espac io  ex t r am i t ocond r i a l  a1 

i n t r am i t ocond r i a l .  

~demes ,  se demoetrb la e x i s t e n c i a  de  un f a c t o r  p r o t e i -  
9 

co t e r m o l 6 b i l  en  las m i t a c m d r i q s  de l a s  c b l u l a s  fle Leydig 
', , 1 - 4  : 

(1723, que nodu la  l a  a c t i v i d d d  de l a  in!ima que e s c i n d a  l a  

cadwla l a t e r a l  del c o l e a f a r o l ,  disminuyendo l a  a f i n i d a d  de  l a  

misma p o r  e l  NADPH. 

Hall y co l .  (165) han abservado que 10s microf i lamen- 

t o s  conten iendo a c t i n a  en l a s  c g l u l a s  de  Leydig, p o d r i m  .@8- 

t a r  i nvo luc rados  en e l  t ~ a n s p o r t e  de  c o l e s t e r o l ,  ya  q u a  28 es - 
t e r o i d o g b n e s i s  es i nh i b t db ,  sl men04 p r c i a & n e ~ t e ,  l ~ @ g o  d a l  

, *- " . ' 
f r a t m i e n t o  de  les c l l u l q s  eon l i posomss bontleniendo anticues 

pos. q n t i a c t i  

E l  requer im ien to  de  10s m i c r o f i l a m e n ~ o s  p a r a  e l  sumi- 

n i s t r o  d e  c o l e s t e r o l  a l a  m i tocondr ia ,  pa rece  ser cond ic ibn  



necesaria pero no sufidien$e, ya que no ex i shn  evidencias de 

que e l  sisteina de t ranspq~ta  de mlestero l  constituya l a  eta- 

pa de velacidad l imit@nta en e l  control de l a  esteroidogbne- 

sis. 

b Recientemente oe ha dmostrtsdo (24) que l a  LH promue- 

ve l a  fosfori lacibn de cine0 protegnas extramitocondrialee 

" (17.000, 22.000, 24.000, 33,000 y 57.000 dalton). E l  cum0 

del tiempo do esta respuss'ba parecc estar  intimarnente r e f p  

cionado con l a  ruptura da l a  cadena l a t s ra l  del coleetepol y 

con l a  produccibn aumantada de esteroides. 

Una de esCas protefnas (33.000 dalton) egth presente 

en l a  subunidad riboaomol~40 S y todo parece indicar que.p~-  

dr la ser s i m i l a ~  a l a  prctaine ribosomal Sg, l a  cual ~e su- 

puso que podla estar  fnwulucrada con l a  s in tes is  proteica a?;! 

mentada. Sin ambargo, en c6lulas de L ~ y d i g ,  l a  LH no estarnw- 

l a  l a  incorporacibn d e  eminobcidoe a protelnas durahte 10s 

primeros t re in ta  minutor da incubacibn, a pesar de que l a  fo= 

fori lecibn de 1~ S; es mbiraa a l os  cinco minutos de incuba- 

Posiblmente 18 s fn te is  de alguna protelna especlfica, 

por ejernplo, alguna de ' - rb ido recambio, requerida para l a  pro 



duccibn de es te ro idec ,  esl& aumentada v i a  f o s f o r i l a c i b n  de 

o t r a s  p ro te inas  i n v o l u ~ ~ a d a a  en l a  s i n t e s i s  p ro te ica .  

S in  embargo, a h  cuamda l a  scc ibn  de l a  LH sob re  .la 

es te ro idogbnes is  en c6lulmg da Leydig ea acompafiada p a r  act5 - 
= * 

n de p ro te ina  qu inam,  f o s f o r i l a c i b n  de p r o t e i n a s  y s i n  - 
r.' 1; 6 

'1 .- I I r (  
tesis p r o t e i c a  awent.ada,, no se conoce de qu6 forma esag prg 

V .  . 
t e i n a s  es tgn  relacionetkm rf paso l i n i t a n t e  de l a  velocidad 

Hasta unos pocos a t r h s  se habia dado muy p a c e  
* I  

atsnc ibn  a l a  pos ib i l i dad  de que 10s f o s f o l i p i d o s  pudieran 

que conduce a l a  s i n t e a i s  de es te ro ides .  

Esto puede r e s u l e a r  sarprendente debido a que da$de. 

hace tiernpo e s t #  eetabLroldo que mqchas enrimas esteroibdg&- 

n icaa  res iden  en membrmm) f o s f o l i p l d i c a ~  y que m a  s u s t ~ .  

c i a ' l i p o f i l i c a  coma a1 c o l a s t e r o l ,  tenga que i n t e r a c c i o n a r  

con e l  c i t o c r o m  P 45tt-im %a mmbrana i n t e r n a  mitocondr ia l .  
I 

- 
1 Y Farese y  col.  {920,-laT1) en un i n t e n t o  de ident i f ica- r ,  

en l a  g lgndula adrenalp UI f a c t o r  estero idogbnico induc ido 

d 



p o r  ACTH, obseruaron qua, gnte l a  es t imu lac i 6n  hormonal, ha- 

b i a  un aurnento de d i f o s f ~ i n o s i t i d o  y t r i f o s f o i n o s i t i d o ,  que 

a s u  vez e ran  reaponsab lae  d e l  incremento en l a  i n t e r a c o f b n  

e n t r e  e l  c o l e s t e r o l  y e l  ci tocromo P 450. 

). En una serie de exper imentos  p o s t e r i o r e s  r e a l i s a d a s  

t a n t o  11 i n  v ivo  11 Gomo i n  vitro (131- 1371, se v i b  que e l  

aurnento de f o s f o l i p i d o s  lnduc ldo  p o r  ACTH o AMPc era i n h i b i d o  

po r  c i c lohex im ida  y purumicina, y r e q u ~ r f a .  de  la p r e s e n c i a  

2+ de Ca . 
~ d e n h s ,  con una c ~ ~ e n t r a c i b n  de  RCTH de 1 0 ~ ~ ~  M, qua 

p e r m i t i a  una produccibn mBxima de f o s f o i n o s i t i d o ,  s610 ee ob- 

t uva  un 50 - 60 % de  l a  r e a p u e s t a  es te ro i dog6n iea  . - m4xima, l o  
. . .  -' --. 

c u a l  s u g i e r e  que deben wiltis necesariamen*e o t r o s - P a c t o r e s  

que regu len  l a  es te ro i dag6nes ia .  

O t ras  av i denc ias  que apoyan l a  h i p b t e s i s  que 10s f o s f o  - 
l i p i d a s  desempeRan una func i6n  mediadora en l a  s f n t e s i e  d e  es - 
t e r o i d e s  f ue ron  p r o v i s t e s  p a r  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  en o t r o s  t e  - 
j i d &  e s t e r o i d o g ~ n i c o s ,  Tanto en o v a r i o  (110, 111) corno en  c6 - 

l u l a s  de  Leydig (233); se v i ~  que l a  es t imu lac i 6n  con LH pro- 

vocaba un aunento de 6c i do  f o s f a t i d i c o ,  f o s f a t i d i l i n o s i t o l  y  

p a l i ~ o s f o i n o s i t i d o s ,  y esos e f e c t o s  de l a  LH g r a n  Plpqueados 



p o r  cicloheximida. 

Por  l o  anterio-nta axpueato pareceria c laro  q u s  las 

hormonas esteroidog&nicqa .(ACTH y LH) promoverfan, en s u s  b r g i  

nos blanco, l a  ah-itesis-da nuvg de fos fa t idato  y cambioe no- 

, tab les en e l  metabolimn de polifoafoinosft idos. 

E s t c ~ s  hallazgoe pami t ieron suponer que 10s fosfol lp& 

dos son ir~termedlarioa S,mportantes en e l  rnecanismo de regula- 

BIOSIMTESIS DE TESTOSTEWA EN LAS CELLILAS DE LEYDIG 

Rctualmante no axisten dudae de que 10s drganos este- 

roidegenicos puedsn convert i r  e l  co les tero l  a s u s  hormonas 

esteroides especif ices, es  decir  : ~ o r t i c o s t e r o i d e s  en l a  

gl6ndula adrenal .(208, 232, ' 335), progesterona en e l  CuerPo 

Ademks, l a  convarsi6n ,& ca lastero l  a es tas  hormonas es e$t i -  

mulada por l a s  hormonas &$fmf'isariaa ACTH (208, 335) y LH 

(168, 169). 

E l  camino hiosin$&tica.desde eo lestero l  a testosterona 

es t6  especificado en l a  Figufa c, Coma puede verse hay var ies  

a l ternat ivas posibles, .ant& e l l ae ,  l a  via A5 - intermedia- 



acetato 
I 

;. 
colesterol  

). pregnenolena pragesterona 

NADPH 

: 1 1  HO 

!- . t.:. Ilc(=hidroxipreg. r 17 o( -hidroxiprog. 17 o( -hidroxi, PO &-a- 

I 
r 

dihidroprogesterona 

HO HO 
dehidroepiandroater~ne andrdatenodiana estrona 

drostenodibl . tesfosterona 17 P oestradiol 

.Caminos metabblicoe involucrsdos en l a  bios%nteais de es- 
teroides t e a t i c u l a r ~ ~ s  dasde colestesol.l:complejo enrimb- 
t i co  que escinde l a  cadena latera l  del colesterol;2:3& 

. I 



r i o s ' f q u e  i nvo luc ra  : peegnmolona,  17-hidroxi-pregnenolona, 

deh id roep iandros te rona  y andaos tenod io l )  y l a  v i a  A '+- inter- 

med ia r ios  (p roges te rana ,  17-h idroxi -progesterona y androete-  

nodiona) (1, 34, 40, 184, 193, ,250, 302, 338, 350). 

I t La ve loc idad d e 3 c o n v e r i i 6 n  en t e s t i c u l o  de  pregnsnolo-  
I T '  I? I *  . 

1 I na  a  t r a v k s  de '10s c m i n a b  A4 6 A5,  v a r l a  segbn las eepe- 
I I 

cies a n i m a l e s , ~  p r o b a b l m e n t e  e l  c m i n o  metabb l i co  que ocu- 

r re en cond ic iones  f i s i o k 6 g i c a s  en t o d a s  l a s  e s p e c i e s  i nc l u -  

ya e s t e r o i d e s  A 4  y A 5 (88). En e l  t e s t i c u l o  humano l a  v i a  

b 5 p a r e c e r i a  a e r  l a  m b  impor tan te  (365),  a  d i f e r e n c i a  d e l  , 

t e s t i c u l o  de r a t a  donde predominar ia  l a  v i a  A 4 (302). Var ios  

i n v e s t i g a d o r e s  o b s e r v a r ~ n  que en e l  t e s t l c u l o  f e t a l  humano l a  

s f n t e s i s  de t e s t o s t e r o n a  pueda o c u r r i r  a  t r a v k s  de  pregneno- 

l ona ,  deh id roep iandros te rona  y andros tenod iona (1, 191, 193, 

250). 

La canvers ihn  de pregnenolona a  t e s t o s t e r o n a ,  involu-  

c r a  a  l a s  enzimas 3 - h i dgox ies te ra i de  desh idrogenasa,  1 7 - 6  P 
h i d r o x i l a s a ,  17 q( , 20 - l i s sa  y 17 P - h i d r o x i e s t e r o i d e  desh id ro  - 
genasa,  que e s t e n  ubicadsrs~ p r i n ~ i p a l m e n t e  en e l  r e t i c u l o  en- 

I( 

dop lasm6t ico  l i s o  (193, 194, 195, 338, 353), l o  c u a l  j u a t i f i -  



. -- 
I- 0- 

' ,  1 ' 1  ' 1  

c a  que e s t a  o r  
- 'I . 

dig.  S i n  embargo, van der Vusse y co l .  (353) s u g i e r e n  que no 
'C l r .  . . ,  

debe e x c l u i r s e  qtle pax te  de l a  a c t i v i d a d  t o t a l  de  e s a s  enz i -  !I$, . l - ,  
i 

mas e s t 6  asoc iada  a l a a  mi tocondr ias .  Cabe d e s t a c a r  que en 
, - - I  '. . 

I p a r t i c u l a r  l a  17 o(l v l a  37 0 4  - h i d r o x i l a s a  e s t s n  re- . d \ i '  . . 
I (4 

l a c i b n a d a s  con e l  450 microsornal. , . 

A p e s a r  que l a  t e s t o a t e r o n a  es e l  andrbgeno t e s t i c u l a r  . * A  

I -h 

mbs impor tan te ,  existe una g ran  v a r i a b i l i d a d  de  e s t e r o i d e s  , - . , .  - 
w .  

I endbgenos de acuerdo a las ssrpeciea y a 1  grado de d e s a r r o l l o  - -  I 

(260). Por  ejemplo, en  81 t e s t i c u l o  de r a t a s  inmaduras, 1 %  - 
I 

5 O( -androstano-3 d, 17 (5 d l 0 1  y e l  3 o( -h idrox i -5 0( gandros- +- 
I I~ .  SL- tan-I7 ona ( a n d r o s t e r o m )  estbn p r e a e n t e s  en c a n t i d a d e s  muy . . -  
- - - .  *. 3. .. 

' . 
s u p e r i o r e s  a l a  t e s t o s t e r o n e ,  m ien t r as  que e s t a  f i l t ima ee ha- - 

l l a  incrementada en e l  t e e t i c u l o  maduro (220). 

Se  han hecho dbservsc iones  similares p a r a  l a s  can t i da -  
. m -. 
: , . .' 

des  r e l a t i v a s  de  t e s t o s t e m n a  y andros tenod iona en e l  test ic i  I , L 1  

l o  de  t o r o ,  s i endo  este I - A r3.3 filtLmo .+p.c e e t q o i d e  cuan t i t a t i vamen f  e 
. r r c  a . . . , . 2.. 
?i*ses 2: 

rn8s i m p o r t a n t e  dr, anim$a. ~nmadu ros ,  m i e n t r a s  que l a  t e s t a e  

t e r o n a  l o  es e n , ~ n a m a l e s  a d u l t o s  (230). 

Las enzimas r e q u e r i d a s  para l a  f o n a c i b n  d e  

lona ,  a s i  coma p a r a  s u  p o s t e r i o r  convers ibn a andros tenad iona  

.. . 
I r 



y t e s t o s t e r o n a  e a t e n  l o c a l i z s d a s  rundmenta lmen te  en laa c61g 

l a s  de Leydig. S i n  embergo, a l gunas  de  e s t a s  enzimas han s i d o  

l o c a l i z a d a s  en mba de  un t i pa  c e l u l a x  (Tabla A). 

En l a  F igu ra  d 8s muestsan a lgunos de 10s rne tabo l i t oa  

que han s i d o  i d e n t i f i c a d o s  en t e j i d o  t e s t i c u l a r  d e  v a r i a s  es- 

pec ies .  

La e t a p a  l imitante m3 l a  b i o s l n t e s i a  de t e s t o s t e r o n a  
'. 

e s  e l  paso de c o l e s t e r o l  a pregnenolona,  que i n v o l u c r a  una s~ 1 
r i e  de enzimas que se conotbn camo cor tp le jo enz imht i ca  que 

esc i nde  l a  cadena l a t e ~ e l  d e l  c o l e s t e r o l  E s t e  comple jo 
. . 

enz im6t ico  e s t 6  l o c a l i z a d o  en. let  membrana i n t e r n a  m i tocondr ia l  

de  t o 8 a s ' l o s  t e j i d o s  p roduc to res  de  e s t e r o i d e s  (246, 267, 324, 1 
343, 354),  y e s t b  c o n s t i t d d o  po r  c i tocromo P 450, una f'lava- 

p r o t e l n a  y una f e r r o p ~ o t s f n a  no heminica,  r e q u i r i e n d o  NAWW 

y ox igeno molecu lar  p a r a  l a s  h i d r o x i l a c i o n e s  (117, 248, 254, 

La formacibn d e  p r ~ ~ n k n o l o n a  (y a l deh ido  i s o c a p r a i c o )  1 
a ~ a r t i r  de  c o l e q t e r o l ,  conprende a lgunos metabolites inter- 

rnediar ios que inc luyen  T O e - h i d r o x i - c o l e s t e r o l ,  22 R-hidro- 

x i - c o l e s t e r o l  y 2005,22 R - d i h i d r o x i c o l e s t e r o l  (69, 71, 72, 
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E l  paso limitanbe da la.velocidad en l a  produccibn de 

esteroides tes t icu larea as regulado por l a  LH y hay varios mE I 
caniemos propuestos par lea cuales l a  hormona t r b f i c a  podria i 
acelerar  l a  ruptura de l a  cabena l a t e r a l  del  co les te ro l  (2461, I 
a saber : a) un incremento an l a  cantidad de NADPH, b) un au- 

mento en l a  concantraei6n da co lestero l  l i b r e  por activaci6n 

de 1s co lestero l  eeteraea, c) un amento en l a  disponihizidad 

de l  es ter01 promoviendo su t ~ a n a p o r t e  a l a  mitacondria por me - 
' . dio de una protein8 transportadora, d)  activacibn de algbn 

. . componente del  complejo anxlmfstfco que eecinde 
I 

l a  cadena la-  

t e r a l  de l  colesterol .  
I ' 1. 1 ,  

M6s aGn, por trabadoe r a d i r a d o s  tanto en tes t i cu lo  

( 2 4 8 )  como en adrenal (324) y ovario (265), l a s  hormonas h i -  

pof isar ias  pueden moduhr l a  rediatr ibucibn intramitocon- 

d r i a l  de colesterol  de t a l  foma de Pavorecer l a  interaccibn 

ent re  y l  ester01 y e l  citocramo P 450 d y l  enzimbt im. 
J #,.! . . TP 

a - - I  
rndependientemente de cual i e a  e l  

r i o  de l  paso l imatante de l a  velocidad, es t6  perfectamente 

c laro que e l  co lestero l  c ~ n p l e  una f'unci6n de fundamental 

importancia en e l  c m i n ~  b lc~s ln t&t ico de andrbgenos tes t icu-  
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EL COLESTEROL COHO PRECi.!RSDR.EN LA BI05IWTESIS DE ESTEROIDES - 

E l  c o l e s t e r o l  c m p l a  dos f unc iones  en l a s  g l hndu las  

e s t e r o i d o g t h i c a s .  Por  un lado, se encuen t ra  no e s t e r i f i c a d o  

en l a s  membranas m i toconds ia lee ,  mmbranas l i sosoma les ,  r e t i  - 
' cu lo  endoplasmht ico y menhranas p lasmt i t i cas  de  las  ch lu l as .  

En todos  10s c a s o s  e s t k  asoc iado  con 10s f o s f o l i p i d o s  c m o  , . 4 1  

componente de une c o m p b j s  a r q u i t e o t u r a  de  membranas b i a l 6 -  

g i cas .  

Por  o t r a  p a r t e ,  .coma ee e x p l i c b  an te r i o rmen te ,  e l  co- 

y  hay tres f u e n t e s  impo,r tantes d e l  mismo p a r a  l a s  c 6 l u l a e  es- 

t e ro i doghn i cas  : 1) s l n C e s l s  de  novo, 2)  c o l e s t e r o l  de  l i p o -  
? 7 

p r o t e i n a s  y 3) depbe i t os  i n t r a c e l u l a r e s  d e  g s t e r e s  d e  c a l e s t e  . ,  + 
C -. 

r o l .  Obviarnente l a  can t i dad  de s u e t r a t a  d i s p o n i b l e  d e l a  p o o l " ,  .:* 
.. L de k s t e r e s  es depend ien te  * , l a  a c t i v i d a d  p r e v i a  d e l  p roceso  . + - rn 

de cap tac i bp  de  1 ipopraQe inee  y de l a  ve loc idad  de  l a  siwfie- I 

sis de nova d e l  e s t e r o l ,  

Todos l o s i t e j i d o s  ec l e ro i dog6n i cos  son capaces  de s i n -  

t e t i z a r  ca lea*e ro l  y l a  l i t e r a t u r a  cont ienesnumerOsos ea tu -  

d i p s  de i nco rpo rac i 6n  de e c e t a t o  a 1  c o l e s t e r o l  y  p roduc tos  

e s t e r d i d e o s  p o r  v a r i a s  g l dndu las  (45, 177, 288, 304, 332, 
I 

I : 

. . 
I I  ' !I;.- - b , - . -- ~+ .h i /  ah,., - I  i 

L ---4,! - - I d  4~:*1&-A'&, , 



Sin embatQo, l a  ~ap tao ibn  de co lestero l  de l a s  llpoprf! 

te lnaa e s  e l  medio princtbtai 'por e l  cual l a s  adrenales, ova- 

r i o s  y placenta adquieren e l  eust ra to  para l* eg$erpi$og&ne- 

I s i a  en var ias especies, in~ luyendo e l  hombre (162). Aunque a1 - 
: - ; g'unos trahajoa reciantes (41, 103) describen l a  existencia de 

I 
10s mecanismos de captacibn de l ipoproteinas en tes t i cu lo ,  l a  

importancia ra la t i va  dsl so3.eeterol extracelu lar  no es t6  .aGn 
' 

dilucidada t o t a h e n t e  en a&@ tej ido. 

NOMENCLATURA, ESSRUCTURA Y.rUWION DE LAS LIPOPROTEINAS 

Las l ipoprotelnae plasm6ticaa son macromolbculas com- 

ple jas  compuestas de mdlt iples p r o t d n a s  (apolipoproteinaa) y 

P subunidades l ip fd icas.  Se c lae i f icah de acuerdo a l a  &ensidad 

que t ienen cuando e s t  s, en cuatro c lases pr inci-  
I' IIIy; . 4 1 1 -  

pales : quifbhfcrones g m l ,  de muy baja denaidad 

(VLDL : d < 1,019 g/ml), de brsja densidad (LDL : 1,019 < d. < 
1,063 g/ml) y de a l t a  densidad (HDL : 1,063f d < 1,210 g/ml) 

i 

(198, 279). 

Las d i s t i n tas  claaea de l ipoproteinas dif'ieren en e l  

peso molecular, en e l  cantanido l ip id ico  y en l a  composici6n 



p r o t e i c a .  

Las HDL pueden EIgr d i v i d i d a s  en t res subc lases .  &as  

mhs abundantes an e l  hombre normal son l a  HDL2 y HDL3 (308). 

La apo l i pop ro te l na  A-I (apo A- I )  es e l  componente p r i n c i p a l  

' en arnbas subc laaes ,  pe ro  tambibn con t ienen  Apo A-I1 y apo C. 

Una t e r c e r a  s u b c l a s e  denm inada  HDL, 6 HDLc a s  l a  rnhs impor- 

t a n t e  en an imales  o en hombres que consumen g randes  c a ~ t i d a -  

des  de  c o l e s t e r o l  (238, 260). 

La apo E comprende .u? gran  p o r c e n t a j e  de  l a  HDL Es- 1 ' 
t o  es de una cons ide rab le  impostlancia f i s i o l b g i c a  pues l a s  

l i p o p r o t e l n a s  que conti&(m aPo E son reconoc idas  po r  e l  m i 8  - 
mo r e c e p t o r  que reconooe s apo B (239). La abundancia relat i  - 
va de l a s  s u b c l a s e s  de WDL d i f i e r e  entre l a s  e s p e c i e s  y en- 

t r e  10s sexos  (11). 

La func idn  f i s i o l b g i c a  d e  una l i p o p r o t e l n a  e s t #  

minada no po r  s u  dens idad,  . s i n 0  po r  s u  a p o l i p o p r o t e l n a  y l a  

c a n u d a d  y t i p 0  de  l i p i d 0 8  que l l e v a .  En l a  mayor ia de  les 

e s p e c i e s ,  mhs d e l  90 % d e l  c o l e s t e r o l  encont rado en  l a  circu - 
l a c i b n ,  e s t h  en algCln menronto,ya sea t a n t o  en l a  forma sate- 

r i f i c a d a  como en l a  no e s k e r i f i c a d a ,  asoc iado  a LDL y a HDL. 



Las can t i dades  r e l a t i v a e  encon t radas  an cada c l a s e  de l i p o -  

proteins d i f i e r e n  e n t r e  l a s  espec ies .  En e l  hombre m6s d e l  60 

% s e  encuen t ra  en l a  LO1 y & l o  un 30 % en l a s  s u b c l a s e s  de  

HDL, m ien t r as  qus  en l a  rata, l a  mayor p a r t e  d e l  c o l e s t e r o l  

I c i r c u l a n t e  e s t b  aaoc iada c ~ n  las HDL (100, 174). 

\. . Es t ruc tu ra lmen te  l a 8  LDL y HDC esFbn formadas po r  un 

nhc leo  a p o l a r  de l i p i d 0 8  hidfofhllicodfabbica.ente Lsteres de  

c o l e s t e r o l  y  t r i ~ l i c h r i d o a ,  rodeado po r  una monocapa po l=  de  
' 

' f o s f o l i p i d o s  h i d ~ f i l i b n s ,  a p o l i p o p r o t e f n a s  (198, 279, 306) y 

c o l e s t e r o l  l i b r e  (123). La F igu ra  e muest ra  un diagrarna de l a  
I 

r u c t u r a  y compooici6n de l a  LDL p lasmht ica .  

E l  hecha de  qua la8 q o l l p o p r o t e l n a s  de  l a s  l i p o p r o t e l  - 
n a s  e s t b n  expues tas  a1 p l a m a ,  f a c i l i t a  s u  i n t e r a c c i b n  con en I 

zimas c i r c u l a n t e s  y con 10s r e c e p t a r e s  c e l u l a r e s .  

La func ibn  p r i m a r i a  de la5 l i p o p r o t e l n a s  es t ranapor -  

t a r  l l p i d o s ,  incbuyenda c o l e e t e r o l  l i b r e  y e s t e r i f i c a d a ,  de 

s u s  s i t i o s  de s l n t e s i a  o a b ~ o r c i b n  a s i t i o s  de utilizac$.bn o 

catabol ismo. Todas l a 8  c k l u l s s  de  10s mamfferos r equ ie ren  co- 

l e s t e r o l  coma un componente e e t r u c t u r a l  de  membranas. Aunque 

l a  rnayoria de lei ~ 6 l u l a e  son capaces  de  s i n t e t i z a r  c g l a s t e -  

r o l ,  muchas a c m u l a n  e l  s s t e s o l  n e c e s a r i o  de  las  l i p o p r o t e l -  



co l  
! s t e ~  

foa 
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COMPUNENTE % EN PESO 

Lip idos t o t a l e s  ------------------ 75 % 
Coles te ro l  

-no eg te r i f i ceda  ----------------- 7 % 
- es te r i f i cado  ---C-----~------- 35 % 

~ ~ ~ f ~ l l ~ i d ~ ~  ...................... 25 % 
~ l i ~ 6 ~ j . d ~ ~  ----------*-------------- 8 % 

Fiqura e .D iagrma que muestra l a  est ruc tura  y composicibn 
de l a  lipoproteins de beja denaidad plaambtica 



nas c i r c u l a n t e s  (26, 15l3). 

En l a s  c d l u l a s  no estero idog&nicas hay por l o  menos 

t r e s  procesos de captaoibn de c o l e s t e r o l  : 1) in tercambio co- 

1 3) endoc i t os i s  absort ive,rnodiada por  recep to r  (64, 148, 325). 

CAMINO METABOLIC0 DE LA ,&DL E N  LAS CELULAS NO ESTEROIDOGENI- 

C AS - 
Los t r a b a j o s  pione-ma de Brown y Goldste in  (26, 64) en 

: f i b r u b l a s t o s  hunpnos,denoati$ron qw l a  captac idn de co les te -  

r o l  pa r  endoc i toe is  absos t i va  comprande t r e s  hechos secuanc ia  - 
les : uni6n de l i pop ro te inas  e l a  membrana c e l u l a r ,  in te rna-  

l f zac idn  y degradaci6n l i s o s m a l .  Primero observaron que l a s  

c g l u l a s  somgticae poseen e S t i o s  recep to res  eepec f f i cos  en l a  

membrana, concentredoe en sacos  o pozos r e v e s t i d o s  ("  coated 

p i t s  18) que luego se i arnal izan. formando ves l cu las  endoc i t f  - 
caa y que cont ienen l a s  l i p o p r o t e i n a s  unidas a1 recep to r  (12, 

13) .' Subsecuentem~nte,  lea ves i cu las  endoc f t i cao  sa f usionan 
i 

con 10s l isosomas, y l e i  p m t e a s a s  y e s t e r a s a s  degradan lae 

' l i pop ro te inas ,  l i be rando ~ X e s t e r o l  no e s t e r i f i c a d o  y m ino -  



E l  proceso endoci.Bic~ raquiere act ivo metabolisma ce- 

l u l a r  y ee compl'etamant6 lnhibido a 4pC o por inhibidores de 
w -  1 '.-.< 
Th - 2 I . 

g lucb l i s i s  y foa fo r i laebn  aacidativa. Inhibidores de l a  fun- 

cibn lisosomal, t a l e s  ocrno clorcrquina o cloruro de amonio, , 

I 
I' previenen e l  catabolielao de &as l ipoproteinas pero no inhiben I 

, 
l a  unibn o l a  internaZizaaEbft (151). 

La captac'tbn d@ l ipoprotetnas en Pibroblastos v ia cg 

mino de l a  LDL H originar tree consecuencias metabblicas imp02 

tantes : 1) inhibici6n de &a s i n t e a i s  de co lestero l  ce lu lar  

'(60, 149), 2) es~imulacibfi de l a  ester i f icac ibn de coleaterol  
I .  

in t race lu lar  (61, 152) y 3) reducci6n de l  n h e r o  de s i t i o s  r e  - 
captores para LDL debido a una disminucibn en su s i n t e s i s  (63, 

151). 

Cinco l ineas de exp~rimentaci6n documentan l a  importan - 
c ia  d e l  co lestero l  t ran~paxtado por laa  l ipoproteinas en l a  

i 

1) Estudios en 10s ~ua les  se emplea l a  administracibn 

o ra l  o endovenosa de colosterol  y precursores de ca les te ro l  



r a d i a c t i v o q  inozcan qire e l m  % o rake d e l  p recursor  e s t e r o i -  

dog&nico en adrenal ,  o w r i o  y p lacen ta  de t r e s  espec ies ,  in- 

c lu ido  e l  human~, proviens de fuen tes  e x t r a c e l u l a r e s  (49, 50, 

51, 115, 139, 176, 214, 241, 266, 331)'. 

c 2) Otra l i n e a  de  euit lencia se basa en t r a b a j o s  r e a l i -  

zadogi en' adrenalea y ovarius de r a t a s  y ratones. En e s t o s  a n i  - 
males s e  disrninuyeron notp.rfaslente 10s n i v e l e s  de l i pop ru te t -  

nas plasrnbticas por  t re tamien to  con 4-aminopirazolopirimidina ' 

(4-APP), un anhlogo de l a  adenina (178) o con 17 o( - e t i n i l  es - 
t r a d i o l  (138, 175), debido a l a  inh ib ic i t in  de l a  secrec ibn  o 

al aumento d e l  catabol isaro &. l a s  l i pop ro te inas  hep#t icas,  r e s  - 
pectivamente. 

Con e l  uso de cuer$quiasa de l a g  doe drogas 10s  result^ 

dos coinciden en seflalar una d i a i n u c i b n  de 10s b s t e r e s  de co 
L 

l e s t e r o l  i n t r a c e l u l a r e a ,  a w n t o  de l a  s i n t e s i s  de novo de ca - 
l e s t e r o l  debido a act fv idadgs espec f f i cas  e levadas de l a  WE- 

CoA reductasa y d i s m i n u c i b  de l a  s f n t e s i a  de co r t i cos te rona  

en adrenal  y de erogestcrona en ovar io ,  adernbs de una dieminu - 



La adminiat rac i i jn  m d ~ u e n o s a  de  l i p o p r o t e i n a s  a 10s 

animales  t r a t a d o g  r e v i r k s 6  &as e f e c t o ~  mencionados a  s u e  va- 

3) Var ios  grupas de f r a b a j o  cs tud ia ron  l a  impor tanc ia  

i d e l  c o l e s t e r o l  extI 'acel lular midiendo l a  ve loc idad  de  l a  e i n t e  
C 

' ?  . 
I 1 '  8is de novo d e l  ester01 y mu i n f l u e n c i a  en l a  s i n t e s i s  d ~ .  es- 

t e r o i d e s  En g lbndu las  adtenales. Los exper imentos ~ealiaebati 

3 u t i l i z a n d o  H20,  p a r a  mrciir veLocidedes a b s o l u t a s  de  c o l l e t c  ' 

r ogknes i s ,  mostreron que tanka  en a d r e n a l  coma en o v a r i a  l a  

producci6n de esteroidea-era&roxirnedmente 4 - 7 vecea mayor 

que la can t idad  de  c o l e s t e r o l . a p o r t a d a  por  l a  s i n t e s i s  de no- 

vo (10, 79, 183, 203, 286, 346)+ - 
4) Es tud ios  r e c i e n t e s '  d a s a r r o l l a d o s  en c b l u l a s  ovbr i -  

c a s  de ra ta ,  bovinae o  hmana5 en c u l t i v o ,  mos t ra ronque  l a  B= 

c rec idn  de  p r o g e ~ t i n a s  no I e  a f e c t e b a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  fiu? 

do en e l  rnedio de fncubacibn e s t a b a  p reaen te  un i n h i b i d o r d e  l a  

s i n t e s i s  de c o l e s t e r o l  (297, 305, 312, 345). 

5) La q u i q t a  l i n e 8  de ev idenc ia  p rov iene  de eatudiar 

10s e f e c t o s  de LOL o HOL @ubr@ La es te ro i dogbnes i s  y metmbo- 

l i m o  d e l  c o l e s t e r o l  par? e/lulas en c u l t i v o ,  de l a  u n i h  .de 

l i p o p r o t e i n a s  a  mas c & l u l s ~  y da l a  cap tac i6n  i n  v i v a  de 



l i p o p r o t e f n a s  ' r nmcada~ .poF  1 % ~  g l h d u l a e  e s p e c i f i c a s .  

Los t r a b a j o s  d e s c r i p t o s  an te r i o rmen te  demos t ra r ien  u n i  - 
vocamente que l& l i p o p r e t e % n a s  aon una f u e n t e  impo r t an te  d e  

s u s t r a t o  es te ro idog6n icg  para l a  g l endu la  ad rena l ,  o v a r i o  y 

- I , p l a c e n t a  de  variaias eapeciea.  

f .,& l.. 1 b/ -?.g .. S i n  embargo, se cteh t e n e r  cuidado en ex tende r  10s con - 
I 

cep toe  d i a c u t i d o s  a tadse la$ g l kndu las  e s t e r o i d o g h i c a s  o a 

t o d a s  l a s  espac iea ,  puesto que, en c i e r t o s  casos ,  10s t e j i d o s  

es te ro i dog&n i cos  pueden depender d e l  c o l e s t e r o l  s i n t e t i z a d o  

de novo, como s u s t r a t o  primrario p a r a  l a  produccibn de  homo- 

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

Un caso  es e l  t @ e t i s u l o  de r a t a  y o t r o  l a  a d r e n a l  d e  

hamster.  C o n t r a r i m e n k s  a l a s  a d r e n a l a s  y o v a r i o s ,  Morr is  y , 
Chaikoff (266) encon t ra ron  t#m en r a t a s  a l imen tadas  con co- 

l e s t e r o l  r a d i a c t i v o ,  la' a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  d e l  c o l e s t p r o l  

t e s t i c u l a r  s o l o  l l e g 6  37 # de l a  d e l  plasma. 

En e l  caso  de l a  d ~ a n a l  de  hamster ,  se observ6 una 

muy a l t a  a c t i v i d a d  espocf f lca de HHG-CoA r e d u c t a s a  en  eete t e  - 
1 . .  j i d o ,  aprox imadmente  20 - 30 veces  mayor que l a  medida en l a  

* 

I 
a d r e n a l  d e  r a t a  y una ve loc idad  de i n co rpo rsc i dn  9 vkces mar 

yor  d e  3~ d e  3 ~ 2 ~  a 1.- a a t a r o l e s  (222, 225, 235, 2 8 7 ~ ~ b l  a h ,  



e l  t ra tarn iento de la8 han~$or con bAPP no redu jo  10s b s t e r e s  

de c o l e s t e r o l  i n t r a c e l u ~ s r e e  n i  a m e n t 6  l a  ac t i v i dad  de  l a  

HMG-CoA reductasa.  

Todos e s t a i  resuZtados, p a m i t e n  especu la r  que e l  e s t e  C 

, r o l  b i os in te t i zado  de npw, s e r h  le f uen te  mhs impor tante 

piara l a  estero idog6nesie '  en l a  adrena l  de  hamster. 

BIOSINTESIS DE NOUO DE @&#Sl'ERdL 
- 

' HMG-CoA reductasa : e tapa  L imi tante d e l  carnino b i o s i n t g t i c o  

E l  es tud io  de l a  organizac i6n de  10s caminos b ioe in te -  

t i c o s ,  en tbrminos de ln a q u i t e c t u r a  c e l u l a r ,  e s  funcibn d e l  

conocimiento de l a s  rat i ones  enzimgt icas cons t i tuyen tee .  

En l o  concern iente 8 l a  a h t e a i s  de c o l e s t e r o l  en l a s  

cb lu las  de 10s mamiferoe, est6 demoetrado que l a  3-hidroxi-3 

m e t i l  g l u t a x i l  coenzima A reduc tasa  (WIG-CoA reduc tasa)  (meug 

l ona to  : NADP oxidoreducla$a EC 1.1.1.34) que c a t a l i z a  l a  

t ransformaci6n de HMG-CoA a .mevslonato, requ i r iendo do8 males 

de NADPH, e s  l a  enzirna r e g u l a t o r i a  de l e  ve loc idad d e l  camino 

d e l  e s t e r o l .  

E s  importante d e j a r , s c l a r a d o  que l a  mayoria de l o e  t r a  - 
ba jos  sobre  ubicaci6n sqbce lu le r ,  funci6n y regu lac i6n  de l a  



algunos hallazgos fueron v e ~ i f i c a d o s  en l a  glkndula adrenal 

y ovario, y aGn .cuando no fuaron establecidoa especif icemen- 

t e ,  esos resultad- s e  extendieson a 1  test iculo.  

b La Figura P muostra un esquema de 10s pasos in ic ia lee  

de l a  colesterog&nesis y da l a  cetog&nesis a p a r t i r  de ace t i 1  

CoA. 

Las primeras obse~vaoiones de que ex i s t i a  algGn punto 

de regulacibn en l a  sinkamfe'de colosterol  son de 1933 (311) 

y provienen de e7studiok en mimales enteros. Hacia 1950 se 
4 

mostrb que una dia.ta r i c a  em co lestero l  disminuia s u  propia 

s in tos i s  (156) pero reci6n easf diez afios despuks, t r e s  gru- 

pos de t rabajo i den t i f i cm.81  a i t i o  de regulaci6n a nivel  de 

l a  HMG-CoA reductasa (68, ?Sb, 326). 

En l a  decada d e l  'PC3, algunos autores observaron cambios 

en l a s  actividades no sblo ti8 la saductasa, sino tambibn. en 

l a  acetoacetil-CuA t io lgaa y en l a  HMG-CoA s in te tasa  (36, 87, 

337,360), per0 esqe cambios aran lentas e incompletos. ~demhs tm 

demaestrb que en animalas alimentadoe con co lestero l  hab fa  ugg 
ap- r iaciones en lao a ~ t i v i d a d e a  ds l a  pisof~afomevalonato dbcar- 

boxilasa, i sopen ten i lp i i oP~Patn isomerasa ,  dfmet i la l i l t rans-  



2 acetil-CoA -- acetoacetil-CoA - HMG-CoA ------c mevalonato 
\ 

3 A 
I 

CoA I I 

. . 

1-1 cuerpos cetbnicoa 

I 

acetona 0 
Figura f.Reacciones inicialea en e l  canino b ios in t6 t i co  d e l  co les te ro l  y for-  

maci6n de  cuerpo8. r;et6nica~-€nzimas 5nvolucPadas: 2: acetoacetil-CoA 
tiolasa.2:WG-CoA sinteta%&.3sHMO-CoA reduc$asa.4:WG-CoA l i a s a .  
% 3-hidr~?%ib4tf 'atr~ d e s h Z ~ n 8 ~ ~ . 6 : @ a s c ~ b n x i l a c i b s l  esponthnea. 



ferasa y escualeno a in te tma  (155,. 327). Amque e m s  varia- 

ciones eran pronunciadas, na ref lejaban 10s cambios produci- 

dos en l a  s ln tes l s  de colesterol.  De t a l  forma,esos s i t i o s  

regulator ios precedentes o ~ubeigu ientes a l a  HMG-CoA reduc- 

,, tasa,  demostraron se r  de importancia secundaria, por lo .  cual 

l a  HMG-CoA reduokasa s e  considera camo e l  Gnico punto de re- 

gulacibn para l a  b ios in tes is  de l  coleaterol.  

La enzima l imi tante dm l a  cole'sterog&nesis es  una . g l i  ' 

coproteha intr lnaeca d d  zwticulo endoplasm6tico (146, 168, 

2 5 9 ) ,  con un peeo molecular de 97.000 dalton y con e l  s i t i o  
, 

active ubicado del  lado ~ i t u s b l i c o  de l a  membrana (231). 

Otra caracter is t ica de l a  HMG-CoA reductasa que 8lene 

un signif icado f iaiolbgico, es que present8 un ritmo d iar io  

de actividad paralelo a1 ritmo de s i n t e s i s  de colesterol  de8- 

de acetato, cow un mkxirno de actividad hacia l a  medianaehe y 

un mlnimo a1 mediodla, coincidente en d is t in tos  tej idoq cmo 

higado de rat6n (207), higado (23, 316), in test ino (318) y 

adrenal de ra ta  (25). 

Los cambioe en l a  acfividad de reductasa esociadoa con 

e l  ritmo d iar io  son, a1 menos en perte, debidos a variaciones 

en l a  cantidad de enzime presente, como resultado de inducc ih  



. - 
r e p r e s i b n  en l a  s i n t n i d  de l a  onzima (180, 181, 316). S i n  

embargo, la e x i s t e n c i a  da u w i a c i o n e s  ritmicas en l a  a e t i v i d a d  

de HMG-CoA reduc tasa  en  otras espec ies ,  pa r t i cu l a rmen ta  en hu - 
manos o  en o t r o a  t e j i @ a s , n a  cPnocen. 

I I 

_ Regulacibn de 16 tiMG-CDA r e d u e t e s a  en t e j i d o  hep$t ico  
I ' f  lC 

I 

En t 6 n i n o s  g e n o r a h s ,  se han e luc idado  v a r i o s  mecanlo_ 

mos da regu lac i bn  ensim&t%ca en l o a  c m i n o s  metabb l icos ,que . 

i nc luyen  : rnodulaci6n par efectores i s o s t k r i c o s  y a l o s t & r i c a s ,  

r egu lac i bn  de l a  a i n t e s f s  y deqradac ibn de enzimas, c o n t r o l  

por  r a t r oa l imen tac i6n  y nod$?io&ibn cova lente .  Este h l t imo  

mecanismo e s  e l  mka impdirtante en l a  r egu lac i bn  po r  f o s f o t i -  

l a c i b n  - de fos fo r i l a c i 6n  de vaslaa enzimas d e l  metabol ism0 ge - 
n e r a l  de l a  g lucoea y  ae han c a r a c t e r i z a d o  en v a r i o s  siste- 

mas d i v e r s a s  p r o t e i n a ~  qu$ngeas y f o s f o p r e t e i n a s  f o s f a t s s a s  

que actGan en l a  in ter t ionvers f6n de  10s ea tados  f o s f o r i ~ e d a s  

y d e f o s f o r i l a d o s  de  l a s  enzimas. 

La forma k o s f o r i l a d s  puede ser l a  e s p e c i e  a c t i v a  o h 

i n a c t i v a  s e g h  s e a  e l  caiso.0Dmo se e x p l i c b  an te r i o rmen ts ,  l a  

ac t i v f dad  de  l a  HHG-CeA r educ tasa  est& s u j e t a  a r egu lac i 6n  a 

l a r g o  p l azo  p a r  e l  co les ter r& y esoa cambios ee a t r i b u y s n  a  



.& ' n  7 . 1  ? 3 
aumento o d isminucibn en l a  ar fn tes is  de  l a  ent ima,  mecanismo 

que e s t b  favo rec ido  p a r  l a  vkdg media c o r t a  de l a  r e d u c t a s a  

(aproximadamente. 2 - 4 hor~s) (62, 295). 

S i n  embargo.,la df9 iar ineibn r g p i d a  i n i c i a l  de  l a  reduc  - 
t a s a ,  observada en r a t a s  s l imen tadas  con c o l e s t e r o l ,  en  a u s e c  

c i a  d e  una d isminuci6n o o n c m i t a n t e  de r e d u c t a s a  inmunopreci - 
p i t a b l e  (181) no se padfa explicar p o r  d isminuc ibn de  s l n t e -  

sis enz im6t fca ,  l o  cua l ,  s u p i r i 6  l a  p o a i b i l i d a d  que l a  enzima 
' 

e s t u v i e r a  modulada en fame aguda por algGn o t r o  mecanisma. 

Beg y co l .  (35), t r a b a j ~ n d o  con microsomas de  h igado , 

de r a t a ,  dernostraran que la  a c t i v f d a d  de HMG-CoA r e d u c t a s a  

d i sm inu ia  severamente,cuetndo Las i ncubac iones  se r e a l i z a b a n  

en p r e s e n c i a  de  ATP y ng2' y qua l a  enzirna i n k c t i v a d a  a s  re- 

a c t i v a b a  p a r  incubac ibn con EOTA y f r a c c i 6 n  c i t o s 6 l i c a .  E s t e  

e f e c t o  r e v e r s i b l e  d e l  Hg-A@ s u g i r i 6  que l a  r e d u c t a s a  pod ia  

ser modulada covalentemrznttp por f o s f o r i l a c i 6 n  y d e f o s f o r i l a -  

c ibn.  E s t a s  observac ionea Luega ae eonf i rmaron y se e x t e n d i e  - 
ron  en o t r o s  labora tor io ta  (139, 153, 315). 

Nordstrom y col .  (275) p u r i f i c a r o n ,  de  c i t o s o l  de  higa - 
do, un s i s t ema  a c t i v a d o r  y atro s h b a m a  inh ib i .dor  depend ien te  

de  Mg-ATP, que modulamn gsvere ib lemente  a l a  r e d u c t a s a  medi- 



da en 10s microsomas o aulubilizada. Poateriormente se demos - 
t r 6  que e l  sistema activador era  una fosfoprotefna fosfntasa 

(197) y ademhs se purlf'ic6 8 humogeneidad l a  reductasa quina - 
sa  dependiente de Ng-ATP (38), observ&ndose que e ra  una pro- 

I 

tefna quinasa independiante de AMP, (196). 

Asimismo,varias l ineas de aufdencias indicaron que l a  

reductasa quinasa era convortida reversiblemente de una f o r  - 
ma act iva a o t ra  inact iva (59, 197)' y l a  inactivacibn de.ea- 

' 

t a  quinasa ae calal izaba por mediode una fos fo r i lasa  fosfata- 

sa. La interpretaci6n mhs simple de eeos datos fue que l a  re - 
ductasa quinasa era una enzima in terconvert ib le cuya forma 

act lva estaba fas fo r i  lad@, 

Para completar e l  c i rcu i to  de modulaci6n de l a  WE- 

COA reductasa, se encontrar alguna proteina quinasa 

dependiente de fos fo r i la ra  l a  reductasa quinaea. 

La btsqueda condujo a1 ha11azgo de una actividad enzimbtica 

en extractos microsomalea y en fracciones c i tos6 l i cas  (196). 

Se descub~ i6  qua l a a  k l t a s  fuerzas i6nicas normalmen- 

t e  usadas para medir l a  actiwidad da reductasa, impedian l a  

activaci6n de reductaea qu&nesa, y l a  evidencia sug i r i6  que 

l a  reductasa quinasa no se a ~ t i v a b a  a si misma. La nueva en- 



zima se denominb reduc tesa  qu inasa qu inasa (196). 

Debido a que l a  ac t f v i dad  de ambas qu inasas  se de te r -  

minan midiendo 3a a c t i v i d a d  d e  reduc tasa ,  l a  i n h i b i c i b n  de  

reduc tasa  quinaea qu inasa,  per0  no de  reduc tasa  qu inasa ,a  a& 

I t a s  f u e r z a s  ibn icas ,p rovee  une foriua e f i c a z  pa ra  d i s t i n g u i r  

i a s  dos enzimas. 

Todas estas obsarvsc iones,  peqnlTleron a I n g e b r u a p ~  
. 1.4 

y col .  (196, 197) s u g e z i r  que l a  HMG-CoA reduc tasa ,  es t s -mow 

du lada por  un a is tema b i c f c l i c o .  En e s t e  sistema, l a s  a c t i v i  - 
dades de HMG-CoA reduc tasa  y r educ tasa  qu inasa e8 t6n  regu la-  

das  por  f o s f o r i l a c i b n  r~ve re i - b l e .  La reduc tasa  es a c t i v a  en 

e l  es tado  de fos fo r i l ado ,  miant raa que l a  r educ tasa  qu inasa  

es i n a c t i v a  ba jo  esaa  c a n d i c i m e s .  La d e f o s f o r i l a c i 6 n  de am- 

bas  enzimas e s  c a t a l i z a d a  p o r  una f o s f o r i l a s a  f o a f a t a s a  hep6 - 
tics de 35.000 dal ton.  La f o s f o r i l a c i b n  de  reduc tasa  qu inasa 

r e q u i e r e  Mg-ATP y una entima denominada reduc tasa  qu inaea . 

quinasa,  que se encuen t re  en e l  c i t o s o l  y en 10s microsbmas. 

La c o n f i q a c i b n  d i x e c t a  de l a  f o s f o r i l a c i b n  d e  l a  ,re- 

duc tasa  qu inasa  se obtuvo t raba jando  con ambes enzimas, p-- 

viamente d e f o s f o r i l a d a s  can f o e f a t a s a  e incub$ndolas luego  



rnarcadas con 3 Z ~  se r e s l h b  por nedlo de una e l e c t r o f o r ~ s i s  

en geles (37, 38). 

Requlaci6n del  s i s tems.h ic /~2 ico  

A pesar yme fue cawrchsdo qua l a  reductasa quinasa y 

l a  reductasa quinasa qufns~er eran proteinas quinasas indepe2. 

dientes de nuc leb t i do~  cicZicos ('l96), diversos autores ha- 

bian observado en te j ido  hJep6tico de r a t a  (35, 56, 293) que 

: cual no se  descart6 que exiet ieee alguna ru ta  a l te rna t i va  pa - 
ra  l a  regulacibn de l  s i s t m a  bicfc l ioo por AMP,. 

Diversos trabajao a a c r i b e n  1s existencia de una .en- 

zima denominada fosfoprotr ina fasfertasa 1 que es  inhibida 

por una proteina termu~stable. Esta protefna es  act iva eblo 

en e l  estado fosfar i leda y l a  fosfor i laci6n es catal izada 

por una proteina q u i n a h  dapendiente de AMP,. Ese inhibidor 

fue ident i f icada en mGsculo esqucl6tico de r a t a  (189) y de 

cone30 (89, 273) y en hfgado de perm (301) y de cone jo (196). 
i 

Si e l  misino fac to r  estuvieae presente en higado de rata 

se  podria imaginar un mecmiana de eascada dependiente de 

AMP,, que a su vez rnodulaae l a  WulG-CoA reductasa. En es te  ee- 



quema, e l  nuc l e6 t i do  c i c l i c o  a c t u a r l s  es t imulando l a  f o s f o r l  

l a c i b n  y a c t i v a c t b n  d e l  i nh%&idar  de f o s fa tasa -1  p a r  una p r o  - 
t e h a  qu inasa  depend ionto  de NP,. Como e s a  p r o t e i n a  i n h i b e  

l a  d e f o s f o r i l a c f 6 n  de  WG-CoA r e d u c t a s a  y r educ taea  qu inasa  

po r  l a  f o s f o r i l a s a  fosQmtaua, l a  actr ivacibn d e l  i n h i b i d o r  au  - 
menta r fa  La ac t fw idad d e  r aduc taaa  qu inasa  i nh i b i endo  f i n a l -  

mente a l a  rmducrta9a. La F i g u r a  g mueatra un esquema g e n e r a l  

En e l  h igsdo d '  rata, tambibn se hab ia  observado l a  
' .  
<' 

i n h i b i c i 6 n  de  l a  HMG-CoA re$uctasa p a r  g lucag6n (124, 125) Y 
l 

eu a c t i v a c i 6 n  po r  i n s u l i n a  (215, 216). Por  l o  t a n t o ,  con l as  

numerosas ev i denc ias  d i s p a n i b l e a  y en comparaci6n con o t r o s  I 
s i e temas  enz imbt i cos  d e s c r i p t o a ,  es 16gbco suponer  que 1s ag I 
t i v i d a d  de l a  HE4G-CoR reduotasa e s t b  e u j e t a  a r e g u l a c i b n  h o r  - I 
mona1,donde e l  AMPc see a 1  segundo mansajero que desencadene 

l a  cascada  de  fosforilqe5onea-deFoeforilaciones que regu len  I 

f i na lmen te  l a  h i ps i n t e r s i s  &? novo d e l  c o l e s t e r o l .  

~ o d u l a c i b n  de ~ ~ ' W S G - C P A  r@yetess en 6rganos es te ro i doq6n i cos  

%* v .  Los f inicoe e a t u d & ~ . p u b l i c a d o e  h a e t a  e l  momento a c e r c a  , 

d e l  mecanismo d e  regu lac ibr i  de l a  enzima l i m i t a n t e  en  l a  bio-  

! I 
I 
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s i n t e s i s  d e l  c o l e @ e r ~ &  en t a g i d o s  p roduc to res  d e  e s t e r a i d e s ,  

fue ron  r e a l i z a d o s  en ad remA da hamster  ( 2 2 4 ) .  

Se inforrnb.de 18 ppesenc ia  d e  dos f a c t o r e s  : uno a c t i -  

vador y e l  o t r o  i n h i b i d o r  d a . 1 ~  a c t i v i d a d  de l a  HMG-CoA reduc  - 
, t a s a .  Los a u t o r e s  a i s l a r o n  e l  a c t i v a d o r  de a d r e n a l e s  de hams- 

f er y de t e r n e r a  y encont rbron que  ambos t e n i a n  p rop iedades  

s i m i l a r e s  a 1  ob ten ido  de  citoml d e  h lgado de  r a t a  ya que Las 

tres p repa rac i ones  as t imulaban en l a  misma p roporc ibn  a l a  re- 

duc tasa  de a d r e n a l  de  hamster. H6s aGn, e l l o s  s u g i r i e r o n  que 

l a  ensima s e  modula p a r  f a s f o - d e f o s f o r i l a c i 6 n  a 1  a i s l a r  un 
$ 

i n h i b i d o r  c i t o s b l i c o  f o e f o r i l s n t e .  . 

En o t r o  t r a h a j o  (223) se preeen ta ron  e v i d e n c i a s  de una 

es t imu lac i bn  aguda po r  ACTH en l a  r e d u c t m a  de  a d r e n a l  d e  

hamster ,  l o  c u a l  s u g e r i r i a  que l a  c o r t i c o t r o f i n a  p o d r f a  regu- 

l a r  de  a lguna faxma l a  ' ~ s f o - d e f o s f o r i l a c i b n  de  l a  r edue tasa ,  

probablemente a t r a v b s  de una p r o t e i n a  qu inasa  depend ien te  de  

AMP 

De conf i r rgarse estss a u p o s i c i o n e s , . e l  mecanismo de  re- 

gu lac ibn  de  l a  HHG-CoA reduc tesa  en l a  g lgndu la  a d r e n a l  d e l  
I 

hamster  s e r i a  s i m i l a r ,  y d-ndiente de  hornonas,  a 1  deec r ip -  

t o  en t e j i d o  hepb t i co  de ratasl. 



REGULACION HOMOLDGA Y ttETfROUXA DE LA FUNCION TESTICULAR 

Dasens ib i l i zac i 6n  y r qsens ib i $ i zac l bn  t e s t i c u l a r  p o r  LH/hCG 

Se ha denwetredo que muchas hormonas regu lan  l a  concep  

t r a c i b n  de  s u s  r e c e p t a r ~ s  y e p e c l f i c o s  en l a  s u p e r f i c i e  de  a u s  

~ L l u l a a  b lanco 18 (144,  226). E s t a  r egu lac i bn ,  comu!nme#tr. 
c: 

l l e v a  a  l a  pk rd ida  de a I t i o s ' r a c e p t o r e s ,  s i n  cambiar laa 

p iedades  d e  unibn de 10s restantes r ecep to res .  La consecuen- . 

c i a  de  e s t a  pb rd ida  de  receptores, i nduc i da  p a r  hormonae, so  - 
b r e  l a  func i6n  da l a  &Iu&@ * b lancu It nu ha s i d o  examinada 

en d e t a l l e ,  aunque ~ a r ~ o s  trattrajoa han e s t a b l e c i d o  que l a  

" d e s e n s i b i l i z a c i b n  fl de La - a d m i l a t o  c i c l a s a  a 1  es t imu lo  ho r  - 
monal e s t 6  r e l a c i o n a d s  con. l a  reducc ibn  en e l  nfimero de  receg 

t o r e s  e s ~ e c i f i c o e  (182. 211). 

4L Se ha bhs r do que el . .e fecto d e s e n s i b i l i z a n t e  de l a  

gonado t ro f ina  sob re  l a  gd-iata c i c l a s a  ovg r i ca ,  r e s u l t a  de 

l a  ph rd ida  de r e c e p t o r e s  pwa  LH (92) y que, l a  r egu lac i bn  

nega t i va  de  10s r e c e p k r e s  CeB t i cu l a res  p a r a  LH p o r  l a  gona- 

d o t r o f i n a  e a t 6  ecompaflsda de una r e s p u e s t a  d i sm inu ida ,  medi- 

da  po r  l a  es t imu lac ibn  i n  v i t r o  de  l a  producc ibn  AMP 

c l c l i c o  y t e s t o s t e r o n a  p o s ' t t a p t i c u l ~ a  descapsu lados  (92). 
I I  ,- . ' i 3  t:!: 1 



La n a t u r a l e t a  y Qxtena i6n de e s t o s  cambios en  10s re- 

c e p t o r e s  y l a  r ~ ~ p u e s t a  htjmrronal, deepu6s de  l a  admin is t ra -  

c i bn  exbgena de  gonado t ro f ina ,  e s t g n  r e l ac i onados  con lee d g  

sis de  hCG adm inAs t rada~  y varrian con e l  t iempo d e  inyecc ibn.  

i Por  ejemplo, d o s i s  de 200 ng de hCG no causan camhioa , .j ' 
' en e l  con ten ido  de r e c e p t o r e s ' e n  las pr i rneras v e i n t i c u a t r o  

ho ras ,  pe r0  luega  de  cuaranka y ocho ho ras  s e  puede obse rva r  

una rnercada d isminuc idn en.&& unidn d e  hCG, que se rnant iene 

a b a j o s  n i v e l e s  d u r a n t e  vrrios d iaa .  La ocupacibn de  una pe- 

queRa p roporc ibn  de 1 o s . r a c e p t u r e s  , t e s t i c u l a r e s  por_hCIG, se 

acompafia de  una rnsrcada d iw ihc t c i bn  en l a  r e s p u e s t a  de  AMP 

c i c l i c o  du ran te  lae p r i m 3 a s  doce ho ras  ~ o s t e r i o r e s  a l a  i n -  

yecc ibn de hormma, en .ausena ia  de  cambios d e t e c t a b l e s  an l a  

formaci6n b a s a l  de AMP c i c l i c o ,  S i n  embargo, l a  producc ibn 

de t e s t o s t e r o n a  i n  v i t r o  @ . m u e s t r a  un cambio i nve r so ,  can 

una e l evac i bn  en l a  prodwcci6n b a a a l  y s i n  cambio en l a  res- 

puea ta  rnhxima a hCG. 

E s t a s  obsqrvacionetb .Bndfcan que l a  ocupacibn de  un pe  - 
quefio nGmero d e  ~e;ceptsres ,  crausls i n i c i a l m a n t e  una marcada 

d e s e n s i b i l i z a c i b n  en  l a  reapweeta de  AMP c l c l i c o  y s u b s a c u e ~  

temente  l l e v a  a l a  pbrd i t b  de 2/3 ds 10s s i t i o s  r ecep to res .  



A t r a v g s  de e s t o s  cambios que  no a lcanzan  a 1  e s t a d o  de com- 

p l e t a  a b o l i c i b n  de e i t i o s  r e c e p t o r e s  y  r e s p u e s t a  d e  AMP c f c l i  - 
co,  l a  r e s p u e s t a  mhxirna CfEl t e s t o s t e r ~ n a  i n  v i t r o  " permane- 

ce i n a l t e r a d a ,  ind fcando l a  p r e s e n c i a  de  r e c e p t o r e s  en exceso 

Luego de l a  i nyecc ibn  de d o a i s  de  2 ug de hCG se obse r  - 
va una pbrd ida  d e l  80 - 90 # da  10s r e c e p t o r e s  depubs da  24 

ho ras  y una d isminuc ibn mayor en  l a  r e s p u e s t a  de AMPc que con 

200 ng de hCG y adembs una d isminuc ibn en l a  producc ibn de  

t e s t o s t e r o n a .  
I 

La es t imu lac ibn  con ca&erbgeno, de l a s  c g l u l a s  de  Ley- 

d i g  o b t e n i d a s d s a n i m a l e s  t r a t l d o s  con 2 ug de hCG, d e s a r r o l l a  

r e s p u e s t a s  de AMPc que son cornparables con las de  10s grupoe 

c o n t r o l e s ,  pe ro8  g l e s  aumentos en AMP,, l a  p m d u c  
I;, 1 i 

c i b n  de t e s t o s t e r o n a  paraanece rnarcadmente  reduc ida.  T ~ p o -  

co se sobrepasa  La les ib r i  par es t imu lac i bn  con d i b u t i r i l  WPc, 

u t i l i z a n d o  concen t rac iones  que es t imu lan  l a  ea te ro i dog&nes i s  

en c g l u l a s  de Leydig noma lea .  

Dado que 10s e s t u d i o e  de uni6n de  AMP c f c l i c o  no de- 

rnuestran pk rd ida  de wi6n a l e  p r o t e f n a  qu inasa  en  l a s  chlu-  

l a s  de 10s an imales  d a s a n s f b i l i z a d o s ,  'supone que n i  e l  AMP c f  - 



c l i c o  n i  l a  qu inasa  Sean cauean tes  d e  l a  r e s p u e s t a  es tero id ;  

gbn ica  dafiada. ~ d e m k s , e l  h a l l a s g o  de  que l a  est imulac i 'bn ho r  - 
monal 1' i n  v i t r o  produce un aumento s i g n i f i c a t i v o  en l a  

s i n t e s i s  de pregnenolona,  i n d i c a  una adecuada a c t i v i d a d  de  

, l a  enzima encargada de  l a  r u p t u r a  de l a  cadena l a t e r a l  d e l  

I I! I d o l e s t e r o l .  
t I 

E s t o s  r e s u l t a d o s  han detmstrada que l a  segunda lemibn ,- ' ?; +:*. : 
--* -:-- 

a - en e l  camino estero idog&nica, indu~ida po r  La gonado t ro f ina ,  

se encuen t ra  despu6s de  l a  enzima que esc i nde  l a  cadena l a -  
' 

t e r a l  d e l  precursor es te ro i dog6n i co  en  a q u e l l a s  c h l u l a s  con 

un mpderado grad0 de dep lec i6n  de r ecep to res .  Contrar iarnente,  

en e l  grupo de animalea inyerctados con 10 ug de hCG donde l a  

concen t rac i6n  de r e c e p t o r e s  de memhrana es aproximadamente e l  

5 %, adem6s de l a  disminucibn en l a  producci6n de  AMP c i c l i c o  

observada con o t r a s  d o s i s  menores, l a  r e s p u e s t a  d e  p regneno lg  

na  " i n  v i t r o  f u e  campletamente abo l ida .  Es to  i n d i c a  que, 

una pb rd ida  m6s ex tensa  Be r ecep to ree ,  r e a u l t a  en l a  pb rd i da  

ae 10s procesos  n a c e s a r i o s  para mantener l a s  enzimas e s t e r o i -  

dog6nicas1 inc luyendo e l  cctmplejo enz ims t i co  que esc i nde  l a  
I ' 

cadena l a t e r a l  d e l  c o l s s t ~ r o l  (118). 



2 . p  1' d s te r io rzas  ev i oenc ia ron  quh &st& defect jo es - 
t a b a  c a r a c t e r i z a d o  po r  m a  acumulaclbn de intermediaries 17- 

Dc h id rox i l ados ,  ha l l azgo  wn 'ca rdan te  con una l e s i 6 n  a n i v e l  

de  l a  17,20-desmolaaa, e n z h  r e e p o n s ~ b l e  de l a  convere ibn  

, d e  p recu rso ree  27-hidroxiladog3 a andros tenod iona  \I deh idro-  

ep i and ros te rona  ( 8 5 ) .  La cnusa de  l a  rnarcada disrninuci6n e n  

l a  a c t i v i d a d  de l a  17,20-desmolasa, an c g l u l a s  de Leydig de- 

s e n s i b i l i z a d a s  po r  gonadof r o f  i n a ,  no ha s i d o  e l uc i dada  a b ,  

pero  e x i s t e n ,  a1 rnenos, da8 mecanismoa que podr lan  ser respon - 
' s a b l e s  de  l a  l e s i 6 n  enrkrn&tica observada. 

I 

Primero,  e s t u d i o i  p r e v f o s  i nd i can  que l a  admin is t ra -  

c ibn  de  es t r bgenos  posee  un s f e c t o  i n h i b i t o r i o  d i r e c t 0  aob re  

e l  tes  

gonadotxbf ica  a m n t a  la produccibn de  es t rbgenoa  en 

t i c u l o  (112). AS$, es p o s i b l e  a es t f rnu lac i6n l o ~ a l  

de  l a  praducc ibn d e  eah.6gonos en e l  t e s t l c u l o ,  p o r  l a  d o s i s  

d e s e n s i b i l i z a n t e  de  hCG, cause  e l  bloqueo de l a  es te ro i dog6ng  

- sis corno un fenbmeno p a r a l e l o  a l a  pk rd ida  de  r e c e p t o r e a  p a r a  

! LH. E l  e f e c t o  de  10s a s t r 6 g e ~ a  s o b r e  l a  b i o s l n t e s i s  androg6- . d 

. I n i c a  i n c l u y e  l a  aupres ibn  de .la a c t i v i d a d  de 17 -W h i d r o x i l a -  
I 



Segundo, .el e f e c t ~  g e n e r a l  da remocicln o reduction sfi - 
b i t a  d e l  a p o r t e  de  homona t r b f i c a  p a r a  l a s  c g l u l a s  d e  Leydig 

d i f e r e n c i a d a s ,  p n d r i a  ser un f a c t o r  a d i c i o n a l  en l a  a p a r i c i b n  

de d e f e c t o s  b i o s i n t 6 t i c o s  gsl las c k l u l a s  d e s e n s i b i l i z a d a s .  

, Aunque solamente se necee ige  que una pequefia p roporc i6n  de 

10s r e c e p t o r e s  ea t&n  ocupatk7a p a r a  p roduc i r  l a  r e s p u e s t a  este - 
ro idogbn ica  mbxiha, un d e s ~ m s o  marcado en 10s r e c e p t o r e e  po- 

d r i a  causa r  una d isminuqibn Cor respond iente  en l a  capacid.ad 

. de 10s b a j o s  n i v e l e s  dl p n a c b t ~ o f i n a  p lasrn&t ica,  p a r a  msnte- 
' n e r  10s caminos estero ida$&r i icos c a r a c t e r i s t i c o s  d e  l a s  cblu-  

l a s  d e  Leydig. 

E s t e  proceao p o d r l e  exacerbaee .si, a l a  admin is t ra -  

c i 6 n  d e  una d o s i s  d e s e n s i b i l i r a n t e  d e  gonado t ro f i na  exbgena, 

l e  s i g u i e r a  una c d d a  s.ecunelrps3.a en l a  s e c ~ e c i , 6 n  d e  l a  gona- 
I 

I- 
d o t r o f  i n a  endbgena. Ea ta  ~sids p o d r i a  r & u ~ t a r ,  indkrec tencn-  

t e ,  de  l a  r e t r oa l imen tao idn  n e g a t i v a  a n i v e l  h ipo ta lemico  p a r  
I 

e l  aunento t r a n s i t o r i o  en 108. n i v e l e s  andragbn icos  p lasmkt i -  

cos  produc idos p q r  l a  d o s i s  d e s e n s i b i l i z a n t e  de  hormona fl i n  

v ivo  y ,  poeib lemente par wta acc ibn  nega t i va  u l t r a  c o r t a  
' de l a  gonado t ro f ina  exbpma  para d i sm inu i r  l a  s e c r e c i 6 n  p i t u i  - 

t a r i a  de LH (262). 



Estos estudios han chas t rado  que l a s  respuestas de 

cklulas efectoras, luepo d e  l e t  pbrdida de receptores induci- 

da por hormonas, atraviaeqn una s e r i e  de carnbios que reaul- 

tan en un procem. conoeido C O R ~ O  deseneibil izacibn. E l  primer 

, carnbio, es l a  pbrdida do respueata de adeni l  c i c lasa  a l a  

hormona,"con l a  oonsecwnte dirmln.ciba en 10s niveles de Y 
i I , ,  ' I 

AMPc intracelu lares.  Ls d e ~ ~ s i b i l i z a c i 6 n  i n i c i a l  d e  l a  ad.- 

n i l  c ic lasa,  es una conseGuencia inmediata de l a  ocupac&bn . 

de 10s receptores y ocurss rnucho antes clue l a  verdadera per- 

dida de receptores. Este ppoceso ha sido descripto previa- 
, 

mente en cklu las lu tea les  del. ovario (48) y en ce lu las  de 

Leydig tes t i cu la res  (1813)- 
, :: 

Las hltimas consecusncias de l a  ocupacibn de 10s r e c q  

tores incluyen l a  pkrdida d ~ .  ' lo8 mismos, aparenternente por , en - 
doci tosis y degradacibn l isommal (19) del  complejo h o m m  - 
receptor ( y  receptores l ibrea adyacentes), y e l  daRo re lacio-  

nado con l a  produccibn de WW c ic l i co  y l a s  reapuesta d is ta-  

l e s  de l a  chlula afectora que incluyen lesiones en d i s t i p t a s  

enzimas de l  camino b i o s i n t b t t ~ o  de esteroides. 

Bas6ndose en todos ~ s t u s  reeultados, Calvo y col,  (75, 

78) enfocaron e l  estudio de l a  accibn de l a  hormona lu ta in i -  



z a n t e  sob re  l a  c b l u l a  de  Laydig, i nves t igando  e l  e f e c t o  que 

t end r f an  v a r i a s  d o s i s  de gonado t ro f ina  sob re  e l  proceso d e  
E* - 
f h i t  -. 

desensibil izaci6n.. Motiv6 ase e s t u d i o  e l  hecho de  que une da 

l a s  pruebas de fumionrsZfduol , t e s t i c u l a r ,  r e a l i z a d a  en p a c i e c  

, t e s  con sindrome de  t e s t i c u l o  c r i p t o r q u i d i c o  o no descendido-, 

dona i s te "  en l a  inyecc ibn '  de rnf i l t ip les d o s i s  de  gonado t ra f ina  

c o r i 6 n i c a  humana, a d i f e r e - n t a ~  i n t e r v a l o s ,  rnidiendo p o e t a r i o r  .I 

mente l a  concent rac i6n p l w m 6 t i c a  de  t e s t o s t e r o n a .  S i  estq 

proceso de desena fb i l i zec i bn  ouu r re  en e l  s e r  humano, sa pre- 

s e n t 6  l a  p regun t s  acerca de qu& sucede r i a  e n  e s t o s  casos  don- 
4 

de d o s i s  masivas de gonadot rp f fna son sum in i s t r adas  r e p e t i d a s  

veces. 

E l  modela e x p e ~ f m e n t a l  fue l a  r a t a  t r a t a d a  con do6 doc 

sis de hCG (200 U I  cada d o s i s ) ,  adrnin iat rada subcutanearnenter 

Los r e s u l t a d o s  a b t m i d o s  demttestran que l a  admini i txe-  

c i 6n  de hCG disrninuye e l  t$mra de  a i t i o s  r e c e p t o r e s  y que 

una segunda d o s i s  a d m i h f e t ~ a d a  en e l  momento de r e s t a u r a c i b n  

de l a  poblac ibn r(e reo~ptares vue lve a ocas iona r  una dimin: 

c i 6n  en l a  capacidad d i  unibn de  gonadotrof ina.  Vale d e c i r  

que e l  t r a t a m i e n t a  con Uosl$ e levadea d e  hCG s iempre produci-  

r i a  una disminucidn en* e l  &ern de s i t i o s  r e c e p t o r e s ,  qu i zgs  



F. l ! ! I  
como p a r t e  d e l  mecanismo .de acc ibn  d e  e s e a  hormona. 

S i n  embargo, una eagunda d o s i s  de  hCG, a  p e e a r  de  i r  

acompaflada po r  pe rd i da  de r a c e p t o r e e  y d e s e n s i b i l i z a c i b n  d e  

l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  no impide a l c a n z a r  l a  r e s p u e s t a  maxi- 

, ma en l a  produccibn ds' t a s t o s t e r o n a  s i n o  que,  p o r  e l  corl t ra- 
m '  I .  

, . 
' : i i o ,  produce un fenbmem d. $ & p o d r i a  l l ama rae  corno eu- 

p e r s e n s i b f l i d a d  ya que La produccibn de  t e s t o s t e r o n a  por  l o e  

t e s t l c u l o s  es t imuladoe,  "in v i t r o  l a ,  con hCG en c a n t i d a d  a a  ' - 
t u r a n t e ,  sobrepasa  en much0 l a  produccibn c o n t r o l ,  

E s t e  es t imu lo ,  apaf&ntsmente, s e g u i r i a  p a r t i c i p a n d o  
4 

de  l as  c a r a c t e r f s t i c a e  crornune.~ a una ea t imu lac ibn  normal ya 

que cont inGa dependiendo de LEI s i n t e s i s  con t i nua  d e  p r o t e i n a s  

y  tambien e s  p o s i b l e .  ~ w n c a d r n a r l o  p a r  i ncubac ibn  con dibu; 

t ir i l-AMP c ic l i co . .  Ea de n a t a r  que a1 i n cuba r  e l  t e s t f c u l o  

de  l a  r a t a  t r a t a d a  con dos dasis de hCG, l a  produccibf i  de t e z  

t o s t e r o n a  no va acpmpaffade Msn un sumento n o t a b l e  en l a  pro- 

ducci6n de  AMP ciclico, E s b  s u p o n d r h  e l  d e s a r r o l l o  de un me 
I - - 

' ~ a n i e m o  es ta ro idpgkn ico  slternat i  ve, independ ientemente  d e l  

nuc l eb t i do  c i c l i c o  o  bian que e l  mecwisrno cornbn se a e n a i b i l i  - 
z e r i a  de trsl forma que .pequeflas can t i dades  de  AMP cic l ico,  no 

d e t e e t a b l e s  po r  + e l  m6Wdo cia!. medic ibn usado, s e r f  an capaces de 



IF- -..,, 

e s t i m u l a r  l a  b i a$ in tesk& 'es ta fo i dea  a n i v e l e s  supranormales.  

E l  e s t u d i o  de  l a  ub icac i6n  de l a  l e s i b n  en e l  camino 

metabb l ico ,  mediante l a  d d t e m i n e c i b n  de  l a  produccibn de  prg 

ges te rona  y s u  de r i vadc  77-hldroxi lado,  i nd i cb  que l a  sepunda 

; inyecc i6n de  hCG, a p a r m t m a n t e ,  r e v e r t i r f a  ese bloqueo,enz i -  

mht ico,  l l evando  l a  r e l a a f b n  i n t e r m e d i e r i o  : t e s t o s t e r o n a  a 

v a l o r e s  normales. 

Todoa e s t o a  da tos ,  t m a d o s  en con junto ,  permi ten supo-' 

n e r  que l a  pr imera 
, -gy ; 

l i z b n t e ,  m ien t rea '  qu 
I 

f i n a  desencadener ia  una raepues ta  aUpram6xima en l o  a P r o  

enzimbt ico provocado por la' pr imera inyecc i6n.  E l  mecan$sana 

por  e l  c u a l  e a t 8  segunda dosie de hormona s e r f a  capaz de  ra- 

v e r t i r  e l  proceeo de d o e a n a b i l i z a c i b n  e s t e r o i d o g l n i c a ,  L M ~ E  

niendo l a  ~1-&n a n9ve1 de l a  a d e n i l a t o  c i c l a s a ,  e s t 6  

~ c c i 6 n  de  l a  pro lac t in .@ @ g e e  l a  f unc i6n  gonadal  

En I p s  mamiferma, la p r o l a c t i n a  (PRL) se h a l l a  e8tre- 

chamente re l ac i onada  a l a  , f '~nci6n reproduct iva .  E s t e  hecho ha 



s i d o  plenamente es t iab lac ldo en l a  hembra, en l a  que l a s  e c c i ~  

nes  de  l a  p r o l a c t i n a  t i e n a n  lug= B t res n i v e l e s  d i s t i n t o s  : 

I)  Sinerg ismo con l a  CH en e e t i m u l e r i b n  de  l a  producc i6n 

de p roges te rona  en l a a  cQlulee l u t e a l e s .  2) Sinerg ismo con 

, 10s e a t e r o i d e s  gonada les  en.@& d e s a r m l l o  y manutencibn d e  l a  

I " 1 g lbndu la  ' mamaria. 3) A niuel h i p o f i s i a r i o ,  regu lando l a  eecre - 
1 - 

c ibn  de LH. 

En e l  macho, e l  p q a l  de l a  PRL ha s i d o  considerab. le- 

mente menos es tud iado ;  s i n  mbazgo ,  en 10s b l t imos  afios 8e ha 

acumulado une can t i dad  c o m f d e r a b l e  de  ev i denc ias  ind icando  

profundos e f e c t o s  de dicha hogmona s a b r e  l a  func ibn  sexua l .  

E s t o s  e f e c t o s  pagecer ian  v e r t P i c a r m  en  10s t res n i v e l e a  men- 

c ionados en e l  caso de Zd hanrh~a, ea d a c i r ,  s ine rq ismo GQn l a  

LH y con 10s e e t e r o i d ~ s  ~&n&4$1es y s p b r e  l a  s e c r e c i b n  hlpo?i - r -2 
I 

* - 
s iar ia  de LH. 

Ear t ke  y !sol. dmoa-&$aron que en r a t a s  hipof isecCDmiza . - 
das ,  l a  PAL actuaba s i n 8 r g i o m a n t e  con la  LH en l a  i nca rpore -  - .  

c ibn '  de  ' 4~ -ace t? to  a t e s t o s t e r o n a  y en l a  r e s t a u r a c i b n  da 

10s n i v e l e s  p lasm6t i cos  de gndrbgenos (163, 164). E s t o s  re- 

s u l t a d o s  fueron p a r c i a h e n t e  corrubor%dos p o r  Jahnson (204), 

qu ien  ademes d m e s t r 6  l a  e x i s t e n c i a  d e  r i t m o s  d i a r i o a  de sen- 



s i b i l i d a d  d e l  t e s t f c u l o  a1 e s t l m u l a  con junto  de  ambas homo-  

nas. 

Por  o t r a  p a r t e ,  l a  demostrac i6n por  Char reau y co l .  

(101) de r e c e p t o r e s  e s p e c l f i c o s  p a r a  PRL en e l  t e j i d o  i n t e r =  

, t i c i a l  con f i rma r i a  l a  supos i c i 6n  de  que d icho  t e j i d o  e s  un 

e f e c t o r  normal de  l a  PRL'. 

No o b s t a n t e ,  e l  e f e c t o  mgs ev i den te  de l a  PRL en  e l  

macho es e l  que e j e r c e  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  y manutenci6n.de 

10s 6rganos sexua les  acceao r i os  (29). En r a t a s  inmadurae, 

e l  peso de e s t o s  brganos,  aument6 s i g n i f i c a t i v a m e n t e  cuando 
1 

se e l e v a r o n  s u s  n i v e l e s  de  PRL mediante un imp lan te  de h i p 6 f i  - 
sis en l a  c6psula '  s u p r a r r e n a l  ( 247). 

E s t a s  obeervac iones s o b r e  e l  e f e c t o  aparentemente  es t i  - 
mu la to r i o  de l a  PRL sob re  l a  s e x u a l  s e  contraponen,  

s i n  embargo, con l a s  en 10s que ae i n -  

ducen n i v e l e s  extremadamente e levados  de  e s t a  hormona. 

~dernbs ,  en e l  hombre, l a  h i pe rp ro l ac t i nem ia  s e  h a l l a  

f recuentemente  agoc iada a hipogonadismo, con pb rd ida  de  l a  1% - 
bido,  impotenc ia  y ba j o s  n i v e l e s  s g r i c o s  de t e s t o s t e r o n q  (141, 

d 

342). 



Sin embargo, l a  elevacf6n moderada de 10s nivelea de . 

PRL, par tratamiento con antagonistas dopamin6rgicos, p r ~ d u -  

jo un increment0 en l a  ~ s d p u r s t a  de t e ~ t o s t e r o n a  a l a  hCG ( 4 ,  

237). Esta Gltima obsesvacibn concordaria con e l  hallazgo de 

I una correlacibn ent re  e l  ritmo de aecreci6n de testosterona y 

e l  de PRL en sujetus numeles (298, 299). 

En cuanta a l a  pasibla accibn sobre e l  metabolisw do' 

andrbgenos, di ferentea ,autoxe%i han demostrado efectos inhihi- ' 

to r ios  (251), es t imu lebr ios  (364) o nulos (217), segGn el  ma - 
delo experimental, l a  dos is  y e l  origen de l a  hormona u t i l i z a  - , 

da. 

Este Gltima hectlo resa l t a  l a  importancia funbwnentaa 

de l a  fuente de 'harmone, ya que l a  actividad biolbgica, tmnro 

as1 tambi6n e l  t ipo de efeetos Laterales, var ia consider able^ 

mente de una e s ~ e c i e  a atrg, Esto ha sugerido l a  necesided de 

reconsiderar 10s efectae de l a  PRL mediante variecianes da 

10s niveles de l a  honnona endbgena. 

La secrac+bn de PR -&r l a s  c e l u l a ~  ac ldbf i las  da l a  

h ipdf is ia se h e l l a  prino~Peslmonte bajo a1 control  i n h i b i t ~ r i o  

de l  aistema dopmin6rgico h ipo ta lh ico .  Debido a e l l o ,  ea. hen 

usada antaganietas dopawin6rgicas, t a l e s  coma l a  su lp i r ida  y , 
I 



l a  pimocida, o a g o n i s t a s  da l a  dopamina t a l e s  coma l a  bramo- 

c r i p t i n a ,  con e l  o b j e t a  de  i n d u c i r  h i pe rp ro l ac t i nem ia  o de s u  - 
p r i m i r  l a  sec rec i bn  de PRt respect ivamente .  A h  cuando no pue - 
dan d e s c a r t a r s e  acc i ones  laterales p a r a  e s t a s  d rogas ,  s u  ad- 

, m i n i s t r a c i b n  c o n s t i t u y e  modelos smamente  Gtiles p a r a  es tu -  

d i a r  10s' e fec tos '  de  l a  PRL. 

A l t e rac i ones  r ep roduc t i vea  en e l  e s t a d o  d i a b e t i c 0  

La d i a b e t e s  produce innumerables t r a s t o r n o s  sexue les  y 

. r ep roduc t i vos  t a n t o  en machos c m o  en hel lbras de d i s t i n t a s  es - 
p e c i e s  es tud iadas .  Diversoa r e a u l t a d o s  exper imen ta les  demostra - 
r a n  c lararnente una d isminuci6n de l a  capac idad e s t e r o i d o g g n i  - 
c a  de  l a s  c g l u l a s  d e  Leydip en r a t a s  d i a b k t i c a s ,  ev idenc iada  

po r  las b a j o s  n i v e l e s  p lasrnht icos y t e s t i c u l a r e s  de  testoste- 

rona  (340). E l  t r a t a m i e n t o  s u s t i t u t i v o  con i n s u l i n 8  produ jo  

una recuperac i6n  parcia' l  de l o a  n i v e l e s  p lasm6t i cos  de t e s t o s  - 
t e rona .  

E s t a  d isminuci6n en 10s n i v e l e s  s k r i c o s  d e l  andrbgeno 

pod r f a  deberse  a una disminucit jn en l a  slntesis d e  testosterg 

na  por  l a s  c e l u l a s  de Leydig o a un e levado  r i tmo  de m e t a b e l i  - 
zac i6n  de l a  hormona. Se ha d m o s t r a d o  que l a  produccibn de  



t e s t o s t e r o n a ,  en,  respum4ip er l a  acc ibn  de gonado t ro f ina  exbge - 
na, f u e  d i ferenter  an te$+i~u10s de an imales  normales y d i a b b t i  - 
cos. A s i ,  en 10s m i m a l e 3  -#i@&ticos, l a  produccibn androgbni- 

c a  fwe i n f e r i m a  l a  de  loer mimales con t ro les .  Concomitante- 

mente con e s t a  r e d u c c i h  en la capac ided b i o s i n t h t i c a  test icz 

l a r ,  se produ jo  en lae ratas d i a b e t i c a s ,  una d isminucibn en  el  

n h e r o  de  r e c e p t o r e s  paza CH. 

Adem6s de  e s t a s  Pell$s, Calm y co l .  (76) observaron 

que l a 8  a o t i v i d a d e s  de lee ent imes generadoras de  NADPH, co- 

f'?g$~,$ndiepensable pars u u l o a  paeos es te ro idoghn icoa ,  es- 
. -b 21 

taban disminu idas en 81 e~bado.  d iab l t i oo ,  y la produccibn tie an 

drbgenos s e  recuperaha  &lo p a o ~ i a l m e n t e  con e l  agregado de 

NADPH exbgeno. Mhs aGn, se d s w r i b i b  una l e s i b n  a n i v e l  de 1s 

17-h id rox i lasa  ta8 t i cu la ;s  que no era r e v e r t i d a  po r  i n s u l i n a  ' 

I n f l u e n c i a  de las hork~n@a_$i ro idea,s  sob re  e l  t e s t i c u l o  

'La func ibn end6cr ina ds l a s  c b l u l a s  d e  Leydig d e l  tes- 
i 

t i c u l o  est6 regu lada  pbt  la$ w c i o n e s  aguda y a l a r g o  piero 

PRL y hormona d e  crecfmiasrstb (GH), e n t s e  o t r a s .  



Por ot ra  p a r t o , ' l a  px$ndula t i ro ides ,  por acci6n de l a  

hormona t i r o t rb f i ca  h i ~ i % s i e r i a  (TSH), secreta principalmen- 

t e  l a s  hononas tiroirleg. t r l iodot i ron ina (T3) y te t ra iodot i -  

ronina (T4) que regulan 111 mrtsbol imo de cas i  todas laq cklk 

I. l a s  da l  organismo. 

Desde principtaa de sfg lo ,  ombios macrosc6picos en l a  

t i r ~ i d e s  fueron asoc iuda~  .Wn proceeos reproductivos anorma- 

les. Tales cesos incllrym &. cra t in imo,  l a  t i ro tox icos le  y 

e l  mixedema. Sin emba-, 2 $ 4 r s  in tantos For relacionar desvia- 

cionea menores de l a  candis,%bn normal o eut i ro idea a f e r t i l i -  

dad, y 10s in tentos por.mr3hg3.r l a  Pert i l idad subnormal con 

l a  terap ia  con hornonas -t"l~pid62as,conduJeron a resultados con - 
t rad ic to r ios  que %fin hoy generan controversias ent re  diqt in- 

tos  grupos de trabajo. . . 
En 10s pgrrafcs .taiprsjeg$es ee presentan, brevemente, 

algunas observaciones mai~rodss en e l  caso de una funcibn ti 
roidea al terada sobre la@ pfacesos .reproductivos de l  macho. 

La defici-encia M' hamonas t i ro ideas va acompafiade por 
, . 

al teraciones norfolbgiaas y funeionales en e l  e j e  h ipaf isar io 



gonaaal ( 3 4 8 ) .  Sin  emltlerspa,,d~aoe &as primeros t r a b a j o s  de 

Hammet (170) en 1923, hp@a la f eche ,se  descr ib ie ron  nume- 

rosos  resu l tados  contrgltd$,~&rlos respec to  a 10s a fec tos  d e l  

h ipot i ro id ismo sobse 1 ~ s  n i ~ e l s a  de horrnonas h i p o f i s a r i a s  

s k r i c a s ,  secrec ibn  de andPglC)enoe y an 10s pesos de 10s 6rga- 

"0s d e l  bistema r e p r o d u c t i w  (93, 94, 329, 362). Ent re  c~tros, 

Baks i  y col .  (32) y B r w l i  y col. (67) informaron b a j a s  qon-, . 

cent rac iones  ab r i cas  de LH y t es toa ta rona ,  mient res que . 

Halland y col. (206) na obsmyeron d i f e r e n c i a s  en e s t o s  par& 

metroe e n t r e  animales e u t i m i d e o s  e h ipo t i ra ideos .  
I 

Mucha de 2a cant rovess fa  en l a  l i t e r a t u r a  puede s p r  

a t r i b u i d a  a l a  v a r i a h i l i d a d  de 10s mbtodos usados para deem 

r a r  e l  estado t i r o i d e o  no-mal+. Hay t res formas de ~QQCEIP :&ll; 

hipot i ro id ismo exper imental  : l a  t i ro idec tomia  q ~ i r b r g i m ~  l a  

rad io iodo t i ro idec ton th  y' el t ra tamien to  con goi t r6genaa ' &ioa . . 

urea, t i o u r a c i l a ,  me t i l t i ou rea ,  p rupk l t i ou rac i l o  y m e t f ~ r -  

captoimidazol).  Aunque Lbs xesul tadoa obtenidoa por  10s dl*  

t i n t o s  mbtodos sqn eo~ltstde2edas equ iva len tes  y r e p r s s e n f a t i b  

vos de animales h i p o t i r o k d p i  (3471, se observaron difarern- 

c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con kes t f j t m i e n t o s  y n i v e l e s  de gqitrb- 

genoa d i f e ren tes .  Tenbtbn h ~ y  que t e n e r  en c q n t a ,  e n t r e  



o t r o s  par&rnetros, l a  ed46 da l o e  an imales ,  e l  t iempo de  t r a -  

tarn iento y l a  c e r t e z a  i a  remocibn o d e s t r u c c i 6 n  completa 
' ,  

d e l  t e j i d o  t i r o i d e o .  

H ipe r t i ro id i s rno  
I' 

De l a  misrrra menera que en e3 h ipo t i r o i d i smo ,  hay va- 

r i o s  t r a b a j o s  d ~ l  e f e s t o  lEhB1 h i p e r t i r o i d i s m o  exper i rnentn l  

s o b r e  l a  f unc i6n  testicu%qp, CQn 10s c u a l e s  no s e  puede l le -  

g a r  a conc lus iones  f irmw ys qua sun  c o c t r a d i c t o r i a s ,  pues s e  

: ha observado ea t imu lac i&n  C75, 98), i n h i b i c i 6 n  (108, 356) o 

ningdn carnbio ('l92) en los tost$culos de v a r i a s  espec iee .  

En t re  10s e s t u d i ~ r s .  m&s r e c i a n t e s ,  un grupo de  t r a b a  j o  

- demostrb que eL t rs ta rn ian l i g  coh T3 no i n d u j o  cambios en 10s. . , 
n i v e l e s  s & r i c o e  d e  LH a' F W  {105) m i a n t r a s  que o t r o  drupd ob- 

s e r v 6  disrninucibn en La 1H .pe ro  no en l a  FSH (186). 

Por  s u  p d r t a  S c h r d d e r  y 01. (310), t r a t a n d o  a r a t s s  

machos a d u l t a s  con T 4 , a o s t r a r ~ n  una dtsminucibn de  apraxima- 

damehte 40 % en l a  FSH psrfl una cafda no s i g n i f i c a t i v a  de  l a  

LH s g r i c a .  La declinaci-;kan q 10s n f v e l e s  de FSH seria cops is -  

t e n t e  con una eapermato&nssis y a c t i v i d a d  d e l  e p i t e l i o ' g e r m i  - 
n a l  d i sm inu idas  '(328). 1 , -  . .  

.ii* . . I  i 
- i. 

. - . . 



E s t o s  mismoa a u t o r e s  (3'1.0) d e e c r i b i e r o n  un aumento d e  

s i n t e s i s  de t e s t o s t e r o n a  a p a r t i r  de pregnenolona It i n  v i t r o  

s u g i r i e n d o  un e f e c t o  directs de l a  T4 eob re  e l  t es t f cu10 , t . l  

vez es t imulando l a  17- a - h i d r a x i e a t e r o i d e  deahidrogenasa.  

I Las c o n t r a s t a n t a g  d i f a r e n c i e s  en 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i  .- 

dos  po r  10s d i s t i n t o s  grqQa:de t r a b a j o  pod r f a  debe rse  a l a s  

d i s t i n t a s  hormonas t i ra idear8  usadas,  d o s i s  empleadas o fcrrne 

de adm in i s t r ac i 6n  d e  l a8  miernas, o b i e n  a l a s  d i s t i n t a s  gep.aa ' 

^ k  
de  an imales  u t i l i z a d a s  ahlcls ea tud ios .  

S i t i o s  de acc ibn  .sobre  3.a '.fmcibn t e s t i c u l a r  

Las obaervac ianes  r e ~ m i d a e  en l a s  secc i ones  precedon- 

tee demuestran que l a  t"imci6n t e e t i c u l a r ,  pos ib lemente  eat6 

r egu lada  p o r  un ampl io ~airga de concen t rac ibn  d e  hormonm ti-. 

ro ideas .  S i n  embargo, La naLura leze de  l a  r e l a c i b n  t i r o i d e s  - -  

t e s t f c u l o  y 10s me can ism^ por l o ~  c u a l e s  lee horrnonae ti.&%- 

deas  i n f l u e n c i a n  1.a gdnada w s c u l i n a  no e a t &  c l a r o s  h a e t a  e l  

presen te . .  
,* :- .' " 

!' -- . 



OBJETI VOS DE LA PRESENE .XWE@XGA.CION 

E l  o b j e t i v o  del p~&roan te  t r a b a j o  de T e s i s  f u e  e l  e s t u  - 
d i o  de a lgunoa mecanism#& m o l i c u l a r e s  invo luc rados  en l a  re -  

&? :  + 
gu lac i6n  de l a  a $ h t e s i s  de  t q s t o s t e r o n a  po r  l a s  c e l u l a s  d12 

, A .4 

' Leydig. I-, .- 
:, - 5  

Q 

Se enfocb l a  i n u a s t i g e c i 6 n  eobre  l a s  p o s i b l e s  fuentes 

de  p rov i s i bn  d e l  c o l e ~ t ~ a a X , p r e c u r s u r  o b l i g a t o r i o  e n  l a  mete - 
ro idog6nes is ,ya  s e a  el  qlag as t r anapo r t ado  po r  l a 6  l i p o p r o t e  - 
i n a s  plasmbticaa,corno ask t s n n b i h  e l  que p rov iene  de  l a  bio- 

Se  d i o  e s p e c i a l  atmcibn a l a  WG-CoA reduc tasa ,enz i -  

ma r e g u l a t o r i a  d e l  c a d n o  b i o s i n t Q t i c o , y  se e s t u d i 6  s u  rnodu- 

l a c i 6 n  po r  d i v e r s o s  ~ac. t ;~rsga y en  d i a t i n t a s  cond ic ionee  expa - 



MATERIALES ;Y METODOS 



ANIMALES UTILIZADOS 

Se u t i l i z a r o n  rataa,machos de l a  cepa Wistar (Rat tus  

norvegicus a lb inus,  vacfederd Wistar), a d u l t a s  (aproximadamen - 
t e  de 60 d i a s  de d a d ) ,  aalvo espec i f i cac ibn  en contra.  

i 
Condiciones d e l  Mot!ario : temperatura cons tan te  

(25PC1, con p e r h d o s  ds! luz  de 12 horas y 12 horas de oac;u~& 

f i n i d a  coma dosf k reaen@S&il%zante. 
, 

Luego de este tr&srniento, 10s anima1,es Pueron sacri- 

f i cados  por decapftac&fjro a lma 72 horas  de l a  pr imera o segun - 

dad. Los a n i m a l ~ s  recibie3mh d i e t a  balanceada y agua ad i_ttll- 

turn. - 

Obtenci6n de anginales . bseens2bi l izgdos y resens ib i l i zados  

p o r  hCG , 

A 10s animalee aa lee inye.ct6 con una d o s i s  s u b c q t h ~ s  

de hCG (200 UI/rata,  equivalente e 10 ug) (Endocorion, €&sa], 

o- con una d o s i s  de hCG ( e.b.10 ug) (Pregnyl,  Orqanon) a e ~ h  

c o r ~ e s p o n d i e r a ,  que fuercan ut- i l izadas como doa ie  desensfb%l i -  

zantos, o con una aegunda doe is  de l a  misma hormona (2W U I /  
' 

r a t a )  a 10s doe a l a s  p o s t s r i o r e s  a la  primera inyeccibn,  de- 



da  inyecc ibn  respect iwape@@, a menos que se e s p e c i f i q u e  o t r a  

cosa. La sangre  8e u t i l i z b .  p a r a  l a  determinac ibn h o n o n a i  co- 

r respond ien te .  

E l  grupo de anime&e% cons ide redo  como c o n t r o l  r e c i b i 6  

, una o dos  i n y e c d m e a  c&cut&neaer de veh i cu l o  ( so l uc i bn  fos-  

Pato-sa l ino ,  bu 

T r a t m i e n t o  con 4-APP - - ? -.. ,, ,. ' " 
. I  ' .q . 

L , . .  . 
La droga 4-eminapirazohpirimidina (4-APP) (Sigma) f ue  

edmin is t rada  I n t r ape r i t onee lmen te  como ur a suspens ibn  en fos-  

f a t o  de sod io  10 mH (pH = 3.5) (27) en una d o s i s  de 50 mg/Kg 

de  peso c o r p o r a l  po r  d f a  d u r a n t e  3 d ies .  E l  4-APP i n h i b e  l a  

l i b e r a c i b n  de l i p o p r o t e f n a s  t r a n a p o r t a d o r a s  de  c o l e s t e r o l  d e g  

de  e l  higado h a c i a  l a  sang r~  provocando una c o n s i d e r a b l e  d i s c  

minucibn en 10s n i v e l e s  p l & b t i c c a  de c o l e s t e r o l .  
.T 

Durante e l  trataniento, 10s an imales  t u v i e r o n  l i b r e  a c  - 
ceso a1 agua, auplementada con c l o r u r o  de eod io  I % (P/V) y 

g lucosa  2 % (P/V), y f'uemq a l imen tadus  con una d i e t a  balen-  
i 

ceada. Las r a t a s  c o n t r o l a s  fuqron manten idas de  l a  m i s m g  f o r -  

ma e i nyec tadas  con veh i cu l o  (Pos fe to  de sod io  10 mM, pH = 



Todos l o a  -8nimal.a~ f w o n  s a c r i f i c a d o s  p a r  decap i ta -  

c i bn  24 horas  dsspubs.  de kb OLtirna inyecci6n.  

Se  r e c o l e c t 6  l a  aengre, se l e  pe rm i t i 6  c o a g u l a r  y e l  

sue ro  ob ten ido  ea u t i  lizb para d i v e r s o s  ensayos. 

I 

Tratamiento  con p r o l a c t i n a ,  b ramocr ip t i na  y s u l p i r i d a  

En t odos  10s c a s a s  ee u t i l i z a r o n  r a t a s  machos de  30 

d i a s  de edad y 10s t r a t m i e n t n e  se pro longaron d u r a n t e  9 'd iaa 

en forma de i nyecc i ones  subcutkneas.  

Los an imales  se s a c r i f i c a y o n  po r  decap i t ac i 6n  aproxima - 
. damente 16 h a r a s  despubs de  18 Gltirna inyecc ibn.  S e  r e c a g i 6  

l a  sang re  y e l  sue ro  ob ten ido  ae u t i l i z 6  p a r a  10s ensayoe hor  - 
monales cor respond ientes .  

P r o l a c t i n a :  Se us6 p r o l a c t i n a  ov ina  (NIH PS-12) (oPRL), 

d i s u e l t a  en so l uc i dn  s a l i n a  (NaC1 O,9 % P/V) a j u s t a d a  a pH a 

8 con NaOH O , l  M. 

Las d i s t i n t a s  dl 'a u t i l i z a d a a  p a r a  10s exper imentos  

(50, 250 y 500 ug / ra ta /d ia )  se d i v i d i e r o n  en dos  i nyecc i ones  

de 0 , l  m l  admin is t radas  a l e a  10.00 y 18.00 hs. Los an imales  



c o n t r o l e s  r e c i b l e r o n  eolucibm s a l i n a ,  

Brornocript ina: Con e l  -Pin de  sup r im i r  l a  l i b e r a c i b n  de 

p r o l a c t i n a ,  10s  animal^ fwmon t r a t a d o s  con rnes i l a to  de  2- 

brorno- 0( - e rgoc r i p t i na ,  (CB .D 154, ,.Sandoz) (brornocr ip t ina)  , 
, a g o n i s t a  dopaminbrgica qua i n h i b e  l a  sec rec i bn  h i p o f i s a r i a  

de  d icha 'hormona (140). La bmmoc r i p t i na ,  p r e v i o  agregado de 

i g u a l  can t i dad  de 6c ido  t a p t b r i c o ,  f u e  d i e u e l t a  en e t a n o l  70 

de 3 rng/Kg de peso/d la ,  an das dos is .  Lcs c o n t r o l e e  fueson 

i nyec tados  con vehiculo, 

S u l p i r i d a ;  E l  s u l f a t a  de s u l p i r i d a  f u e  ob ten ido  comer - 
c ia lmen te  (V ip ra l ,  Roemars )  y se i n y e c t b  en una d o s i s ' d e  43 

rng/Hg de peso/d ia.  La d roge  es un q n t a g o n i s t a  dopamin6rgico 

que aurnenta l a  l i b e r s c i h n  de p r o l a c t i n a .  

Obtencibn de an imales  df &btf c,os 

La d i a b e t e a  se p ~ o d U j a  mediante  l a  i nyecc ibn  de  setree 

tozo. toc ina (lot.60140, Upjohn Go), (droga que d e s t r u y e  selec- 

t ivarnente l a a  c 6 l u l e s  heta d e l  p&ncraas) ,  po r  v i a  endovenosa, 

en un8 d o s i s  de  65 mgJHg d e p e a o  co rpo ra l ,  La d roga  s e  prepa- 

r 6  en so l uc i 6n  s a l i n a ,  a c e d f f i c a d a  con unas g o t a s  de gc ido  c f  - 

.. I 
I.. 

F 



Tres  d i a e  .despuf~~d?l,l% i nyecc i6n  
A ,. .:-i&=- $:.' 

se mid i6  l a  gluc'osa en' aa t lq ra 'u t i l i zando  t i r a s  r e a c t i v a s  Dea- 

t r o t i x .  E l  hx i t t i  d e l  t r a t m i e n t o  se eve lub s i gu i endo  l a  w a r &  

Los an imales  se u t i l i z a s o n  30 d l a s  deepugs de  l a  i n y e c  - 
c i bn  de  l a  droga,  

. ' 1  
1 

Obtencibn de  an imales  h i p o t f r o i d e o s  e h i p e r t i r o i d e o s  

En t odos  e s t o s  latee se u t i l i z a r o n  r a t a s  machos de 20- 
t 

25 d i a s  de edad. 

E l  h i pd t i r o i d i smo  exper imen ta l  f ue  log rado  inyec tando  
. - 

a , -4 i n t r ape r i t onea lmen te  una d o a i s  de  'I3'1llq (CNEA) de  200 uCi d i  , .. 
\ 

C ' 
L--, 

m !-I I 
- 

0 . -  

. - 
s u e l t o  en 0 , 5  m l  de s o l u c i h  T i s i o l 6 g i c a .  ~ e s p u h s  d e  30 d i a e ,  .hi.->- c - -  

7 I 

10s an imales  fue ron  s a c r i f i c a d e s  po r  d i s l o c a c i 6 n  c e r v i c a l  y  

s e  r e c o l e c t b  la .sangrE!  po r  punci6n c a r d i a c a  p a r a  d i v e r s a s  de- 

te rm inac iones  hormonales. 

Los exper imentos de h i p e r t i r o i d i s m o  s e  r e a l i z a r o n  con 

r a t a s  i nyec tadas  du ran te  30 dfas con una d o s i s  d i a r i a  subcu- 
I 

- I .. . I 
t g n e a  de 30 ug de  T4 d i s u e l t a  en HOH 0,3 M y l l e ~ a d a  a volunen 

con so l uc i bn  f i s i o l 6 g i c a .  Lea an imales  fueron s a c r i f i c a d o s  
_ ... 

I 
I!. ' .  i . , ; , . 8 * '  - 
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I .:. : I 
po r  decap i t ac i bn  24 horaa deepu6s d s  l e  Glt ima inyecc ibn  y se , - 
r e c o l e c t b  l a  sangse. LOB c a n t r o l e s  Pueron i nyec tados  con s o l s  - I 
c i b n  f i s i o l b g i c a .  

AISLAMIENTO Y PURJFICACIQN DE CELULAS DE LEYDIG 

s Se u t i l i z b  l a  t b c n i c a  d e e c r i p t a  p a r  Mendelson y wl, 
- --  . . -  

(255),  u t i l i z a n d o  colagenasm (Worthington) p a r a  l a  d i s p e r a i 6 n  , a p  -. 
I 

- ' ,  

- . I 
d e l  t e j i d o  t ubu la r .  - 

Los t e s t i c u l o s  descapsu lados,  co locados en t u b o s  de 

p l 6 s t i c o  (Falcon)  ( s e i s  t e s t i c u l o s  .par tuho)  , f ue ron  suspen- 

d i dos  en Medio 199 (D i fco  Co.), en l a  r e l a c i d n  : 1 t e s t l c u l o  

p o r  m l  de  medio, conten iendo 1 mg de colagenasa/ml.  La incuba  
B - - 
4 

c i6n  f e a l i z b  a 37QC, du ren te  25 minutos,  en un incubador  

metabb l i co  t i p 0  Dubnoff. 'mjo a tmbs fe ra  de carbbgeno (02 = 9 5  

%, Cop = 5 %), con a g i t a c i b n  cons tan te .  

F i n a l i z a d a  l a  incubac lbn,  l a  r eacc i bn  s e  detuvo p o r ' d i  - 
l u c i 6 n  con Medio 199 (8 m l  po r  cada m l  de  incubac ibn) .  

Con e l  o b j e t o  de  d i s p e r a a r  mejor e l  t e j i d o ,  se a g i t 6  
I 

en forma r o t a t o r i a  e l  tUbo inoubedo, du ran te  3 minutos ,  dej&; .I 
do lo  r e p o s a r  o t r o s  3 minutos, Cuando l o 8  t bbu loe  hub ie ron  de- 

cantado,  e l  sob renadan te  Que s s p i r a d o  con una j e r i n g a  de  ~ 1 6 ~  



t i c0  y f i l t r ado  a t raves de una mella de nylon, recogi6ndose 

e l  l lquido f i l t r ado  en atro t u b  de pl6stico. La resuspensibn 

se  rep i t i 6  una uez mha. y e l  l fquida f i l t r ada  s e  junt6 can e l  

anter ior.  

Este f i l t rado, '  contanieandu l a s  chlulas i n te rs t i c i e lea ,  

1. ' '1 ; , se centr i fug6 a 700 x g ,  drwnta 'I0 minutos. E l  precipi tsdo 
, 

a s i  abtenldo se  resuspmdib en Medio 199, en l a  relaci6n taa 

tlculo/medio adecuada a1 &p@rb@nto a real izar .  

Cuando fue neceaerso, l a s  c6lwlas fueron puri f icadae 

. . a travgs de un gradient% de metrizamida (Nyegaard and Ca.) 

segGn l a  t6cnica descrapta por Gonn y col. (91). 

A p a r t i r  de una solucibn de metrizamida en Medio 199, 

80 % (p/v), se  prepararon-aglucionea de l a s  s iguientes a i#nc@~ 

t raciones : 36, 32, 28, 24, 22, 20,' 18 y 16 % calocadea res- 

pectivamente, en tubos da plbstico de 50 m l  de capacidad. Lss 

c&lulas,  resuspendidas sn 5 m i  de Medio 199, fueron colocedas 

en l a  par te  superior drS gradiente y 10s tubos fueran centr i -  

fugados a 7.000 p m  durent? I P  minutos, a 4QC, en una contr i -  

f uga Sorvall.  

Finalizada l a  cmtrfbugaci6n, se indiv%dualSzaron 4 



ro jos de acuerdo con l o  encontrado por Payne y col. (278). 

Cuanda e l  o b j e t i w  deL experiment0 no fue l a  invqst i-  

gacibn de sub-poblaci onel de, a6lulaa de Leydig, l a s  c6Lulas 

i n te rs t i c i a lee  fueron pu~$Plcadas a t rav6s de un colchbn da 

rnetriaamida 11 %* 

Se ut i l iz 'aran 2 Idtcluipaa d is t i n tas  para l a  detemlna- . 

ci6n de l  n h e r o  de c&luPas.. 

a) Se midieron 50 ul de l  prepasado crudo de cklu las 

i n t e r s t i c i a l e s  resuspmdidss en Medio 1.99, y se  tii ieron con 

150 u l  de una soluci6n aewoaa de azul de metileno a1 O,2 %. 

Luego de 10 minutos, .tao agsegason 300 u l  de Medio 199 y las 

c6lu las.  se  contaron en. rina c b a r a  de Neubauer. . . 
- . :[if!- - .  '71-, ' ! ' . 8 ' 1 7 '  L . 

b)  as' cblu i g  puri f icadas por inetr izmids 

se  cuanti f icaron segfin i a  tdcnica h i s t ~ q u l n i c a  para 3 P -hi- 

droxiesteroide d ~ e h i d ~ e n a s ~ ~ { 2 8 1 ~  como s e  de ta l l a  a conti- 

r 7  100 u l  de deh id  nopiandrosterone ( 5 mg/ml en propilkn 
, I  I 

C 
gl icol ) .  i i .  

I00 u l  de ~ C G  (Endga,zian) (1000 U I / m l  en buffer Dulbe - 



I 
400 u l  de  p-NR2~azul de t e t r a z o l i o  (Sigma) ( 4  m g t m l  en 

b u f f e r  Dulbeccs3. 

200 u l  da P -NAD (8igm;j) (16 mg/ml en b u f f e r  Dulbecco). 

400 u l  d s  suspenoibn c e l u l a s  (agregados a 1  f i n a l ) .  

E s t a  mezcla se inoub6.a 34aC du ran te  1 hora  y una 911- 

c u o t a  se contd  a 1  microscopiu. Las c g l u l a s  t eA idas  de azul ctg 

r responden a c & f u l a s  d e  LByrk3.g. - 
-, 11 

INCUBACIONES CON CELULAS CbF LEYDIG AISLAOAS 

Las c i5 lu las obtenidgm aegGn l a  t g c n i c a  ya mencionada, 1 
1 

f ue ron  incubadaa en  un voluraen f i n e l  de  2 m l  de  Medio 199 

6 (aproximadamente 10 x 10 & l u l e s ) ,  con M I X  0 ,  I mM y sup&- 

t ad0  con 10s f a o t o r e s  a e ~ t u d i s r .  

La incubac ibn se realiz6 du ran te  3 - 4 horas ,  a 34QC, 

en un incubador  Dubnoff, bajo s tmbs fe ra  de carbbgeno y con 

a g i t a c i 6 n  cons tan te .  

F i n a l i z a d g  l a  incutaaci6n, e l  medio de incubac i6n  Que 

cen t r i f ugado  a 4.000 rpm, d u ~ e n t e  10 minutos. E l  l i q u i d o  so- 

brenadan te  e e  d e s t i n 6  a l a  determinac ibn de hormanas e s t e r o i -  

des  y AMP c i c l i p .  
I 



e. # ,  

CELULAS DE LEYDSG EN Pf%RNCIB DE INWTBIDORES DE LA SINTESIS 

DE TESTOSTERONA 

Para d e t e m i n a r  Zrr prepnenalona acumulada en condicio- 

nes basa les  y durante Za e r t i a u l a c i 6 n  con gonadotrof inas,  l a a  

c b l u l a s  de Leydig s e  fncubflron con doa i nh ib ido res  d e l  meta- 

1 ' t .  . d o l i m o  he pragnanolona : oianocatons (Upjohn Co.) 'Tow6 M y 

spi ronc lactona (6-D. Scarlo and Go.) 'too5 M. Ambos inhibido- 

res se agregaroq 20 minutm antes que l a  gonadotrof ina. Las 

i n u e ~ t r a s  se incubardn duFante 3 horae a 34PCv bajo atrn6afera 

de carbbgeno. F ina l i zada 1s incubacifin, l a s  c a l u l a s  s e  c e n t r i  - 
fugaron 10 minutog a 1,OW xpn y 10s sobrenadantes a e  usaron 

para l a  determinaci6n 4wsmona2-. 

DETEREaINAC~DN DE TESTOSTERONA 

E l  dosaJe de t e e t o e r t ~ r e n e  aa ~ a a l i z b  mediante l a  u t i l i  
LI 

zacibn de un suaro anti-t.shstwtercina, previamente obtenido 

por  inrnunizacibn .activ.a,,de cunejoa, a i n t e r v a l o s  de dos eema- 

nas,' con un con j ado dg t e s t o a t e s o n a - a l b h i n a  s b r i c a  bovina 

(BSA), preparado por ~caplmtenta de l a  carboxi-meti l-oxiae 

de l a  t e s t o s t e r o n a  a EBA. Ex buero an t i - t as tos te rona  u t i l i z e -  

do, pose la  una m m t a n l x  de f l n i d a d  de 10 '' M-' y s e  u t i l i z b  



en una dilucibn apropiade (I:2.5M1) para l i g a r  e l  50 % de l a  

. 3~- testosterona de refsrencfa (aproximadamente 10.000 cpm). 

E l  rango de utf&idad rue de 25 a 800 pg de testoetera-  

na en un volumen Final da 0,s m l .  Previa incubacibn durante 

16 horas, a 4aC, l a  hornone l i b r e  fue separada por agregado 

be 0,2 m l  de uns euspensibn de cssbbn (Norit A)-dextraw (dp2 

t r a m  70) (0,5-0,05 1 P/V) en buffer de ensayo (Na2b%V14.7 H20, 

0,04 M ;  NaHpP04.H20, 0,03 M; szida sbdica, 0,015 N; N&l 0 , ~ '  

M; EOTA, 10 mM y gela t ina 0 , l  %, pH = 7). 

La radiact iv idad at! determinb en un contador de ~ e n t e -  
$ 

kleo l iquido Beokman. 

Teatosterona sgr ica 

Una vez obtenida l a  sansre de 10s animalee, se  1s-per- 

monal. Una al icuota de $st8 emro fue extraida dos vecea con 

E l  residua evaparads de 10s extractos ethreas, fue re- 

suspendido en 0,5 m l  d@ buffer de ensayo y una a l f  cuota .epro- 

piada fue u t i l i z& la  para l a  .detierminecibn de l  contenido de 

testosterona. 



i ' i  

Tes tos te rona  d e l  medio de jlnoubaci6n 

De 10s sobrenadantea @e lam i ncubac iones,  guardados a 

-20QC, se tom6 m a  a l l c w t a  radecuda que,  s i n  e x t r a c c i b n  pre-  
# . I  

7 I 1 v i a ,  se u t i l i z d  p a r a  l a  de%aminac i6na  
. . 

I 

~ETERMINACION DE PREGM.WOLQ$& -. /, - 
'- - 

r .- 
- Z 

La pregnenolona de loa medioa de i ncubac i6n  c o r r r ~ ~  ; .' 
d ien teq ,  s e  doab' @or r%dltbinm~oeneayti p o r  e l  rnbtoda do 

' 

M P i e t r o  y col.. (116) u.tSlizando un a n t i s u e r o  eapec f f i ao .  

E l  rango d e  utiX%d&S d s  l a  cugva, l a s  cond i c i ones  de  

i ncubac i6n y e l  m h d o  de wp-acibn de l a  hormona l i b r e  fue-  

r on  S d h t i c o s  a lo8 d e s c r i p t q s  p a r a  e l  d o s a j e  de  t e s t o s t e r o -  

na. 

DETERMINACION DE AMP CICLICO.. 

Pa ra  e l  d o s a j e  de  ~ t e  n u c l e d t i d o  c i c l i c o ,  se u t i l i z d  

l a  t b e n i c a  de Brawn y co l .  (58 ) .  
. -1. 

A i s l m i e n t o  de la  p rp te t i t a  q ~ i q a a a  de a d r e n a l  bov ina 

Luego de l a  e e p a ~ a c l b n  da l a  mgdula, las  c o r t e z a s  d e  

g l gndu las  a d r e n a l e s  bovineer,- f u e r a n  homogeneizedae, u t i l i z a n -  



do un homogeneizador t i p o  Po l y t r on  (Brinkmann), a OQC,  con 

1,'5 volGmenes de  b u f f e r  Tris-HC1, 50 mM, pH = 7 ,4 ,  c o n t e n i e p  

do saca rosa ,  0 ,25  M; KCI, 25 IM y MgCl2, 5 mM. E s t e  homogens 

t o  se c e n t r i f u g b  a 2.000 x g d u r a n t e  5 minutos y e l  sobrena- 

, d a n t e  s e  r e c e n t r i f u g d  0 5.000 x g du ran te  15 mlnutos. E l  so- 

brenadan te  de e s t a  Gltiata oen t r i f ugac i6n  se guard6,  en wl icuo 
' .... 

t a s  de  0 , 5  r n l ,  a -20QC. E s t a , p r e p a r a c i 6 n  f u e  desconge lada y 

d i l u i d a  con e l  b u f f e r  de enseyo (Tris-HC1, 50  mM, pH = 7,4 
' 

conten iendo t e o f i l i n a ,  8 @M y 2-rnercaptoetanol,  6 rnM). E e t e  

b u f f e r  s e  u t i l i z e  en todos 3.- pasos  p o s t e r i o r e s .  

Enaayo p a r a  l a  determinscS6n de  AMP c i c l i c o  

Cada tubo  d e  enssyo c&tenf.a 50 u l  de  una d i l u c i 6 p  b, 

prop iada  de  enzima, 100 ul de.una can t i dad  conac ida  de W 
3 c i c l i c o  ( e n t r e  0,039 y 20 pmoles) y 50 u l  de  H-AMP cicZkco- . I 

(aproximadamentd 3.000 cpn). La can t i dad  d e  enzima era tai . 

que l i g a b a  aproximadamente el 40 % d e l  AMP c f c l i c o  de ref'e- 

r enc i a .  

La incubac ibn se C A ~ ~ % Z &  a 4QC, du ran te  90 minutoe. 

F i n a l i z a d a  l a  incubac ibn,  e l  AMP c i c l i c o  l i b r e  se sepa rb  pos  

e l  agregado de 0 , 2  m l  d s  w e  euapenaibn de carb6n-BSA (sigma, 



Fracc i6n  V)  (500 mg de s;srb&n : 100 rng de  BSA, p a r a  10 tn l  dtit 

bu f f e r  de ensayo). 

La r ad i ack f v i dad  so g e t e n i n 6  en un con tador  de  cen te -  

l l e o  l f q u i d a  Beckman, u$i l i&ndo toluene c e n t e l l e a n t e ,  conte-  

I niendo 30 % U/V de tri*$n X-414. 

AMP c i c l i c o  d e l  ped io  de  i n w b a c i 6 n  

1. 'f 
! c .  . E l  s o b r e n a d a n t ~  de Zes i ncubsc ionee  de las cb lu l eq  de . 

Leydig s e  h i r v i b  a 100 01;, d u r a n t e  10 minutos  y,  l uego  de cen - 
t r i f u g a d o  a 3.000 rpm, durante 10 minutoe,  una a l i c u o t a  apro- 

p i ada  d e l  sobrepadante  8. v t i l i z 6  p a r a  l a  de te rm inac ibn  d e l  

nuc l e6 t  ido. I I 

MARCACION DE HORMONAS PRSF;Il% 

Se u t i l i r a r o n  2 ~QtrPdbs d i a t i n t o s  : con l ac tope rax i ds -  

s a ,  d e s c r i p t o  po r  Thorg-Ll y Jahansson (341) y modi f icadq en 

n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  y EM * ~ l a r m i n e  T (33). En , t odps  aqfi 
, IT:-> -3. ' # .  \ 

sas ss us6 can0 t r a r a d g r  ''=z l i b r e  d s  po r t add r  ( ~ e w  ~ n b ~ a n d  
I 

Nuclear ,  NEZ - a33 - A). 

oLH, hCG y hGH 

E s t a s  3 harmonae ae marcemon can l a c t o p e r o x i d a s a  (Cai- 



biochem, grado 6 )  segan @E. i n d f c a  a cont inuac i6n.  

I) Buffer  f os fe to ,  0,5 M, &I r 7 ,4  (10 u l ) .  

2 125~k, en NaOW 0 , l  H, 500 uCi (5  u l ) .  

3) p r o t i h a  a nu~~ar ,  10 ug (10 u l )  (en Pos fa to  0,05 

4) Lactoperoxidrergq) , 2,7 mg/ml en b u f f e r  f o s f a t o  0,s  
7 .< 

5)  Hp02 .BAtanor, Mb vo l [o~nos,  d i l u l d a  I : lO.Ol#l 'en 

agua b i d e s t f  M~X&;.<~O . ,,- u l )  . 
:. ., -' 
I?.' ~ e s p u b a  de agitglr.vtgnroa'ownente du ran te  2 minutaa,  l a  

f u t ~ . d l l u % d a  con 200 u l  d e  b u f f e r  f o b f a t o  
. G .  

0,05 M y t r a n s f e r i d a  -,a c o l m n a  de Sephadex 6-75, p r w i a -  

mente e q u i l i b r a d a  con ab byf'T#i'. de e l u c f  6n u t i l i z a d o  p a r a  ' l ~ a  
1 

ensayos de  hormunes p roWi~6  ( C w f a t o  de s0d i0  fJ,05 MS. k10l''g 

r o  de  s o d i o  0 , 1  M, azid~ sbr~cs Q,O5 %, BSA 0 , 2  %, pH 1;+). 

Separado el pies hmmnal dsl i odo  l i b r e ,  l a s  f r aoc i o -  

nes  .correapondien%es a laas h a m o n a s  se c o n t r o l a r o n  mediapte  
i 

ensayos de  uni6n a. rewapfaska de t e j i d o s  e f e c t o r e s ,  o pqr s u  

a c t i v i d a d  i nmun~16g i ca  s q b  ae necea i t ase .  Las 125~dhoaones 

se f r acc i ona ron  , yn alic~c%m que se guardaron conge ladas  hap- 



t a  s u  uso a -7OPC. Las adkivldades especi f icas obtenidae fue- 
2 .  .. L 

ron usualmente 411 - 50 uCfJtrg. ,- ' i . ,  .. . ' a .  I .  

Para i o d i m r  es4a hommna proteica se u t i l i z e  e l  veto- 
I 

do de cloramina T s e d n .  s@ t b ta l l a .  

1) Hormma (disuel2e en biee~bonato de sodio 0,01 M 

4 )  Cloramina T (10 n b h l  en buffer Posfato 0,05 H, 

preparada inmedlatmente antes de su uso) ( I Q  ul). 

Despuks da una a g i t b i 6 n  suave durante 60 aegurtdss sa 

detuvo l a  reacci6n par-el .gxegedo de 25 u l  de metabisulf i to 

de sodio (25 mg en  10 rd dq. buffer fwf ato 0,05 M), Se t % g ~ @ ~ b  

luego 100 u l  de solucibn c i b  f rms fe renc ia  (100 mg de  H I  y 0,8 

g de sacarosa, en 10 m 1  da agua degti lada) y e l  contenido de l  

tubo de marcacibn fue pee- a l a  columna de separacibn'(Bio- 

gel P60, '100 - 200 me*,, an foefelto 0,05 M, ssquilibrada con . 
t . . 

buffer fosfosal ino - EOTA 0,05 M - BSA 2 %). El&ufPes.;rte ca- 

r r i da  fue fosfatn 0,05 Me Con estas columnas s e  obfuvo Una 



buena separac ibn a n t r e  1s hornone lnanada y el l i b r e .  

A l a  1 2 5 ~ * ~ ~ ~  a d  ~Lufda ,  se l e  dosb s u  ac t i v i dad  ra- 

dioinmunolbgica, s e  1s Frwc ion6  y conge16 a -70QC haata  s u  

USO. 

La ac t i v i dad  cspeoifkq Cue 511 - 100 uCi/ug. 

En todos 10s c a w e  se u t i l i z 6  el rad io inmunaan&~ie%s . 

por  doble ant icuerpo (2$29)4 La8 muea%lras fueron evaluadae p a r  

dupl icado en a l f c ~ t e r s ~  qu6 oepi leban ent.?e 20 y 150 u l  de ' sue - 
r o  de r a t a .  

Las muestras se ouietntZ3ficeran usando 10s r e a c t i v o s  pro - 
v fs toc  por NIAMDD (NIH - LEA). 

Los p ro taco los  de P w a j o  fueran 10s mismgs para  la. 

dos hormonas estudiadau..,: LH y TSH, y se desa r ro l l a ron  de l a  

s i g u i e n t e  rnanera : e l  p r i m $  dia se agreg6 e l  pr imer an t l cue r  
C 

po a 10s suoros preparrados; luago &e una incubacibn de 24 ho- 

res .a 4QC, se agregb li hormna  trrszadare : e l  t e r c e r  dim, e l  
i 

segundo ant icuerpo,  y %wag@ de 48 a 72 horas  (siempre a .hQC? 

se separ6 l a  hormona libre de ka unida por centr i fugaci,bn, Se 

a s p i r b  e l  sobrenadante y iea cont6 l a  rad iac t i v i dad  en l o &  pre - 



cipi tados, corre$pondiente e l o 8  cornplejos h~rmona-anticuer- 

pa, en un contador gamma a ~ o m # t i c o  Beckman. 

En es te  cascl, l a  Uf no sblo a% dosb en sueros s i n 0  tam - 
I 

bi6n en h ip6f is ie  de ratam de acuardo a mbtodos descriptos 

(330). Para e l l o  laa hipdf$ais fuargn homogenaizadas en 

dest i lada y c e n t r i f u g a d ~ i ' a  12.000 rpm, durante 30 minutcre. 
- . r . 1 .  

Del sobrenadante. se tam&@ a f l c w t a a  adecuadaa para 1 

terminacionea. Se 'us6 e'l. mg6odo heter6logo desarrollado por 

Nisworder y col. (2743. ; ~ s  homona trazedora fue oLH. Coma 

primer ant isuero se  u t i l i a b  e l  obtanido a p a r t i r  de irtmwiza- 
. . 

cibn de conejos con oLW &u&aionada. sn adyuvante de FrPWld 

complete. Las d i l u c i o n ~ s  de tmbe j a  fueron 1 ; 20.000 a : , 

1:25.000. Como preparerai6n de refefencia se  u t i l i z 6  l a  tji pu - 
r i f i cada  de hipb?&sis I$& mta (NIAMDD r a t  LH RPI )  . La cupie 

patr6n se extendi6 de 7,& e 100 ng par tuba. 

Tirotrof ina 

La homona trazadsee f ua  TSH de ra ta  (NfAWDD pat TW 

I - 4). E l  primer ent isg%ra fue obtenido en conejos contra 



TSH ( a n t i  rat-TSH-S-5) ,s iendO l a  d i l u c i b n  de t r a b a j o  d e  1: 

7.000 a 1:9.000. E l  s tande rd  de r e f e r e n c i a  f ue  TSH pur i f ' i cada 

de  r a t a  ( r a t  TSM RPI) y l a  'rrurva pa t r6n  se  ex tend ib  de 3,9 a 

1.000 ng po r  t u h .  5 
. : ,;:;< 6 , 

- ,  " - .  
I 

- . . ' 
RADIOIlrcUNOEffiAYCJ DE HWW TIROIM~ - % 

Laa c o n c e n t r a c i u n r e ~ d ~  T3 y T,, s b r i c a s  se d e t e n i n a r ~ , n  

# A  r p o r  rad io inrnunoan6 l is ie  u t i t i ze tndo r e a c t i v o s  p r o v i s t o a  p ~ r  

. Di.agnost ic Pfoducts  Corport@ion (DPC). Los v a l o r e s  d ~ ,  T3 se 

expresaron '  ~ n '  ng/?OO ml, EDn .me a e n e i b i i i d a d  d e l  ensayo de 

10 - 20 ng; en  t a n t o  loe va lo rea  da Tq se expresaron  en ug/ 

100 m l  con una sens ib i l kdad  &l orden d e  0 - 1 ug. 

U N I O N  DE HORM.ONAS PROTEIW,.A CELULAS DE LEYDIG 

Las c i5 lu las ob ten idas  faor t r a t a m i e n t o  con'colagmgera,  

fue ron  incubadad en 0,5 de PBS, con can t i dadea  va r iab lB8  

de horrnona r a d i a c t i v a  (20,000 - 200.000 cpm/tubo) y hormona 

f r i a .  c o n s t a n t e  ( pa ra  calcular l a  unkbn i n e s p e c i f i c a )  o buffer. 

La incubec ibn se efactu6 a 24W, du ran te  t oda  l a  poche 

(aproximadamente 20 ho ras )  y ae detuvo p a r  d i l u c i b n  con Z m l  

de  PBS f r f o .  Luego de  l a  cen t r i f ugac ibn  de 10s t ubas ,  sa  de- 

w 1 
' I .  



terminb l a  r a d i ~ t i v i d a d  del  p r e c i p i t ~ d o ,  u t i l i zando  un con- 

tador  gamma autwn&tico, Beckpan. 

AISLAMIENTO Y MARCACSOfU&. LZPUPROTEINAS PLASMATICAS 

Las l i p o p r o t e i n m  hGrbtnae a s  prepararon a p a r t i r  de 

1 ' > '  ,' . plasma, recog id6  en ED$& 3 & de hombres sanos, en syunejs du- 

r a n t e  15 horas, Se a i s l m n  l i pop ro te inas  de h a j a  densidsd 

(LDL) (d = 1,019 - 1,0633 y l i pop ro te inas  de a l t a  densidad I 

(HDL) (d = 1,090 - 7,275) por f l o t w i 6 n  secuenc ia l  en ungi ul- . 

x g y a 4 - 10QC3por 16 - 24 hor'as, de acuerdo a tbcn icos  

s tandard (173) u s ~ n d o  H& p m e  a j u s t e  de  l a  densidad (290). 

Las f racc iones  e i ~ l a d a a  d i e l i z a r a n  36 horas a 4QC c o q t ~ a  

t r e s  cambioe de ‘par la&' AIOtioe~ 50 v o l h e n e a  de bu f fe r  mrjigr. . 

niendo NaCl 0,15 H y EDT4 0,3 mM (pH = 7,4), Con l a s  QPaoci~ - 
nee so r e a l i z 6  un elst$&o?o~aais sapbn l a  t kcn i ca  d e s c r i p b  

'-3, .- 
" &-.t , 1 * 1 1 ( z l ? ) ,  ~0.0 c r i t a r i o  PIR'Zk q-,., r J  ,' - : : .z ;%* 

. . , i . , t  I 

Se prepagaron gg.lrsre c i l ~ n d r i c o e  de p o l i a c r i l m i &  
i 

l a  s i g u i e n t e  composicil$n : 

Poro f i n a  ,:. 3 % de acr l lamida (gel separador)  

Poro grueso : 2;s %.da a c r i l m i d a  (gel  concentredor)  



~ o l u c i 6 n  .de siembra : muestra previamente tef i ida cun 

Sudan Black B (m d i e t i l e n g l i c o l ) .  

Finalmente l a s  fra~c;zfones l i p o p r o t e i c a s  s e  e s t e r i l i z a -  

ron por  pasa je  a t ravga  de f i l t r o s  M i l l i po re  (0.45 urn) y ae 

almacenaron a 4% h a s t a  au uaaa. 

Para iodax l a s  l i p o p r o t e i n a s  (LDL o HDL), se us6 e l  

metodo d e l  C 1 I  como l a  describe Mac f a r l a n e  (236) modifiacada 

por Bi lheimer ( 6 4 ) .  E l  C1I ae prep& a p a r t i r  de so luc ionee 
w. 

de NaI en HC1 d e  NaIOj en ylua deet l lada .  

Se s i g u i 6  e l  sfguiente' prg toco lo  de marcacibn : 

2 1 2 5 ~ ~ a  en NsOH 0,  I H ( E N )  : 60 uCi (15 ul) .  

3) Buffer  g 1 i c . h ~  2 M,, pH = 10 : 50 ul.  

4 )  C 1 I  : 50 ul. 

Luega de > a g i t a r  5 - $0 minutos, l a  mezcla de fodlna- 6;l g? 
se t r a n s f i r i b  a  una e o l d a ' d ~  ACA 44 (acri lamida-aparo- 

s a )  (U l t roge l  - LHB) pi(ev%m@nte equ i l i b rada  con buffer.  Pu1- 
& 

becco-BSA I %, ub i l i rando a& mismo bu f fe r  para l a  e luc iQn de 

l a s  muestras. 

Tanto pa ra  ca l cu laa  l a  e f i c i a n c i a  de marcacibn como pa 
. -  1 - i J .  - 

- C 



r a  v e r i f i c a r  quh l a s  l i p g p r o t d n a s  iodadas  separadaa  par l a  

1: 
I, , columna no e s t u v i e r a n  lmpu r i f i cadas  con iodo  l i b r e ,  se r e a l i -  

z6  una cromatograf' ia en p s p a l  (Matman - 3MM) ,  u t i l i z a n d o  f C A  

0 , s  M como s o l v e n t e  de c o s r i d a ,  d e  acuerdo a 1  mbtodo de Ceska 

L& l i pop ro te inda '  Sodtyias fueron manten idas a 4QC has- 

t a  s u  uso. 

U N I O N  DE LAS tIPOPROTEIW19$ .A CELUIAS DE LEYDIG 

Las l i p o p r o t e i n a s  ararcadaa fue ron  d i l u i d a s  con LDL o 

HDL f r i a s  (no mqrcadas) p a r a  a d q u i r i r  l a  a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  

deseada (aproximadamente 1M1 .qm/ng de proteins) . 
Para  evi!ar problemas e n t r e  uni6n a 1  r e c e p t o r  e inter- 

n a l i z a c i b n ,  l a s  c b l u l a a  de Leydig ob ten idas  po r  co lagene iza -  

c i hn  se homogeneiraron en 4 v o l b e n e s  d e  NaHC03 1 mH, pH =. 0 

con un homogeneizador t i p o  Pa ly t ron.  La suspens i6n  se centri- 

fugb a 600 x g, 5 minutoe y e l  sobmnadan te  a 12.000 x g du- 

r a n t e  30 minutoo. Las membrenae p r e c i p i t a d a s  se resuspend ie-  
i 

ron  en 4 volGmenes de  b u f r a r  Dulbecco (pH = 7,4) y ee sapara- 

ron  a l i c u o t a s  p a r a  l a  determinac i6n d e  p ro te i nas .  

La incubac ibn d e  l i p o p r o t e i n a a  con l a  p repa rac i bn  d e  



membranas se rea le t i3  en  tu@s da p l b s t i c o .  E l  volumen f i n a l  

f u e  0,3 m l  en b u f f e r  Dulboqoa (pH = 7 ,4 )  que c o n t e n l a  BSA 2 %, 

100 - 500 ug de  p r ~ t e i n a  de  m~lbrana y c a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  
4 

d e Iz5l - LDL 6 ' 2 5 ~  - HDL. U s u e l n ~ n t e  e l  t iempo d e  incubael6n .I i 
d 

, f u e  de  1,5. - 2 horas ,  37PC, a menos que s e  e s p e c i f i q u e n  OW 

f r a s  cond i c i ones i  La unlbn no e s p e c i f i c a  se determinb por el  

agregado d e  100 ug d e  l i p s p r a t e h a  f r i a  a t ubos '  p o r  dup l ica-  

do. Tambihn se r o e l i z b  un s m y a  a t iempo c e r o  con y s i n , i i p g  ' 

p r o t e f n a  f r ia ,  y l a  r M i a c t i v i d a d  se s u s t r a j o  a l a  unidn 

e s p e c i f  i ca .  

La incubac i6n  se detuvp p o r  e l  agregado de  2 m l  d s  bu- 

f fer  Dulbeccct con BSA 1 % y l a  eeparac i6n  de  l a  lipopra$f;a%na 

un ida a 1  r e c e p t o r  d e  l a  l$@e a e  r e a l i z b  de  dos  f o r n a a  .d$stip 

t a s  segGn conv in iese.  

a )  Se f i l t r b  e treds d e  f t l t r o s  M i l l i p o r e  (0,4!5 pm) . 

previamente embebidoe on 8SA 5 %. Los t ubos  y 10s f i l t ros se 

l a va ron  dos  veces  con 2 m l  d e  buffer-8SA 1 % y se con tb  &a 

r a d i a c t i v i d a d  r a t e n i d a  m b s  f i l t r o s .  

b)  S e  c e n t r i f u g 6  s 4.000 rpm, 20 minutoa a 4QC en m e  

c e n t r i f u g a  S o r v a l l  RC - 58 ( r o t o r  HS - 4). Se a s p i r a r o n  30s 

subrenadan tes ,  y 10s pmc lp i tmdos  s e  l ava ron  en  e l  rnismo inedlo 



y luego se contaaon en un m n t a d a r  g m a  autorn6tico. 

Cabe a c l e ~ a r  qua no bubo d i f e r e n c i a s  e n t r e  l o s  resu l -  

tadoa obtenidos por  cualqufehe de 10s dos mktodos de separa- 

.% 
DETERMINACION DE LA MfiS~M',C&PRCXOAO DE UNION DE LAS LIPBPRO- 

I ..! 
TEIMAS MARCADAS 

Para determinar fe,&Lma capacidad de unibn (MW) da . 

l as  l i pop ro te inas  iodlsdas se u t i l i z6  gl6ndula adreha l  da rata 

D i s t i n t a s  a l i c w t e s  de l a s  preparac iones de memhrsnas 

(50 - 800 ug de protesnae) se incubaron a 37QC, durante dos 

horas en presencia de MIO.OMJ dpm de lipoproteins marcah. 

Tambibn se detsrmin6 Ea unibn i n e s p e c i f i c a  como fue ae 
.L. 

pec i f  icado. 

Se constfuyb un prb f i co  de 1 / ( rad iac t i v i dad  e s p ~ o 5 f i  - 
1: 1 . 

ca unida)' versus 1 / (cantfdad de p ro te ina  agregada). Do l a  

ordenada a 1  or igen fue  pasible o a l c u l a r  l a  f racc ibn  de.l ipa- 

pro te ina  que s e  hubiera unido a concentracibn i n f i n f t a  da re- 

ceptor.  (m6xima capacidad de unibn) (77). 

(c~rno ted ido  - cont ro l )  y ~ b l u l s e  da Leydiy, que fk rcan  homage- 
!kqs ;- -kL 

ne i radas  en 'NaHC03, I W, pH I 8, como se descr ib ib .  



3 .  

CALCULO POR AUTQDESPLAZMH~TO DE LAS ACTIVIDADES ESPECIFIGAS 

DE LAS LIPOPROTEIlYAS fl ' 

.. -v4;= Se u t i l i z  l a  t6cniea d e s c r i p h  por Calvo y col. (77). 

Se realfzaron doe se r i ee  de experirnentos de uni6n. I 
I 

t En una ser ie ,  s e  aqu i l i b ra~on  100 ug de proteinae de , 

membranas de c6lulas de Leydig con di ferentes concentracionee 

de l ipoproteinas marcadags (entre 50.000 y 1.000.000 cpm) con ' 

e l  buffer y l a s  condicianee explicadas anteriormente, determi - 
nhndose tambi6n l a  uni6n ' inespecif ica. 

En l a  segunda eer le,  se incubaron 100 ug de proteinas 

de membranas con 300,OiJQ cprn de 1 2 5 ~  - l ipoproteinas y dife- 

rentes concentrsciones de l ipoproteinas f r i a s  (0 - 50 u q / t ~ -  

bo) en l a s  hisme5 condici&ae experimentales deacriptas, ' 

Teniendo en cuenta los vatores de mexima capacidqc! de 

unidn obtenidos, y asumiando que l a s  l ipoproteinas f r i a  $, re- 

diact iva se  comportan d s  igual  modo f rente  a l  receptor, se 

graficaron para ambos e x p o r i m t o s  (saturaci6n y cornpetancia) 

l a s  curvae da l ibre/unida (L/U) versus cpm agregadaa y ng de 

l ipoproteina f r l a  reepec8Yvmente. 

Para igueles valoiee de L/U s e  obtiene e l  dato corres- 

pondiente a l a  actividad' egpecif ica de l a  1 2 5 ~  - lipoproteins 



expresado en c p d n g .  . 

La a c t i v w a d  e s p s c i f l c a  de  l a  Iz51 - LDL y de  12!iI - 
HDL ca l cu l ado  par eete MPbdg fue de  aproximadamente 400 uCi/ 

I 

FRACCIONAMIENTO, 598CELLILfiR ,Y SUBMITOCCINDRIAL DE CELULASDE 

LEYDIG . 

Para  e l  f racc ionamien to  s u b c e l u l a r ,  l a s  c b l u l a s  da Ley.  

d i g  p u r i f i c a d a s  rue ron  homoganeizadas inrnediatamente en sace- 

r o s a  0 ,25  M ,  a 4Q6, usanda un homopne izador  t i p o  U l t r a t u r r a x  

(IHA-WERH) y despubs con I0 g a l p e s  en un homogeneizador d e  v i  - 
d r i o .  La r u p t u r a  c e l u l a r  Pue wer i f i cada  a 1  microscop io  bpt5co. 

E l  homogenato f u e  c e n t r i f u g a d o  a 800 x g, du ran to  10 

rninutos, a 4aC. E l  p r e o i p i f a d o  se resuspend i6  en s a c a r o q a  

0 ,25  M y f u e  p u r i f i c a d o  par can l r iQugac i6n  en s a c m o s a  2,O H, 

a 73.000 x g du ran ta  60 minuto., a 4QC. E l  p r e c i p i t a d o  aonten$. - 
a nbc leos  pu r i f i cados .  Le f rrsccibn m i t ocond r i a l  ob ten fde  p a r  

c e n t r i f u g a c i h  a 17.000 x g d e l  sobrenadan te  de 800 x g, fue 

l avada ,  resuspend ida en  3 m l  y co locada  s o b r e  un g rad ienee  de  

saca rosa ,  d i s c o n t i n w ,  formado p o r  capas  de 20, 30, 40, 50 y 

60 % (P/U) de saca rosa  en egua (2ml/capa). La c e n t r i f u g a c i 6 n  
- 



s e  l l e v b  a cabo e n  un m e .  SU-40 en una u l t r a c e n t r i f  ugm Beck - 
man (Modelo LS-%I) durmtht a, minutoa a 63.000 x g, a 40C. 

Las i n t e r f a s e s ,  p r e v i m e n t e  di lu iders y lavadas en sacaraea 

0,25 M', fueron q t i l i z a d a s  para la. enaayos enzimfiticos. 

I: E l  sobrenaaante ao 17.000 x g (30 minutos) f u e  c e n t r l -  

fugado a' 105.000 x g duimte- 60 minutoe, a 4gC, pa ra  ob tener  

10s mic roemas (precipi$PEdu).y e l  c i t o s o l  (sobrenadante),  Las 

f r acc iones  eubcq lu la rm de higado de r a t a  ( u t i l i z a d a s  para 

comparaci6n) fuekon obtmddma t a l  como ce  d e s c r i b i 6  p a r e  c6- 

l u l a s  de Leydig. 

Las f racc iones  subwi~o~ondr la les ae obtuv ieron segGn 

e l  metodo de Schnaitman 8 Waenawalt (309) con l i g e r a s  m d i f i  - 
caciones. 

- .  
Las mitocondr,is(, p u ~ i f l c a d a s  da 1s i n t e r h a .  40 -.'%I 

%, fueron suapendidsa en ~ Z u n e n  minimo de media deiaial+ 
, , i 

miento (MA) conteniendO : &a@rosa 70 W, mani to l  220 M, bu- 

f f e r  Hepes 2 mM, pH = 7,4. p a b b n i n a  de suero  bovino 0.5 .my/ 

m l .  ' ~ l  volumen f ' ~  a j w t d o  para dar 100 my de p r o t e i n s  p i t o -  

condrial/ml. Un uolumen. ch kat s u s p w i b n  mi tocandr ia l  se agre- 

96 a un v i a l  preenfr ie l jo y . s e  l a  agLt6 suavmen te  con uq agi- 

t ado r  rnagnttico, a OQC. Se a&cionb i g u a l  volumen de una s o l u  
e 



Cibn de d ig i tonkna  (0,6 90- rn MA) y l a  a g i t a c i b n  s e  c o n t i ~ u b  

du ran te  15 minutos. 
6' n ', I 

' ' #  

La p u r i f  i c a c i b n  de lee i e n b r e n s i  exte&& mi tocondr ia  . 
l es  de l a s  c k l u l a s  de  Leydig sa cons igu i6  con una concent ra-  

n i i t ocondr ia l  t r a t a d a  c a n . d l ~ l t o n i n a  f u e  d i l u i d a  (1 : 4) p o r  

e l  agregada de  3 v o l h e & s . d e  MA. E s t a  suspeneibn f ue  centri  .... 
fuqada a 10.000 x g duranta I D  minutoa, a 4QC. E l  sobrenadan - 
t e  f u e  e x t r a i d o  cu idadoementa  con una p i p e t a  y l a  f r a c c i d n  

sedimentada f u e  suspendida en MA en l a  mitad d e l  volurnen de 

l a  preparac i6n  m i t ocond r i a l  t r a t e d a  con d i g i t on ina .  Es ta ,G l -  

t ima p repa rac ihn  r u e  i c d i m m t e d a  nuevamente a 10.000 x g du- 

r a n t e  10 minutos, a 4Qe y e l  sobrenadente  se combinb con e l  

previament'e obtenido.  ES%OP aobrenadantes  cornbinados' con tkn l  - 
an . l a s  rnernbranas exte&m@ i s a  p r o t e i n a s  ~ o l u b l e s  que, en  

b 

l a  m) fp~ond r i a  i n t a c t a ,  cst$n l o c a l i z a d a s  e n t r e  l as  do8 mem- 
I 

L 

branas.  La pracc i6n e n r i q u k i d a  en membranas e x t e r n a s  se ab tu  - - 
vo p'or cen t r i f ugqc ibn  Us los eobrenadantes  combinados a 

144.000 x g du ran te  1 hosez ' .. Y., 

E l  f l u f d o  s o b r w a s l k t e .  r e s u l t e n t e  de  e s t a  cen t r i f uga -  

c i bn ,  contenier ida la f~soc$&n Intermembrana, f u e  removido con 



una p ipe ta  Pasteur  y e& $adfbsnto de ves icu las  de membranas 

ex te rnas  fue resuspendidu 'Ezn un volumen minim0 de MA. 

E l  p rec ip i t ada  $edimntado a 10.000 x g fue resuapm- 

dido en un volumen de MA q w ~ p l i e s e  m a  concentracibn de pro- 

( t e i n a s  de 30 - 35 mg/ml. Sa agregb un volumen de una so luc ibn 

de Lubrol WX (19 mg/ml) oblseni6ndose una concentracibn f l n a l  

de 0,16 m y  de p m t e i n a .  Es ta  mezcla se . . 

mantuvo a y, luego, s e  l a  d i l uy6  (1:2) 

con MA. La suspensi6n fue cents i fugada s 144.000 x g duranta 

1 hora. E l  sobrenadanb~,  wnten iendo l a 8  p ro te inas  de l a  ma- 

t r i z ,  f u e  removido y e l  prac ip i tado ,  que presentaba l a  frac- 

c ibn de membranas i n te rnee ,  Pue lavado dos veces con pe.que- .. L 
- I  r . 

fiae cantideis de HA. ~ s t e u d h e n t o  fued 'b lpehdido en MA dlmdo 

una c o n c e n t r a c i b  da ap~nximti3amente 10 mg de protelnaa/ml. 

DETERMINACIQN DE LA IIVCEERX440 DE LAS MITOCCINDRIAS AX!ISLw 

DE CELULAS DE LEYDIG 

Los par6metros.de rnl3d.ici6n mh importantes de l a  rsc3;i- 

vidad r e s p i r a t o r f a  r n i t ~ c o ~ d ~ i a l  son : e l  conaumo de oxbeno ,  

e l  con t ro l  r e s p i r e t o r i b  y &a re lac ibn  fbs fo ro  : oxfgano 



Para comprobar la Viabilidad e integridad de l a s  mito- 

condrias a is ladas .de c&lwIas de Leydig y puri f icadas en gra- 

diente de sacarqsa, a@ datsminaron 10s , t r e s  par.metros men- 

cionados ut i l izandp e l  w6todo descripto par Boveris y Stoppa - 

Se midi6 l a  reepimaibn mitocondrial con un elect rod^ 

de oxigeno (electrpdo d&C@~.k) e 5DQ.G en dos condicionee dia r. - . ' >  &; ,-- . -  ;$y - 
- 8 

t i n tas .  

a) E s t a d ~  da reposo o estado metab6lico 4 ( respira-  

cibn contmlsda) (99) en un medio de incubacibn 
Q 

(volumen f i n a l  = 2.ml) que contenfa : 

1) Sacarosa 0,25 )rl. -b '. 

2) Buffer fos?ato {pH = 7,4) 5 mM. 

3) Cloruro de magnesia 2,5 m~ .. 
4) Suetrato : succinato 10 mM o una mezcla de ma 

Jato 25 mM y g&utamato 25 mM. 

Se comene6 l a  medfc56n por e l  agregado de l a  suspensifn 

mitacondrial ( I .  fhg de protdnas) en sacarosa 0,25 M. 

b)  Estado act ivo a eetado metab6lico 3 (respiracibn 

act iva) (99). ! , ' $  I . .: ! 
, 

k - 



Se u t i l i z 6  e l  mima'inedio de incubacibn con e l  agrega - .  - 
do de ADP 125 UM a n t e 8  que l a  suspensibn mi tocondr ia l .  

En ambos casos ss obtuvieron 10s p e r f i l e s  de  conamo 

de oxlgeno por rnsdio de wn graf icadclr autombtico acoplado. 

, Las ve loc idades de resp i ra r r i6~1  mi tocondr ia l  s e  midieron en 

nano 6tomos gr. de oxigeno por mg de p ro te ina  p a r  minuto. La 

concentraci6n de oxlgeno e n e 2  medio de reacc ibn  se tom6 c p ~ o  

0,22 mM (53). - 

. E l  con t ro l  r e s p i r a t o r i o  (CR) se ca l cu lb  por  l a  ra la -  

c ibn de pendientes de! 10s gr&Picos (CR = velocidad en presen - 
c i a  de ADP / velocidad en w s p n c i a  de ADP). 

Tambib  se deterinin& le r e l a c i b n  ADP agregado : oxige- 

no consumido en e l  esttjtdo a c t i v o  ( re lac i6n  P : 0) (99, ?&B). 

ENSAYOS ENZIHATICOS 

HMG-CoA reductaqa (E.C 7,lr1.34) 

La act iwidad do l a  enzirna ae midi6 de acuerdo a 1  p h t ~ -  

do de doble is6topo de Sheiro y col .  (315). 

Las c e l u l a s  de t e y d i p  obten idas  por co lageneizac ibn,  a 
* .  

bikn s e  ex t ra je ron  oon 7 m.2 da bu f fe r  f os fa to  de p o t a s i o  50 

mM (pH = 7,4) conteniendo DTT 5 RIM, EDTA 5 KIM, KC1 0,2 H y 



8ri j  96 (Sigma) 0,25 % P/W, o se  l e s  rea l iz6  un fraccioqamien - 
t o  como se descrfbfb m t e ~ 3 a m e n t e .  En e l  caso de l a  extrac- 

cibn, despugs d ~ )  $ncub&r.por 20 minutos a temperatura ambien- 

t e ,  l a  suspensidn s e  ceni;rifupb 2 minutos a 1oe000 x g en una 

I. microcentrifuga 0eckman. Este,  tratamiento so luh i l izb  cuant i ta - 
tivamente toda ?.a act iv ibsd enzim6tica. Se incubaron allcuq- 

t ae  d e l  sobrenadante o da sada fraccibn subcelular (50 - I50 

ug de proteinas). en 0,2 m l  da una solucibn que contenia fosfa ' 
L 

t o  de potaeio 0 , l  M, qlumsa-6-fosfato (Sigma) 20 mM, I uni- 

dad de glucosa-6-fo~fatb dsahidrogenasa (Sigma) y DTT 5 m19 
I 

(pH = 7,4). Loe tub08 cre preincubsron 10 minutos a 37QC y se  

3 comenzb l a  reacaibn par apegado da ti-DL-ME-CoA 200 UH 

(20.000 cpm/nmol (NEN) ,  imubando a 37QC por 30 - 60 minutoe. 

Se par6 l a  reacci6n par atpegado a1 medio de incubaci6n de 20 

u l  de H C 1  5 N y 14~-movalonolactona (10.000 - 15.000 cpn) 

(NEN) para evaluar l a  recupexecifin. Los tubos se incubamn 30 

minutos m6s para aaegurar La lactonitacibn de l  mevalonato fo r  - 
mado, y despu6s cfel agraggdo cte su l fa to  de sodio qnhidro, l a s  

mezclas f ueron extrafdas dpa .vqces con 1,5 m l  de 6 te r  e t i l i co .  

La mevalonolactona sta atsf6 por cromatografia en capa delgada 

en e l  sistema dcetona-benwri~ (1:l) o en tolueno-acetona-6ci - 



do acgtico (20:lO:l) (147). La ident i f icaci6n de l  producto s e  

rea l izb  en 10s dos sistemas cromatogr€tficos por medio de un 

patr6n de mevalonolactona marcada. 

Los blancos de reaccibn s e  incuberon en ausencia de 

,: extracto o de NADP. 

Se us6 e l  mktodo radioquimioo descripto por Clinken- 

beard y cola (86)  para nadir l a  s l n t e s i s  de "CFHMG-COA 8 par - 
t i r  de 1 4 ~ - a c e t i l  CoA. 

La reaccibn standard c o n t h o  10s siguientes componen- 

k; ' kes  en un voluman f i n a l  do O , 2  m 1  : Tris-cloruro 0 , l  M pH = 8, 

acetoscet i l  - CaA 10 uM, EDTA 0 , l  n*l, MgC12 20 mM, 5 - 60 ug 

de protelnas y l4e-acef il EDR 0,6 mM (12.000 cpm/nmal) (EN) .  

La mezcla de reacci6n se preincubb dos minutos a 30QC y ee 

i n i c ib  l a  reaccibn por adicibn de 'I'c-acetil CoA. Se saciron 

al lcuotas a d ie t in tos intervalos de tiempo y se  colocaron en 

v ia les  de conteo que contenfan 0,3 m l  de HC1 6 Ma Los v ia lee 

se  calentaron a 95QC durante dos horas y se  cont6 l a  radf'acti 
.r, 

vidad no vo l6 t i l  p a r e  deteminar  l a  cantidad de "c-HMo-c~A 

fomada. Los valores pare radiact iv idad I4c no vo lh t i l  cor res - 



pondientes a tiompo cero, s i  restaron de 10s valores de 10s 

ot ros tiernpos ds incuhsci&. 

Para conffmar le identidad del  producto formado'se 

rea l iz6  una cromatografia m papel uaendo como solvente n-bu- 

f l  
I tan01 : 6cido a d t l c a  gaacial  : agua (5:2:3). 

" 'L , 
' i  , i 4 L. 

HMG-CoA l i a s a  (E.C 4.1.3,4) 

Se siguib l a  tkntise descrip.t;a previ amente (86). 5e . 

midi6 l a  conversibn cats l issda por l a  WG-CoA l i a s a  de I4c- 

HMG-CoA (no vo le t i1  cumdo se l leva  a sequedad a 95QC en HC1 

6 M )  e s u  producto vo l6 t i l  : '4kacetoacetato. La reaccibn se  

in ic id  por  e l  agregado de 50 - 100 ug de proteinas a una mez- 

c la  de reaccidn que contrgnla : 20 umolaa de Tris-clorurg, pH 

8 , Z  y 40 nrnoles de 14~-m0 CoA (60 mCi/mmol) (NEN) en un vols 

men f i n a l  de 0,2 ml..La 'inciubaci6n so r e a l i t 6  a 30QC y ae sa- 

caron al icuotas a d i ~ & i n t a s  t l ~ o s  que fueron t ransfer idas 

a v ia les  de v idr io contmientdo 0,2 m l  de HC1 6 M. La radiac- 

t iv idad no v o l & t i l  ae detarqinb q q ~ o  ya se  mencionb para 
1 - 8 .  

e l  enaayo de l a  ,WE-CoA sintetasa.  

Succinato deshidrosenaagr (@OM) (E.C 1.3.99.1) 

Se ensays de e~uerdq  sl mbtodo desarrollado por 



Pennington (283). 

Las f racc iones  s u b u l u l a r e s  y eubmitocondr ia les de c6 - 
l u l a s  de Leydig e hfgado de raea reeuspendieron en bu f fe r  

I ' 7l.t 
f o s f a t o  50 mM (pH = 7,4) y se incubaron a 37QC durante 15 mi - ' 
nutos en presencia de IKI (Bigma) 0.1 X, sacarosa  25 o ~ (  y 8uc - 
c ina to  50 mM. Se pard le reaccifin pa r  e l  agregado de TCA ,"I .% 

y ae e x t r a j o  e l  foxmazh (conplejo coloreado) con 4 ml E%I~ . 

t a t o  de e t i l o ,  

Se midi6 la absorbancia a 490 nm (coe f i c i en te  de e x t i n  - 
3 c i6n molar d e l  formattin en a c a t a t o  de e t i l o  = 2 0 , l  x 10 ). 

Todas l a a  f racc iones  en ee tud io  a e  resuspendieroq en 

buf fe r  Tr i s -HC1 50 mM, pH = 7.5 conteniendo KC1 25 mM, aeca- 

rosa  0,25 M y MgClp 17 KIM. 

co l ,  (76) midiendo e l  cmblo en l e  absorbancia a 340 nm,'La 

f o s f a t o  6,6 x lod4 M y una d i l uc i6n  adecuada dc cads ~ r a e c i b n  

subcelu lar .  



Monoamino oxidasa CMAO) (E.C 1.4.3.4) 

Esta e n z h a  se'snaeylb ~omo l o  describib Vacas (349). 

Las d is t in taa  fracciDnBa erubmltocondslales se  homogeneizeron 

en buffer fosfato 10 mM (pH w 0'2) y al icuotas de 50 u l  s e  

' incubaron durante 30 minubs a 37QC en presencia de 0,15 mM 
'.$ ; de bioxalato de '4~- -s+td tm ( 0 , l  uCi/alicuota - NEN); Lu3 

I 

go de detener l a  reaccgbn oon 50 u l  de HE1 2 N, s e  extoae-  

ron 10s productaa obtentdaq con 5W u l  de acetata de e t t h  y 

s e  lavaron con 100 u l  dt3 HC1 0,3 N. La radiact iv idad pI"eeen4 

t e  en al icuotas de 250 , u l  de l a  -fase orghnica se  mid56 por 

espectrometrf a de cente l lea.  l fqpido, luego del  agregado de so .I) 

lucibn de tolueno cent.~?%leante. 

Malato deshidrogBn~sa {m) (E.C 1.1.1.37) , ;-kg 

La actividad de ~l ialato deahidmgenasa s e  midi6 alguien . .  - 
do e l  cambio de densidad b t ' i c a  a 340 nh (127). La mezcla de 

reaccibn contenia : buffem glicine-NaOH 0,12 M ,  pH = 10; ma12 

t o  0,85 M (pH = 7,s) y 3?,5 rnM (pH = 6,s). Se comenzb l a  

reaccibn por e l  agregdo det lm fracciones en estudio resus- 

pendidas en buffer fasPolte 0,5 M (pH = 7,4) (coef ic iente de 

6 extincibn molar de l  NAOW r: 6,22 x 10 1. 

. . ... . 
- .  

. . . . . .  . . - - - -,.: 2-::,,". . - 
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I N C O A P ~ R A C I O N  DE ACETIL-GoA y MEVALOMATO A LOS ESTERQLES 

PRECIPITAHLES POA DIGXTaNXRlA 

Homogenatos de c b l u l e s  de Leydig, f r a c c i o n e s  mitgcpn; , 
..-. n 

d r i a l e s  p u r i f i c a d m  o c i t a e o l  se resuspend ie ron  en b u f f e r  

' f o s f a t o  50 mM, pH = 7 ,4  que conten$e NaCl 50 mM, K C 1  24 ~IM y 

g lucosa  4 mM, con 0 , l  mM de m e t i l - i s o b u t i l  x a n t i n a  ( M I X ) ,  arni - 
nog lu te t im ide  1 mM y 1 u C i  de I 4 c - a c e t i l - c o ~  (50 mCi/-1, 

NEN) 6 1 uCi de '14c-me"elmato (47 mCi/mmbl,NEN) en un valu- 

men f i n a l  de  1 ,2  m l ,  Se i m u b b  du ran te  2 ho ras  a 34QC y se 

pa r6  l a  incubac i6n con el agregado de  0 , 5  uCi (44 Ci/mmoZ, 

3 NEN) de H-co les te ro l  y 2 m l  d e  ace tona  : e t a n o l  (1:l). 

Despuks de  l a  hmogene izac ibn  en e l  s o l v e n t e  org&nica ,  

10s t ubos  se c e n t r i f u g a r o n  a 25,000 r p m  d u r a n t e  15 minutoe. 

Se tomaron a l l c u a % a s  deL extract0 y s e  sapon i f i ca ron  con HDH . 

9 M p a r  2 ho ras  a 40PC, ssgu ido  po r  l a  a d i c i 6 n  de 0 ,5  m 1  de 

ace tona  : e t a n o l  (1: 1). Luego se a o i d i f i c 6  l a  mezcla con 6ci 
I 

do a c k t i c o  10 % y s e  agragapon 100 ug de  c o l e s t e r o l  y 7 m 1  de 

so l uc i 6n  de d i g i t o n i n a  (el 0.5 % en e t a n o l  55 %). Se inoub6 

t oda  l a  noche a temperaturn  W i e n t e ,  s e  ' cen t r i f ug6  y sra l a v 6  

e l  p r e c i p f t e d o  con 2 m l  de ace tona  : b t e r  (1:2) y despuhs con 

2 m l  de  b te r .  Se  resuspendi.6 e l  p r e c i p i t a d o  en 0 , l  m l  d s  aqua 



. ?  

y ee disolvid en 0.5 a1 d i r Y .  Solubi l izer  " (hersham) y a toJ& -? 

no centel leante. F i n a l m d e  $e mid16 l a  radiact iv idad en un 

contador de cent;elleo l$qu$da, Se real iaaron incubacionee en 

parale lo en e l  mismo b ~ f f 8 l f  y ' t m  auaencia de extractos para 
C .  

, medir 10s b1anc.b da ~o.Odjj?. 

NATO EXOENOS 
- - .. ... 

. . 

Se prcin.ubaron qrroxiilsdamnte 2 . 1 0 ~  c&lulas de Ley- 
. . 

d ig  reauspendidaa ~e4 t6 .399  duslsnte 3U rninutos a 37aC, en 

preepncia. de c i d o c e t o m . ~  sp l r~ho lac tona  para i nh ib i r  e l  m s  
. tabalismo . de pregnenalaha '@tma ya se mencion6. Luego se agre - 

ma preincubada en NaHCQ3 .* OO a 24RCpC, 15 rninutos) y se oon- 

t inub l a  incubaci6n dos kmao a 37PC en presencia de una, do- . 

ais estirnulatqria, s u P r r n & ~ a  de hCO. La produccidn de pregne . . . . - 
nolona, se midi6 por radAu&mr,wnoensayo. 

AISLAMIENTO DE FACfOR€S~MODUL~TORIQS INTRACELULARESDE L& 
,- - 

HMG-CoA REDUCTASA . . 

Se r e a l i ~ b  una pwbQideoi6n pa rc ia l  de un activador y 
*!I 

- . I  - * 



un i n h i b i d o r  d e  l a  a c t i v i d d  de l a  HMG-CoA reduc tasa ,  a par-  

t i r  de  h igado y  ~ Q l u l a i s  de Leydfg de  r a t a  de  acuerdo  a mbto - 
dos  d e s c r i p t o s  (275). 

A l a s  f r k c c i o n e s  o i $ o s b l i c a s  (sobrenadan tes  de  105.600 

1 x g )se  l e s  agrep6- ace tune  fr la h a s t a  una concen t rac ibn  finer1 

de 54 ml/100 m l  de c i t o s o l  y ss las c e n t r i ~ u g b  recuper8qdoae 

~ r a c c i b n  p r e c i p i t a d a :  ee homoganeizb con b u f f e r  TEBMS 

y se agregb s u l f a t o  de  m n i o  h a s t a  40 % de s a t u r a c i b n ,  Be 

c e n t r i f u g b  y p u s t e r i o r n e n t s  so reauspend ib  e l  p r e c i p i t a d o  en 

b u f f k r  TEDHS. Ea ta  f r acc i 6n  se u t i l i z 6  corno " i n a c t i v a d o r  ci- 

t o s b l i c o  (red~.qt.rjsa quinaee) (RK). 
-11 : 

Fracc ibn  sabrengdanQe : se egxegb ace tona  f r i a  haats 

una concen t rac ibn  f i n a l  da 97 m1/1W m l  de c i t o s o l  ori.gipal, 

se c e n t r i f u g 6 ,  sa honupenaiz6 e l  p r e c i p i t a d o  en bu f f e r  PER?, 

s e  vo l v i b  a c e n t r i f u g a r ,  ee agregb a1 sobrenadan te  s u l f a t o  de 

amonio h a s t a  40 .% de aaturseci6r1, se c e n t r i f u g d  y f i na lmen te  

se resuspend ib  e l  p r e c i p i t d o  en b u f f e r  PEDH. E s t a  f r a c o l b n  

se u t U z b  coma activedar o l t o s b l i c o  (fosf'atraea) (F), 

r - l b  Todas las fraacianes so d i a l t z a r o n  4 horaa  c o n t r a  bu- 

f fe r  PEDH y lae  centr i f i tgaaionws a@ r e a l i z a r o n  a  12.000 x g 



durante 10 minulos. 

Soluc iones bu f fe r  usadas 

PED : f o s f a t o  50 mM (pH = 7.,4), EDTA 1 mM y DTT 5 mM. 

PEDH : PED m6s c lo ru ro  de po tas io  0 ,3  M. 
. . . .,&, 

PEDS : PED mhs sacarosa  0,25 M. 

TEDHS: Tr is -c loruro 40 mH (pH = 7 , 5 ) ,  EDTA, DTT, plo- 

ru ro  de p o t m i o  y sacarpaa en l a s  concentsgci= . 

I INClJ8ACION DE FRACCIONES SWCUULARES DE CELULAS DE LEYDIG E 

La f racc ibn  mit#conbr ia l  p u r i f i c a d a  da c6luZes de Ley- 

d ig  y 10s microromas ,& htgado s e  reeuspendieron en bufles 

PEDH y se preineubaron en p n w n e i a  de ATP 2 mM y mCl2 4 *1, 

ugeron 60 minutos a las v l g l p c i ~  

y 10s p r e c i p i t a d o s  se resuepen- 

d ie ron  en b u f r e ~  IPEDH. Estas rasuspens iones se i n c u b ~ r o n  a 

37QC, 30 mi nu to^, con altcwtaa de f racc ionea ac t i vado ras  ob- 

t e n i d a s  a p a r t i r . d e  cBluLas d$ Leydig e hfgado coma se d e e c r i  - 



bi6 anteriormente, 

Las fraccionea $e cantrifugaron nuevamente 60 minutoe, 

a 4QC y se resuapendieron en buffer PEDH. Posteriormente'es- 

tas  fracciones suhcelwleres ae incubaron a 379C, 30 minutos 

en presencia de ATP 2 in, 4 nH y de altcuotas de itas 

; ? I .  ; fraeciones inactkuadores, ds c&lulae de Leydig y de higailla. 

Finalrnente ae u&Ii15 le actividad de l a  HMG-CoA reducta I 

sa, luego de todas lag incub%r;ionee descriptas, 

g-? , , ,  
DET€l@4INACION.. DE COLESTERM. @. a .  ,; ;;; ; - 1 A t  

La cuantiFicacibn del   oles sterol t o ta l  p lasmgt ic~ y 

del unido a cada una de lae lipoprotetnas aielades (CDL y 

HDL) ae real iz6 par dos rn&bodora color im~tr icos distintog,. 

a) Mbtodo desc.r.%~ta .pus Searcy y Bergquist (314) 

Se hiso una extredci6n de 0,9 m l  de muestra cbq. 

0,9 m l  de acetona-stanql (I:?). Se agit6 vigoroswen- 

t e  y se oentrifupb. SP nidieron 0,4 m l  del sobrenadan 

de FeSOq en hcida a ~ 6 t i c o  glacial  y 2 m 1  de H2SQ4 con 

centrada. So mezeld imediatamente y luego de 10 miny 

tos se midi6 14 #hgorbancia a 490 nm. 



La soluc i6n standar$ se preparb a p a r t i r  de c o l e s t e r a l  

(Sigma) d i s u e l t o  en aastona-etanol. 

b) * todo enzj.p-+%&oo. da. l a  c e l e a t e r o l  oxidasa (2) 

Para hs dett$minaciones ee u t i l i z 6  e l  equipo de  

reac t i vos  de l a b o r a t o ~ i o s  Supelco. La mezcla de reac- 

cibn es taba cons t i t u fda  pa r  : 

tax h$drolasa : 33 U/1.  

Colee tero l  Betetr axidaea : 117 U/1 .  

Para e l  ensayo ae inouberon 30 u l  de #ueatra con 9 m l  

d e l  t e a c t i v o  a 37PC dufantp 10 minutos. Se midi6 l a  ahrcjrban- 
- e l l p  bq r 1 ; ~  

c i a  a 500 nm. La s ~ l u c i d n  s tandard & 'p rep i r6  uasndo co$mte- 

r o l  d i s u e l t o  en i a o p r a p m X ,  
t 



La cant idad de protesnera de  todas  l a s  muestras se de- 

termin6 por e l  mbtodo da m y  y (301. (234) y e l  contenldo 

p ro te i co  de 1 a ~ ' ~ i ~ o ~ w t ~ n a s  so midi6 por e l  miamo m h d o  rno - 
c 

d i f i cado  por Markwall y esl. C245), extrayendo 10s l i p i d o s  

con c l o r o f o n o  luego d d  daoarr05lo d e l  color.  Como mueakra 

s tandard ae  u t i l i r 6  BSA CFracci6n V - Sigma). 

ENSAYOS ESTADISTICOS 

Para e l  a n b l i s i s  e a t a d h t i n o  de 10s resul tmfoa se a p l i  - 
c6 e l  t e s t  de t It de Student. 



RESULTADOS Y DISCUSION 



S E C C I D N  I. 

R E C E P T O R E S  D E  L E P O P R O T E I W A S  E M  C E L U L A S  

D E  L E Y D I G  



Las c k ~ u ~ a s  e s t e m i d ~ 9 6 n i c a e  t ienen l a  capacidad de e ip  

t e t i z a r  de novo .a1 coles%aaSol,que ett e l  precursor  o b l i g a t o r i o  
I 

de todos 10s es te ro id~s .52n  etsbargo,diversos invest igadqseg I 
I 

" I ' mostraron que l o a  t e j l d b s  ~ t ~ . r o i d o g & n i c o e  u t i l i z a n  c o l g a t e r u l  
$ % I .  , , - 
1- 1 * f i  

. .. c i r c u l a n t e  tranaporterdo: ~€33  laas l i pop ro te inas  como eustrato pa - 
r a  l a  estero idogknesis  (VBF rev ieu, re f .  162)& Esto es pa~C icu -  

l a n e n t e  verdad en e l  aesa de l a  g l b d u l a  adraha l  y  e l  o k o ;  

, en cambio,en e l  t e a t i c Q b  no Get& dqf in ido y  hay pocos oatud ioe 

acerca de l a  interacc%6n @B las J iuopro te inas  con l a s  c6lules 
I 

de Leydig. - 1 
Recientemsnte,Chen y  col. (103) demostreron l a  ex le ten-  

c i a  de s i t i o s  de uni6n dg a l ta  a f in idad  para  l a s  l i pop ro te inas  

de a l t a  densidad (HOL) e n  $a 363t8, l oca l i zados  en cd lu laa  i n t e r s  - I 
t i c i a l e s  obten idas s i n  p w i f l c a c i 6 n  previa. I 

Los experimentus s ipu ien tea  ae l l evaron  a cabo para  ca- 1 
r a c t e r i z a r  mejor l a  unibn de l i pop ro te inas  a c k l u l a s  de Leydig 

pu r i f i cadas  en uh gradienfo da nretrizamida. - J ' <  . 
.. ... . '  '" .*$ 
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Con l a s  f racci~,& d& l i p o p r o t e i n a s  a i s l a d a s  de p l as -  

ma humano se r e a l i z b  1~a-&i j lctroforesi~ en g e l e s  de  po l i a -  

c r i l a m i d a  coma c r i t e r i # Q P  pwPaze.En l a  F i gu ra  1.1 se obser -  

va una Gnica banda tan%& p a r s  LDL como p a r a  HDL en cornpara- 

, c i 6n  con plasma humana mftsg~L,lo c u a l  demuestra ausenc ia  de 
I . I  . . contamin'acibn c ruzada ,a l  maws con e l  m6todo u t i l i z a d o .  J 

En l a  mayorla de lo. casoa , luegd  d e  A a s k a d i i  las l i p o  - . 

1251 . . p r o t e i n a s  con 1 2 5 1 ~ a , ~  uar rb d i 6 l i a i ~  p a r a  e e p a r a r  e l  , 

1ibre.Debido a que es un mc~ao compl icado,se d e s a r r o l l b  u- 

na t k c n i c a  p a r a  1,s p u r l f i c a c i 6 n  que se basa  en l a  u t i l i z a -  

c i 6 n  de una c rma tog re r f f a  an ~ o l u m n a  en g e l  de  p o l i a c r i l a -  

midamsgarosa (ACA 44)d.a Figura 1.2 muest ra  10s p e r f i l e a  d e  

e l u c i b n  cdn una n i t i d a  e i p a r a c i b n  a n t r e  l a s  1 Z 5 ~ - l i p o p r g b e ~ -  , 

nas  y e l  "'1 no Inoarpoze&,la c u a l  dernuestra que es un m6- 'nl 
t odo  e f i c a z  y mhs r 6p i do  qge l a  d i 8 l i s i s .  

Pa ra  t r a t a r  de ss t rnb lecgr  l a s  cond ic iones  6p t imas  de 

l a  uni6n de l a s  l i p o p m t e i n a s  a l a s  ~ 6 l u l a S  i n t e r s t i c i a l p e ,  

se r e a l i z a r o n  cu r vas  de .f;.f,dnpo a d i f e r e n t e s  t e m p e ~ a t u r a s  

(0 ,24  y 37QC).La unidn e q w c i f i c a  ae c a l c u l 6  como se i n d f c b  

La F i gu ra  1.3 muootoa l a s  cu rvas  de  t iempo p a r a  12'1- 
. . . .. . 

' I " 
r . k-5 



Fiqura I . I ,E lect rofora~$s de lipoprote%nes en ge les  , 

de poliacr$btnida,los grales se  prepararon . , ' ~  
coma se  deaqribib en Matarialee y M6todos.' , , 

Se sembraron a&$cuotaa,prevf amente tefiidas , 

en Sudan Black 0,de plaama humano normal y . 

d e  l s a  Paecciunes l ipoprotsicas obtenidas 
(LDL y HDL). 



I . .  
Fracciones 

. .. 
s 

Fisura 1.Z.Fra~cionamien~o a trav6a de una columna d e  
acrilktinida-agarosa de l a s  preparaciones de lipo- 
protefnes u r ~ a d e a . E l  ge l  ( ACA .LL, Ultrogel, LKB ) 
se arnpaque%6 en pipetas de pl8st ico de 10 m l  y 
ee equi l ib f i  oon buffer Dulbecco,que contenla 
BSA a1 14C.Le~ muestxas se aluyeron con e l  m i s -  
mo buPf er y . lhs . fracciones se recolectaron cada 
5 minut-, . 



Fiqura 1.3.Relacibn entre tiempo y uni6n de 125-I-LDL hu- 
mana a rnembranam be chlulaa fn ters t ic ia les  a d i  
f erentes temperaturae.La h-LDL marcada ( 80 cpm7 
ng de proteina de LDL) ae agregb a 250 ul de 1' 
mezcla de reacoi6n,que contenla 3M) ug de prate 
fna da rneibrs"a da c&lulas i n te rs t i c ia les .~ap< 
calcdlar l a  mi6n . inespecif ica s e  -tagreg6 h-LM, 
f r i a  hasta una concentraci6n f ina l  de 400 uq de 
protelna debLDL/rnl. 



LDL ( a c t i v i d a d  e a p e c i f i c a ~ 8 0  cpm/ng de  p r o t e f n a  de  LDL),La 

unibn f ue  mucho mayor a 37W y l a  r eacc i bn  l l e g b  a 1  e q u i l i -  

b r i o  a 10s 60 minutos,permaneciando constan%q h a s t a  p o r  l o  
. I .' . 

menos l a s  2 horas.El m i a u r  expar im8nto :ee r e a l i z b  p a r a  125~-  
- . ): 

, $8 . HDL ( a c t i v i d a d  eepec i f ' i ca r  la0 cpm/ng de p r o t e i n a  de  HDL). 
' ; F .,. 

I Los r s s u l t a d o s  se exponen en 1s F igu ra  1.4 y son co inc iden-  
: ,c d 

t e a  con la9 condfc ioneg Bptimas de  r eacc i 6n  de  LDL. 

La F i gu ra  1.5 muest ra  l a  unibn de  l i p o p r o t e i n a s  a hi- 
I 

f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  c e l u l ~ r e s  ob ten idas  de  c h l u l a s  in te re t i -1 -  

c i a l e s  cen t r i f ugadas  a t r d s  d e , u n  g r a d i e n t e  de metr izamida. 

Se  observa  que ambas l i p o p r o t e h a s  p resen tan  una ampl ia d i s -  

t r i b u c i b n  de uni6n e n t r e  todaa  l a s  f r a c c i o n e s  d e l  g r a d i e n t e  

co r respond ien tes  e cf i lu las de  Leydig, s e g h  a e  juzga par l a  

unibn de hCG.La f r a c c i b n  D,con una c a n s i d e r a b l e  unibn de LDL 

y HDL,practicamente t i e n e  unq can t i dad  d e s p r e c i a b l e  d e  recep- 

t o r e s  p a r a  gonadot ro f ina8,ya que se t r a t a  de  o t r o s  t i p o s  ee- 

l u l a r e s  i u t e r s t i c i a l e e  d i s t i n t o s  d e  Leydig.Por l o  t a n t o ,  l o e  

s i g u i e n t e s  experfmentos fuercm r e a l i z a d o s  usando c k l u l a a  d e  

Leydig p u r i f i c a d a s  deecarhando l a  f r a c c i b n  D. 

En l a  F igura  1.6 se ve l a  uni6n de 1 Z 5 ~ - ~ ~ ~  a l a s  mem - 
. . 

b ranas  de c & l u l a s  de Leydip a 37RC coma una func ibn  de  l a  c o n  



Tiempo (minutes) 

Fiqura 1.4.Relacibn entre t i q o  y unibn de 125-I-HDL huna- 
na a membrana 4e cBlules intersticialee a dife- 
rentes tempersturas.La h-HOL marcada ( 100 c p d n g  
de protefna de HDL) se agregd a 250 ul de la mpz 
cla de rescci6n,que contenfa 300 ug de ~rotelna- 
de membrana de cglulas intersticialee.Para calcu - 
lar la unibn inspeclfica se agregb h-HDL frla 
hasta una concsntracidn final de 400 ug de p r ~ t e  - 
ins de HDL/ml. 



A B C D  

Fracc iones  

F i qu ra  I . 5 . ~ n i 6 n  de l i p o p r o t e i n a s  y  hCG a  c b l u l a s  i n t e r e d  
t i c i a l e s  p u r i f i c a d a a  a  t r a v l s  de un g r a q i e n t s  
de rnetrizamida.Se resuspend ie ton  8 x 10 ck lu-  

L 8  

. l a s  en Medio 199,que con ten fa  BSA O , l %  ,y  se ; 
I r  _ .  L sembraron en un g r a d i e n t e  de rnetrizarnida 16- 

I 
36%. ~ e s p u b s  de l a  c e n t r i f u g a c i b n  se sepa ra ro r  
4 bandas.que se resuspend ie ron  en Wedio 199 y 
l a s  c b l u l a s  se lavaron.Luego, las c b l u l a e  se 
t r a t a r o n  con b i ca rbona to  de sod io  1 mM pa ra  $a 
unibn de l i p o p r o t e i n a s  como s e  d e s c r i b i b  en l a  
secc i bn  de  ~ 6 t o d o s . P a r a  l a  unibn de  hCG,las c6 - 
l u l a s  l avadas  se resuspend ie ron  en Medio 199 
con BSA 0 , 1 9 6 ~  s e  u s a r o n ,  



LDL agregada Cug/ml) 
I 

Fisura 1.6.Curva'de seturseibn ds l a  uni6n de 1 2 5 1 - h - ~ ~ ~  
a mmbranas de c6 lu las  de Leydig puri f icadaa. 
Se incubaron. al icuatae de membranas ce lu la res  
( 1,z-2 mgkml) 60n concmtraciones var iab les 
de h-LDL m a r a d  (80 cpm/ng de proteina de LPL). 



c e n t r a c i b n  de 1 2 5 ~ - ~ ~ ~  en e l  media de incubacibn.La unibp es- 

p e c i f i c a  mostr6 una c i n b t i c a  de  sa tu rac i dn , con  una unidn m6- 

xima a d q u i r i d a  a aproximadamente 10 ug de p r o t e i n a  de  LDL/ml. 

Cuando e s o s  d a t o s  -se t rans formaron segGn e l  a n e l i s i s  de  Sca t -  

,. chard  (307) se observb  una s o l a  c l a s e  de s i t i o s  de  unidn con 

!. - 
.. y-: una c o n s t a n t e  de d i s o c i a c i b n  (Hd) i g u a l  a 2 , 6  ug d e  p r o t e i n a  

L . i: 
I I de LDL/ml y una capac idad (a0) de  920 ng de  p r o t e i n a  de  LDL/ 

mg de p r o t e i n a  de membrana (F igu ra  1.7). * 

La F igu ra  1.8 muest ra  un exper iment0 s i m i l a r  r e a l i z a -  
: do con 1 2 5 ~ - ~ ~ ~ . ~ a  unidn espec lP i ca  d i o  un esquema de s a t u r a -  

c ibn  con l a  unidn mexima a 20, ug d e  p r o t e i n a  de HDL/ml.Lps d= 

t o s  ana l i zados  segbn e l  modelo de Sca tchard  r e v e l a r o n  un b n i i  

co t i p o  de s i t i o s  de  uniBn con una Hd de  4 ,2  ug de  p r o t e i n a  

de HDL/ml y una capacidad d e  unibn (Ha) de 500 ng de  p r o t e l -  

na de HDL/mg de p r o t e i n a  de  membrana (F igu ra  1.9). 

Cuando t a d o s  e s t o s  r e s u l t a d o s  se procesaron t en i endo  

en cuen ta  l a  m6xims capac idad de unibn (M.C.U.) de  l a s  pre-  

pa rac i ones  de l i p o p r o t e i n a a  marcadas ( 4 % ) , l a s  c o n s t a n t e a  de  

d i s o c i a c i b n  disminuyeron a 104 ng de  p r o t e i n a  de  LDL/ml y 

168 ng de p r o t e i n a  de HDL/ml r espec t i vamen te , s i n  cambias en  

l a s  capac idades de  unibn. 



* ,  

Fiqura 1 . ' 7 . ~ n 6 l i s i s  de Scatchard de l a  unibn de 1 Z 5 ~ - h ~ ~ ~  
a membranas de cblulaa de Leydig.Se ineubaron 
a l icuotas de mmbrana~ ~ e l u l a r e s  (1,2-2 mg/ml) . 
con var ias concentraciones de hLDL marcada 
(80 cpm/ng de prote in8 de LDL). 

I 



HDL agregada (ug/rnl) 
1 

Fiqura 1.8.Curve do saturacibn da d \ n i b n  d e  1 2 5 ~ - h - ~ ~ ~  
a membranae da c& lu lae  de Leydig pur i f icadas.  
Se incubaron a l i cuo taa  d e  mernbranas c e l u l a r s e  
(1,Z-2 mg/ml)can coneentrac iones va r i ab l es  dc 
h-HDL marcadaClD0 cpm/mg de pro te ina de HDL). I 

. ,. 8 

I 

j '  
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F i q w a  1 .9 .~nh l i s i e  de S~qtchard  de la uni6n de 1 Z 5 ~ - h ~  
a membranae de c&lulas de Leydig.Se incubaron 
elicuotas de wmranas celulares (1,2-2 mg/ml) 
con varias ~~oncasntraciones de hHDL marcada 
(100 cpm/ng de protefna de  HDL). 



Cansiderando un ,peeo  ma lecu la r  d e  480.000 para e l  c m -  

ponente  p r o t e i e o  de l a  LDL,y de 100.000 p a r a  e l  d e  HDL (319) 

e s o s  d a t o s  dan cone tan tao  de a f i n i d s d  de 5 x lo9 M-I paon  LDL 

y 0,625 x lo9 M" p a r a  HQL,valores qua son c o n s i s t e n t e a  con 

,: s i t i o s  de  unibn de a l ta  s f i n i dad .  

La F i gu ra  E.10 uwektira l a  cu rva  de d i s o c i a c i b n  papa l a  
I '  
I , unibn e s p a c f f i c a  de  
1 f 

.- s u l t a d o s  puede o b s e r v a r s ~  
l<,lP- 

: .ino1 y un t ; 45 minutas,  y e l  o t r o  componente pract iosmen- 

t e  no d i s o c i a b l e  ( a 1  menoo d w a n t e  e l  t iempo que durb  eJ ex- 

p e r i m e n t ~ ) .  

De 10s da toa  de l a  F igu ra  1.4 puede o b t e n e r s e  une kl= 

v a l o r  de  4,6 ug d e  p m t a i n e  de HDL/ml que concuerda con ~1 
I I 

v a l o r  de  4 ,2  ug de  p r o t e l n a  de H D t / m l  ob ten ido  de  10s datm 

a n a l i z a d o s  po r  e l  modelo de Scatchard .  



I 

Fiqura 1.lUCurve de d isoo ibn ibn  pera l a  unibn do 1 2 5 ~ - h ~ ~ ~  
a c 6 i u l a s  de Laydig pur i f i cadas.  .Se e q ~ l l i b r s r o n  
50 up de h--B& marsade~(82  cpm/ng) por m l  d e  ptez 
c l a  de incubacl6n,con 400 ug de p ro te lna  d e  mm= 
bfanas, celulares qdurante 2 hores a 37QC.Luego se 
agregaran e T 4  ing de HDL f r ia  a1 media d e  incuba- 
c ibn y ee mid46 le r a d i e c t i v i d e d  unida a var ioe  
tiempoa coma es desc r fb id  en M6todos.. 
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DISCUSION 

Las evidancias d%spMfb-lee de trabajos realizados en 

varias especies indican qua b e  te j idos esteroidog6nicoe tig 

nen toda l a  maquinaria .celw&ax para u n i r  y rnetabolizglr l l po -  
i 

I 8 ,  . ,  proteinas de baJs dsnsidisld cLDL),por un rnecanisrno similqr a% 
. % J * :  

observado en 10s f f b rabZ#~W~ humanas.(26,64) y,en variqs 5ns - 
tanctss, e l  "camino metab&Zicb de l a  LDLIt fue dernastradra , tWt&t;o 

1 

I t i n  vivou como n,in v i t ron y aa muy , * l a r  en to&s los'caaofii. 
'14,- 

~dem6a,nmerosae Bbservaciones han es tab le~ ido l q  e x i q  I 
tenofs de un eegvndo sfs*ons para l a  captacibn de c o l e s t ~ r o l  

de lse  lipoprotqinas, espac$fi'co para HDL, en la8 cklulas pro- 

ductoras de eate~uides.El mecanismo de capteci6n da eete l ip2 

proteina,aunque cam relsdida m foma incarnpleta,aa dife'sente . 

a q&g ..-- tr <.  -. 

- I 
qua para l a  L -L,sisn o l a  unibn 'ici HDL a las ~ L l u l s s  m.Qlda 

par un receptor dist inta. j . e 

Se ha sugerido que l a  ~ D ~ , m & r s  bien que l a  ~ ~ t , p o d s $ a  I 
proveer e l  colesterol para 10s taj ldoa esteroidop&nico$ de l a  I 
ra ta  (161,178,32'1).~anbik, 'se proppusso que l a  HDL era m b  efec - I 
t i va  en supr i rn i r  l a  d n t u s i s  do1 colasterol en medareswni- 

' 

I 
diendo l a  velocidd da fozbacibn e pa r t i r  de octanoato (8,49) 



Chen y col.  (103) ds loa t ra ron  l a  e x i s t e n c i a  de si)kD~, 

de unibn de a l t a . a f i n 2 d e d  pa ra  HDL y no para LDL,pero esos 

t r a b a j o s  s e  rea l9zaron  en cdbZuLas i n t e r s t i c i e l e s  que no pa- 

bf an s i d o  pur i f i cadae,  

t: En este t r a b a j o  se mnf i rm6 l a  e x i s t e n c i a  de si t ias de 

I - ~ i n i b n  s a t u r a b l e s  de alta' a f l n idad  pa ra  HDL y LDL en teat%t&tlo. 
' f!-:.- f 

La unibn fue  m6s a l t a  s 3 7 s  qus a otrss temperaturae cet - ts i i~  

das (U y 24QC) y l l a g b  g13; scqui l ibr io a 10s 60 minutos da .&nrs.u '. 
I - 

baci6n.las cons tan tes  der valsc idad dezivadas de es tud ioe  dg 

asoc iac ibn y d i s ~ c i a c i b n  para HDL reve la ron  una cons tan te  de  
I 

d isoc iac ibn  (Hd) de 4,6 W.da .p ro te fna  de HDL/ml que fue  eimi - 
l a r  a 1  va lo r  ca lcu lado da los a n g l i s i e  de sa tu rac idn  segGn e l  

t 7. 

modelo de Scatchard ( 4 3  UQ de p r a t e h a  de HDL/ml), 

Es te  resu l t ado  nu concuerda completamente con lae ~ b - !  

servac iones preuhas (103) pues s e  inform6 una Kd ds 32 ug de 
* 

proteins de HDL/ml.Eete valor mbs a l t o  para  l a  cernpl%anta.de 

d isoc iac ibn  (con una dismlnueibn p a r a l e l a  en l a  constante de 

a f i d d a d )  ha l lad? por  arom a u t o r s s  puede deberse a que e l l o .  

usaron para  s u s  es tud ios  d3u las  de Leydig impur i f icadas,y  

como f u e  seflalado par Wynm y S t r a u s s  (162),aunque esoa t r a  
IL 

b a j o s  sugieren un mecani* scylecf f ico mediado por recep to r  



para  e l  metabolilamo dra 8DL pur ~6 lL I laS de Leydig,debe nu te rse  

que 10s c u l t i v o e  empleados por Chen y col .  cons i s ten  de e6 lo  

un 1 0 $ d e  cb lu laa  de LrryaP-g *Ds e e t a  forma,puede haber o c u r r i  .- 

do uni6n y degradaci6n . 'de . 3ipopruteinale por o t r o e  t i p o s  cellr- 

l a res .  

corn0 ee d m s t r f i  en eeb  s e r i e  de experimentos,a&ae 
:, II 1 

l f pop ro te lnas  s e  unen e & i m s  t i p o s  c e l u l a r e s  segGn se juz- 
L - '  - F 

Id 

'.r ga por e l  grad ien te  de  matrizrmida.Por l o  t a n t o , s e r f a  im~ar-. a 

; '  
t a n t e  r e a l i z a r  este t ipo w otrcr de pur i . f icaci6n p m a  tener 

una adecuada in fomeci6f i  y poder cns re lac iona r  l a  acc ibn  de  

Iaa  l i pop ro te lnea  con l a  t&6a e i n t e r n a l i z a c i b n  a las cklw- 

l a 8  de Leydig. 

La curva de dfsocia;656n de HDL present6  dos componentee 
, . 

mostrando un p e r f i l  eim%lar a1 desc r fp to  pa ra  l a  i n te raac i6n  

de LH/hCG con s u s  recep"t;obee en e l  t e e t i c u l o  (30,263) e qpdi- 
L . 

ca  una cant idad s i g n i f i ~ a t $ v a  de complejos i r r e v e r e i b l e q  que 

eon mantenidos en l a  s u p s r l i c i ~  c e l u l a r  por tiempwl m&s Jar- 

gos que l og  esperados,Sin embargo,los e f e c t o s  de esoe w p l e -  

j o s  l igando reoeptor  p e r s i s t e n t e s  son a h  desoonocidos. 
t 

Respecto a l o a  valores de cons tan tea  de  d i soc iac ibn  

(Hd) y de gapacidad de uni6n (B0),los t r a b a j o s  publicadom en 



l a  l i t e r a t u r a  no hecen zhta&ncia  alpuna a cor recc iones  ~ e a l i  - 
zadas sobre l a  aptividab;eglp.acif ics d e l  l igando marcado w n  

IB51 . ~ a s t a  e l  momento, la auyorsa d~ loo i nvss t i gado res  ob t ie -  

ne e s e  da to  a p a r t i r  de p a a s  de pu r i f i cac ibn  !, - luego de l a  mar - . 

6 cac ibn,dato que r e p r e s e n t s  m a  f u s n t e  de  er ro r ,pues  comq ha B& 
I < 

, ,  , do demostrado Great0 y cal. (97) pa ra  i n s u l i n a ,  e l  p ~ p o o d i  ; A- , ,'I 

mianto de iod inac ibn p w d e  gar como praduetue hnmona mino-is 

, dada como t m b i 6 n  mol&culac di- lodadas o no marcadas,y,qma- 
' .  

- nos que s e  puedafl p u r i P i c a r  las d i f a r e n t e s  e s p e c i e s , l a  a c t i v i  3 .  - 
a 

dad e s p e c i f i c a  ~ b t a n i d a  dQ esa forma ~ e p r e s e n t a  un promedio 

de l a s  d i f e r e n t e s  mol6ou&n,ng todsa con l a  misna ac t i v i ded  

biol6gica.Por 10 tantt3,pera tener un va lo r  con f i ab le  de sc- 

t i v i d a d  espec i f i ca  se hace w c e s a r i o  u t i l i z a r  e l  mhtodo de 

eutodesplazamienho deat32iaCQ-l)or Calvo y col .  (77). 

Otro f a c t o r  a terwrr uen cuenta es que l e  introduccLbn 

d e l  rad io isb topo  a 1  l igmda,prctduce modi f icaciones e s t r g p t u r a  
-1, + ;: - 

. ,;-- ' 1 '  

l es  que r e s u l t a n  en une ao t i v idad  b ia lbg i ca  y de uni6n 4Lsmi- 

, cidad de unifrn d a l  1 2 5 ~ - l t O a ~  en e l  mode10 exper imental  u- 

. . . . t i l i z a d o  a en alguno s&mtler. 



minb l a  actividad especl f ica por autadesplazamiento y l g  m6- 

xima capacfdad de uni6n (H,C.U.) a membranas de cblu las de 

Leydig y de adrenal.Los roeulOedos obtenidos para l a  unj.6n de 

LDL y HDL,teniendo en cuenta 10s par&metros anteriores,a)ostra - 
,: ron e l  mismo n h e r o  de e f t i o s  de uni6n pero una Kd menor (104 

I 
rig de protelna de LDL/ml y 768 ng de Proteina de HDL/ml),que 

si se consideraba un 100Xde M.C.U. (2,6 ug de proteina de L R /  

Por e l lo ,es  irnportan%e que para cualquier e s t u d i a d e  i n  1 - I 
, tesaccibn l igando-recepto~,se celcule no a610 l a  act iv idad es- 

~ e c i f i c a  adecuadamente,sino tamhien le mexima capaeidad de u~ 

nibn de l  ligando en eetudio a su receptor especif ico,ya que de 
. L  

no hacerlo, se  ob tendrb  dabas err6neoe con in terpretac i  opee i n  - 
correctas. 
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RESULTADOS 

LOCALIZACION SUEELULAB DE LA.WlG-CoA REDUCTASA EN CELULAS DE 

LEYDIG. 

Nunerooos t rabajos ineicqn qu.a.la HMG-CoA reductasa, 
I @:-" ,';. , *  I .  - . . ' <  

enzima aegulator ia en l a  hio;f"tadia i e l  colestaro1,eatb a- 

socieda a1 re t i cu lo  endoplam6tico en higado, ovario y @b- 

dula adrenel, entra o t ros  Bejidoa de mamlferos.~ pemr  q ~ t  eg . 
v 

t a s  observaciones Pueron axtrapoledas a1 testicu10,no sa ha-' 

: bia realizado ning(in estudiio en eate 6rg.ano que var i f icape 

Por l o  tanto,se decidib r e a l i t a r  eu carecterizaoi'bn 

en c&lulas de L,eydig.Para el lo,previo froccionamiento subce- 

l u l a r , se  midi6 l a  act iv idad enzimbtica en l a s  d i ferentea lrag 

ciones segGn se  deacribfb en Meterialea y M6todoa.Coma onzf- 

mas marcadoras rsa utilizuqbn' ruccinato deshidrogenma 

(mitocondrial) y- glucosa4-fosfato deshidrogenasa (G-6-PPH) 

(c i tos6l ica) .  - .' 
3 .  

, . . - 
i 

La Tabla 11.1 mueatra 10s resultadoa de l a  d ist r ibu-  

cibn de l a  actividad de t lMEt%A redwtasa en lea  fracciqnea 

subcelulares de c6lulas d@ Lqdig.  
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La mayor activid.6.we sncontrb asociada a l a  fraocibn 

mitocondrial (62 % de 1s mctf uidad to ta l )  .La actividad del cl- 

tosol f ue un 35 % de l  toga3 .@ialmente un 6 % de l a  actividad de 

SOH estaba preeente en .ersl@s fraccibn.~a deteccibn de esta ac- 

,; tividad en e l  sobrenard.er&er cia 1 0 5 ~ C I ~  x g puede deberae a rue 
I I  

tura mitocondri~l  con ma pgrdrder prsaferencial de l a  HMQ-CoA 

reductasa-La actividad d0 wta  enztime en microsomas fue dea- . a 

G-6-PDH en l a  f rawibn w l s a r  previmente purificada a tra- 
' v6a de una capa de sacazosa' 2 M, 

La activicltad de  rn-GoA reductesa determinada en lag 

fracciones hepkticas (-1s 11.1) masts6 l a  t lp ica  localiza- 

cibn micrasomal descripte par otroa autoree (89% de l a  ercfi- 

vidad tota1),(68,146,259). 

Para confirmer il hil lszgo observado,la fracci6n~mito- 

condrial osuda purifiicad; q travbs de un grediente da'sa- 

carosa discont l~w.Le actividrd de l a  HMG-CoA reductasa ei- 

gui6' e l  mismo par f i l  de rr~rtr i fugeel6n que e l  de l a  SOH ( f i -  

gura II.l).La ad t t v ihd  o s p ~ ~ a f i c e  de l a  HMG-CoA reductaea 

en l a  fraccibn qbs enriqu#M1,de en mitocondrias ( interfaae 40- 
. . 

50 del gradients da sa~&@~qo). Cue 3,6 veces mayor que 1s co- 
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F iqu ra  11. I . ~ a t i v i d a d e s  dkbNm3-CoR reduc tasa  y succ ina- -  
t o  desh id rogenasa  en m i tucondr ias  de c b l u i  ' 
l q s  d e  Leydig p m l 4 i c a d a s  y de hlgado.El 
p r e c i p i t a d o  de 17,000 x g f u e  sembrado en 
un g r a d i e n t e  d i s c o n t l n u o  de s a c a r o s a  y l a s  
i n t e r f a ~ e s  fueran l a vadas  con s a c a r o s a  0 ,25  
M a n t e s  da sex u t i l i z a d a s  p a r a  10s ensayog 
enzirn6ticos.Lgs nGmeros en las  a b c i s a s  r e v  
p raeen ten  les cw lcen t rac iones  de  s a c a r o s a  

* 

(% P/V) d e  lcr,s f r a c c i o n e s  ensayadas-La f i -  
g u r a  c o n t i e n e  d a t o s  r e p r e s e n t a k i v o s  d e  uno 
de  3 expe r immtos  d i f e r e n t e s  con s i m i l a r e s  
p e r f i l e s  de &a t r i buc i 6n ,  



rrespondiente a1 precipiBado de 17 .000~ g.  Estos resultadoa 

conf irmaron que la '  I-M-CoA reductasa, en l a s  ce lu las  de Ley- 

dig de l a  ra ta ,est& local izads en l a s  mitocondrias. 

Cuando eata exper imcia se  rea l izb  con mitocondrias 

de hf.gado,la mayor parta d. l a  activ,&$gd de l a  HHG-CoA re- 

*: ' 

Ir I<- 
ductasa ke encontrb aaocisda a i a  fraccibn menos densa da l  

gradiente de eacarosa ( in ter faaes 0-30 y 30-40) moetranda 

una distr ibucidn s imi lar  a l a  glucosa-6-fosfatasa (G-6-P,asa) 

. . (enzima marcadora microsomel)(Figura 11.1 y Tabla I Im2) , in-  

dicando que l a s  f r a c c i o n ~ a  de higado m6s l iv ianas de l  gra- 

diente est8n enriquecidas on mic ro~mas.  

PIRATORIO Y DE LA RELACIMY FOSFORO-OXIGENO (P:  01 DE LA9 PIX- 

TOCONDRIAS AISLADAS D€ CELULAS DE LEYDLGm 

Debido a que para pur i f i ca r  laa  mitocondriaa aisladaa 

de cklulas de Leydig,se u t i l i zaron a l t a s  concentraciones de 

eecarosa,que de alguna menera podrian haber dafiado l a  inte-  

gridad de l a s  mismas,se dscidib deteminar  10s parbmetrss 

m#s importantes de l a  actiwidad respiretoria.Se u t i l i z b  l a  

fraccibn proveniente de l a  in te r fase  40-50 puesto que era l a  

m8s enriquecida en actividgd de SDH.Los resultadoa fueron 10s 
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s igu ien tes .  

Consumo de oxigena d a l  es tada  de reposo (es tado  meta- I 
bb l i co  4 o de resp i rac ibn  cun t ro lada)  : 31,3 n a t g q .  de $ / 

min. mg de prote ina.  

t: Consumo de oxigano d e l  es tado  a c t i v o  (es tado  metabb- 
.. ;+'. I , 

. . l i c o  3 o de resp i r sc ibn  a c t i v e )  : 44,6 n a t  gr. de O2 / min. 
' 1 

mg de prote ina.  . 
. > 4%. . 

> . 7- .,. - 0 

valocidad en p resenc ia  de APP 
Contro l  r e s p i r a t o r i o  GE,R.)= 

, .  velocidad en ausenc ia  de ADP 
. . i 
44,6 nat .gr .  de Op/min. mg do pro te ina  

C.R. P: = 1.43 
31,3 nat .gr .  de 02/min. mg de p ro te ina  

ADP agregado 
Relacibn fbsforo-oxigeno (P : 0 )  = 

O2 consmido  en es tadq  3 

250 m o l e s  
P : O =  m 2,8 

I S , ?  m o l e s  
m. 

Los da tos  abservados fueron g im i l a res  u t i l i r a n d o  co- 

mo s u s t r a t o  succ lna to  I 0  t& o una mezcla de malato 25 myl 

glutamato 25 mM.9 permiten aaegurar  l a  e x i a t e n c i a  de mitp- 

condr ies.  

E l  con t ro l  r e s p i r a t a r f o  (C.R.) i n d i c a  si  hay acopla- 

miento e n t r e  e l  t r anspo r t@ de e l e c t r o n e s  y l a  f o s f o r i l a c i 6 n  



\ 

o x i d a t i v a , ~  es un c r i t e r l o ' m u y  eensib le y en genera l  e l  de e- 

l e c c i 6 n  para j u t g a r  l a  i n tog r i t l ad  mitocondrial.Los resul tadoe 

obtenidos no son 6ptimos,por lo que no ae puede d e s c a r t a ~  que 

haya habido rup tu ra  de l a  membrana i n t e r n a  mi tocondr ia l ,  

1: 
' 

CONDICIONES DE ENSAYO PARA LA.ACTIU1DAD DE LA HMG-COA REPUCTA- 
"Y "?I 

SA MITOCONDRIAL. 

Las condfcionee de suet ra tos  para 10s ensayos se d e t e r .  . - 
6 

p u r i f i c a d a a  ( i n t e r f a s e  40-50 d e l  gre- 

' i! de Lsyd ig  (F igura 11.2). , ., 

E l  v a l o r  de Km pare l a  OL-HHB-CoA (ca lcu lada segGn el 

mode10 de Lineweaver-Burk) fw 0,200 nJ.l (r2 = 0,994), qua re-  

presents una canstgnte de Q,'lIM mM para  e l  D-isbmero act lvo. 

La concentracibn de NADPH con l a  c u a l  se ,alcanz6 1 
*Ye-: 

l a  a c t i v i d a d  enzlrnktica mhximi fue aprbxiniadamenke 

La s i n t e s i s  de mevalonata fue  l i n e a l  hasta 10s 90 minutge 

con 150 ug de proteinaa. 

ACTIVIDAD DE LA HMG-CUA REDUCTMA EN LAS DIFERENTES FRACGIO- 

NES SUBMITOCONDRIALES DE CELULAS QE. LEYDIG. , 

Asumiendo qua l a  W - C o A  reductasa en l a  c h l u l a  de Ley 

d i g  de l a  r a t a  es una enzlma s l tocondr ia1,se t r a t 6  da ea$udiar 



HMG-COA (a). NADPH ( m ~ )  

Figura 1I.Z.Ensayo y prapied8des de l a  ac t i v idad  de l a  
HMG-CoA r e d u c t a m  en mitocondr ias de cblulasi 
de Leydig pur i f i cadae par  metrizamida.las m i -  
tocondr ies se psepararon y pur i f i ca ron  como. 
se d e s c r i b i 6  arn ~ t o d o s . l a e  incubacianes se 
rea l i za ron  a 37nC bajo l a 8  s i g u i e n t e s  condi. 
c ionee : (a) sa incubaron 50 ug de p r o t e i n a s  
durante 60 mirmtoa con 6 mM de NADPH y con- 
cent rac iones v b ) s b l e s  de IMG-CoR; (b) se is. 
cubaron M ug de p.roteinas durante 60 minutq. 
con 0,2  mf4 de tfMGCoA y concentracionea v a r l .  
b lea  de NADPH. 



s u  localizacibn aubmita~lnd~i~l .  

na externa de la mitocqndr$$,eeria relativamente sccesible a 

l a  HHG-CoA citoplesm6tSae pravaniente de  acetil-CdA.Por ptra 

d parta,s i  l a  enzing estuul.ese localizada en l a  rnatriz o en l a  

nlembrana" interna mitaoandriet1,~xishir~e una barrera de  membz~ 

nqs soparhndolaa de l a s  reservae de HBIG-CoA citoplasmbtipaa. . 

La Table f f . 3  rwme lam rasultados de 10s inten$aa de . 
1 

local izar a l a  enzima m 3aa frabciones submitocondrialae.Sa 

consiguib ma separaclbn r c a ~ 9 f i v ~ n t e  buena de  l a s  dos mem- 
. . 

oren- como se muestra wg.$as actividadee de l a  monoarnino- 

oxidaaa (MAO) (enrima ts-adara de l a  membrana axterna) y da 

l a  succinato deshidrog~msi%#. (SDH) (mrima mercadora de 18 rnp~ar - 
brans internal en la8 tP?pu$cionrrs aia1adaaAa mambrana externa * 

contenfa un 25%de l a  @H,%bGgl y LKI 20%de l a  actividac) to& 
i 

t a l  de l a  HMG-CoA reductzslsa per0 casi l a  totalidad de I#' ec- 

t i v i d s d  de MA0 (94  %). 

La distribucibn de &a ME-CoA reductasa fue similar a 
I 

l a  distribucibn de l a  WtAuSdad de SDH en l a  memhrana externa, 
' espacio fnterqmembrana y wl8mbramft intarna, mostrando que l a  ac 

C 

tivfdad de HMG-CoA redwtesa obtenida en l a  membrana extsrna 
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es tas  fraccionea con memb~ana interna.Le actividad de HMG-CoA 

reductaaa determinada en l a  matriz (30%).;no coincidi6 con l a  

de SOH (8%),pudiendo deherme eete hecho a qpe l a  HMG-Coq re- 
4 

F.11 !, !I 
,: ductask se  encuentre unida en Qorma rnbs d b b i l  a l a  membrana 

I. . 5 -  c . in terna que l a  SOH y pueds so lub i l izarse m8s facilmente por 

e l  (Lubrol MX). 
.' . 

DE CELULAS DE LEYDIG. 

b - 
, . Habiendo detectado actlvidad de HMG-CoA reductasa en 

3 
'xa mitocondria, resultaba impartante determinar l a  loca l i ra-  

ci6n de HMG-CoA s in te taae y WG4oA liaea,enzim'as responsa- 

b les de l a  s ln tea i s  y ruptura d@ l a  HMG-CoA respectivamente. 

Los resultados ae must ran  en l a  Figura 11.3 y ae re- 

lacionan a l  100 % de recupersc ih  de las correspondiente~ in- 
C . .  '. . 1, ' ?* + 

zimas marcadoraa,asumiendo estabi l idadea s imi lares--8h'k l  how 
+I 

mogenato y en l ae  fraccionae suhcelulares ) I  

i 

La mayor parte de l a  actividad t o t a l  de l a  HMG-CoA 

s in te tasa  estuvo aaocieda a l a  fracci6n mitocondria1,aunque 

, I 
, ,  alguna actividad se  encontr6 (sresente en e l  citosol.La ac t i -  



n 

CoA eintetaaa En d l u l g s  de Leydig purificadas, 
H :  homogena%s; N:precEpitado de 17,000 x g ; 
N 40-50 : intrerPlsae 40-50-% CP/V) del gradiente 
de sacaroea; 6 :  c i toso l ,  
Los resultado. eon e l  proinedio 2 D.S. de deb: 
minacionea por dqjl icado en 3 preparacionee c~ 
lularas dia$intae. 



vidad mitocondriaa,previarnenta pro- 

r i f i cadas a trav#e d s  un g r d i a n t e  de eacarosa.( inter faee 40- 

50) fue aproximadam$nta 3 ~@caC mayor' que l a  encontrada en e l  

precipi tado de 17,000 x .g.. 

c 
' 

Tarnbikn s e  d a t e m i d l a  &Av idad  de HMG-CoA l i a s a  en 
ha '1 ;; 

k . - l a8  d i ferentea fracciof-$?ts crubcelularea.No se  ,detect6 act iv i -  
. I f ,  - 

.: * f 
* .  

, . dad en ninguna de e lha .  ' 

J ~ O ~ M A C I O f l  DE ' 4 ~ ~ ~ ~ ~ k ~ ~ ~  A LUS ESTEROLES PRE~PI?&LES 
-5 

y de HMG-CDA redpctasa en mitacondriaa,Pue natural  especular 

l ea te ra l  en l a e  d l u l a s  d e  keydig 

Para pate p r o p 6 0 i ~  SO eat"di6 1. incorporacibn ds- 14~ -  

acetil-CoA a lo8 eateraZd8 phcipi tables por digi tonina* u i i l i -  

zando homogeneto , m i  tocand~f 158 pwrificedaa ( i n te r f  am 40-50) y 

fraccibn c i toebl ica de e6kulae da iaydig (Figura II.k).Se o- 
I 

rnitieron l a s  f ratx ionas nuclear y microsomal dado que WA se , ,  



Fisur? II.4.Incorporaci6n de q 4 ~ - a c a t i l - ~ o ~  a 10s estm~olea 
precipitablea po~.d ig i ton ina  en fracciones aubc 
celularea do cdlukaa de Leydig purificadas.H s. 
homogenata ; M 40-50 : interfase 40-50 % (P/V)wl 
gradiente de saoaxosa;C: c i tos$ l .  

I *  Loa resultadw son e l  promedio - D.S. de incuba 

Y .. cionee gor duplicardo, de 3 preparaciones c e l u l ~ =  
. - res dbstintm. 

-2 
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' . -  

de recuperacibn de laa aumeapnd ien tas  enzimas marcadoras) 

fue similar a1 pe$fiZ de distribwci6n de la actividad de * 
HMG-CoA sintetasr encon-trade en la8 Pracciones. 



. ~ 

. . 
DSSCUSION . . L ?' , rr-r. , 

. , .  6 :  ., * - . ..* I .I% . . . d m  ' . .- . .  

~ s t 6  generelmente acatp.tado qus en e l  t e s t i c u l o  , l e  t r a n s  - 
formacibn de HMG-CaA a mevalona~o,ee e l  paso l i m i t a n t e  an l a  

b i o s i n t e a i s  de n o w  deL co&eetero l  y que l a  HMG-CoA reduc tasa ,  
I 

=, -'C . ;cz 
3 , , a  :.;;$% que c a t a l i z a  dicha reaec i6n,eat& unida a 1  r e t i c u l o  endoplas- 

'4 .- ,f $6tico.M8s aGn,lea rea tan tea  enzimas d e l  camino metabbl ico e s  - 
'. y.' " 

t en  l oca l i zadas  a on e l  cifoplaema o en e l  re t i cu lo '  endoplaa* 

mktico e involucran a 10s i n t a m e d i a r i o s  usua lee 'en  l a  fldma- 

cibn d e l  c o l e s t e r o l  (351). 

Contrafiamente a eaes supoa$ciones,los resu l tadoa ob te  - 
nidos en e s t e  t r a b a j o  detnuestran que l a  HMG-CoA reduc tass  de 

la8 c e l u l a s  de Leydig est& unlda a l a  membrana i n t e r n a  mito- 

condrial.Aunquo no s e  pueda e x ~ l u i r  l a  p resenc ia  de e a t a  en- 

zima en l a  f racc ibn  o i t osb l i ca ,ya  que e l  3 6 % d e  l a  ac t i v l dad  

t o t a l  e s t 6  l ooe l i r ada  en eat9 campartimiento despuks d e l  prsc 

cionamiento c e l u l a r ,  es p o s i b l i ,  supones una pgrdida p re f  exen- 

c i a 1  de l a  HMG-CoA reductsera de l e a  mitocondr ias uomparada a 

l a  succ ina to  deshidrogonssa (SOH), l a  cua l  s e  une fuertemen- 

t e  a l a  membrana i n t e r n e  mitoutandrial. 
.' . - "?yGT.' 

s .,a ,-- i+, ' t . rnJ 
La loca l fzac idn  dm l a  M-CaA reductasa da c k l u l a s  de 

Leydig en mitocondriee ee j n te raaan te  en comparacibn con l a  



.'\ . . 
, .. 

I . .  .. 
. . . ., 

enzima hepktica {68),adrenrl (25) y ovbrica (212) en l a  ra ta ,  

l a  cual es th  loca l i t sda  an a1 n t i t u l o  endoplasmhtico.Slnilar 

d i s t ~ i b u c i b n  mitocondriel se encontrb en Saccharomyces cerewi- 

s i ae  (322,323). - 
I' Tarnbi6n ea observ6 que en l a s  mitocondrias puri f loadas 

. I - .  . . de c6lulas de Leydig hay ~ E I  considarable cantidad de as t i v i -  
1 .  h' 
I * 

dad d~ HMG-CoR eintetatah,.onqucr sblo se detect6 una muy pcque - ' 
fia porcibn de e&a entfnra'm la f ~ e c c i b n  c i t o s b l i c a . ~ 6 s  q h ,  . 

4 

s e  dkmastr6 que ql colestezal  se puede o in te t i sa r  a p a r t i r  de 

1 1  acetil-CoA dentpo de l a  m$4qa~&dris,~a'q;i ee vio, en es ta  or- 

gonela, una s ign i f i ca t i ve  &~~).rcpIIra~%dn de ' I 4 ~ - a c e t i l - ~ o ~  a 

10s estero les precipftablas por digitonins. 

Debido a que l a  cqlaeterog&nssis desde HMG-CoA s~ &a 

cblula de Leydig parece un proceeto predominantementu m%- 

citoplasma podia ser ut i l f rada  coma sugtrato para l a  sinto- 

sis hitocondrial  de colerrt~lo1,ya que habia sido d.scripto 

que ' l a  membrana.$nterna dr ;la8 rnitooondrias era impermeable 
I 

a 10s derivsdos de l a  menr$me A (@l43).En es te  senfido se ob - 
serv6 que llil HMG-CoA mductaqa ' tenia l a  misma act iv idad tanto 

en l a  fracci6n mitocand.a$~l proveniente de l a  in te r fase  .h0-50 



$ 9  

d e l  gradiente da secarpiia co~to En l a s  mitocondrias sonicadaa; 
% 1 

, . per0 10s experim&ntoa ce.;lizsdos para medir l a  velocidad. y e l  I 
j control  resp i ra tb r ios  'he p m i t e n  aaepurar si hay integridad 

I,, . I , - 
'i mitocondrial.Por l o  t aM~ jm  l ~ a  requltados obtenidos no oe 

." ' , puede afirmar si l a  HMO-CoB citopl.aambtica,atraviesa o r)o l a  . ' .  I . . 
1 . 1  

,?. ' - membrana' interna de h a  m$6~crondriasm 

Por otra,  parte, g pas&$ de haberse descripto (3663 .que 

en poblaciones u ~ l u l a m a  de& teat fcu lo  (incluyeodo e s p e y ~ t o -  . 

1 gonias, cklules de Leydg y de Ser to l i )  ocurr ia l a  cetogBneeis, 1 
' 

.no aru encantr6 aeeividad dra W 4 o A  l i a s a  en l a s  fracciones 

subcelulares o b t ~ n i d a ~ , ~ ~ x ' ~ l d .  que ' l a  HMG-COA no puede ser ds- 

gradada a acetoacetato y 3-hidmxibutirato,excluyendo l a  exis - 
tencia de un cauno  cetkghirm en l a  cklula de Leydig y des- 

cartmdo l a  i n t i ~ f e r a n a i r  de deplecibn de sus t ra to  para la  

HMG-CoA reductaaa. 
, . 

Los descubrimien$oa en esta estudio sugieren que Gadea 
: ;g'Y 

l e s  enzirnas requer idaepaM 1 -  converdbn de acetato a mles- 

t e r o l  en c& lu las  ,de l syd ip ,~s$hn e~peci f icamente local izsdaa 

en mito~ondripls,y,~rob~3.~ente,en cercana asociacibn con e l  

' complejo enzimhtico que sq&$nde la cadena l a t e r a l  de l  coaea- 
t 

tero l ,  encontrado 'en la  maqrb'~.ma in terna de l a  mitocondria (267, 



- 
-i . .  

, . 

'la obsarmcion l a  produccibn de preq- 

C, ' 
"6 .,,.. neno l~na  en4bgen.e por witucbndrias tes t i cu la res  a is ladas,  ea 

I 1  >" . - .  I .  
-, - a 

del'rnisrno &den -de. mnltuid qus la produccibn t o t a l  de' s e t e i .  

roides por e l  t ~ & t h u @  tintam (200,3521.' 

I En l o  referan2e 9 3  aparte de co lestero l  para l a  ainte- 

* % , : dis da an&dgenos en l i  cblulas de Leydig,observacionea an- 

' ter iares (101) y es te  ,@@ma *f;r8baJo de T8siS (.urn S W ~ Z ~ R  L Z I ) ~  
., . 

sugieren qua- e l  .4es t lw lo  uti. l ira proferencialmante a1 r;rrlee- 

I . . t e r o l  s i n t e t i z a d " s n d d g ~ m b . E s t e  co lestero l  podria s inta-  

t i z m e  dentro T ~ P  la m i t o ~ a n d ~ i a  dsede acetil-CoR,y es te  pre-, 
. . 

cursor de 2 carbonoa p u ~ & : ~ r ~ ~ e n i r  de piruvato, arnino6cidoa 
I .  

o da bcidos graeos. p o i ' ~ - o ~ i d e b i 6 n . ~ ~  fosfol lpidos, por ac- 

cibn de .~oa fo l ipakes  e~.ecf . f2ces,podrhn l i be ra r  10s bcidos 
, . 

. . 
grapae que at raveserhn.  Is. menbranas m i t ~ c m d r i a l a s  par@ su ' *  

F - 
- > -  

.I L ' evene'ual degradacibn a .aae$il-CoA.La Figura II.5 musstrs un 
I 

? 

4 esquema dg l a  hipbteeie prwua'sta. 

De es ta  ~ ~ q i r r a ~ ~ l  6 b ~ e s t e r o l  no neces i tar%s,a l  mema . . 
en ~ a ~ t e , s e r  t r qspo r tado  h s d s  e l  citoplasma hacia l a  9f.b- 

condria para t r sns&nen ' l  'an. pragnenolona. Cuando f uesa neEeb 
, 

sar io ,  e l  colastqrol  i n t r a i t t a c m d r i a l  podria s a r  provf sto par I 





t i c a s  despubd d d  l a  i n t a l a ~ 1 6 n  da & s t a s  con s u s  receptcr les  

de l a  membrana ~ e l u l a r .  ' 

Deade o t m  gunto ,  da visCa,muchae obaervac iones  i nd i can  

que l a s  a c t i v i d e d a s  e n z ~ & i r n a  en f r a c c i o n e s  suboe lu l q rps  s is  - 
l adas ,no  s i empre - ' r e f l e j an  Jorp a c t i v i d a d e s  f i s i o l b g i c a s  win v i -  

votl.Sin embargo,m peaerr de,.aIlo,se puede c o n c l u i r  que lee m i - .  

t o c o n d r i a s  de lae c8 luXae~ de Leydig t i e n e n  una func ibn p$epo& 

d e r a n t a  en l a  b i t k i n t e s i s  b r l  o a l e s t e r o 1 , y  que l a  r egu lep ibn  

de  este camina dab ido a 5ls ub icac ibn  i n t r a c e l u l a r , p u e d e  @star  

su je t ;~  a f ac to re$  modulafgf$,rrs d i s t i n t o s  a 3098 d e s c r i p t u ~ l  pa- 

ra hfgedo y g lendu ia  e&en'a.Ce e luc i dac i bn  de  e s o s  f a c t o r e s  
. . 

c o n t r i b u i r b ,  in dud able men to,^ una m e  j o r  conprens idn de  lo8 pro 

cesos  invo luc radhs  en le .poberoidog&neais de  l a s  cL lu l aa  da 
I ' 

Leydig. . . 

Es po r  e1J;o que I&, rrzsultadoe most rados,conduc i r ian  a . 

una r e v i s i b n  de  lee e x t r a p ~ l a c i o n e a  hechas en e l  t e s t i c u & o  so_ 

bre l a  b i o s $ n t e s i e  d e l  wl* l iero l ,basadas en e s t u d i o s  r e d i z g  

dos  & 0tI?00 te f idoe y qbf$ son acep tados  ac tus lmente .  
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Los halltargoa de~ar&ptos m b r e  l a  b i o s l n t e s i s  mitocon- 

d r i a l  de co le8t9ro l  y 1s ~ c l ~ t e n c i a  de receptores  pa ra  LPL y 
. . 

HDL en cb lu las  de Leydfg,+cJuj.eran a 1  ea tud io  de l a  regulac i6n 
I 

> 1 4 . - * - .  

poi. wr. lado, de Lsj HMG-CctR, *xesiuctaeq, y por ende, de l a  s f  nte&ls 
I I 

* de novu d e l  precureur snbrbgbr ico,y por o t r o , d e l  apo r te  pzav: 
1 - - < . !  

n ien te  d e l  plasma a t rade  de l a  i n te racc i6n  de l.as l i p o p m t e  . 
1 ' 

- .  

f nas  con l a s  c8 lu las  i n t m f i c i a l e s . S e  u t i l i z a r o n  d iversaa UCWJ 

. d ic iones  experi ldcntsle8 y 10s resu l tados  s e  d e t a l l a n  en loa.p6 
.I) 

r r a f o s  s igu ien tes . ,  . . . . 

. Los experimentas a d r e  cagulecidn s e  l l eva ron  a cabo 

con l a  HMG-CoA s e l u b i l i z e d s  pe r  nedio de un bu f fe r  con date$ - 
gente,  sa lvo  eapaoif icaoibn' en cantra.El lo s e  h izo porque .los- 

antecedentes sodre la  m l m e  hep6t lca indicaban que ers '&%fi- ". 

c u l t ~ s o  e s t u d i a s  a . ' l a  mism cuando pstaba unida a l a  memb6s- 
. .:SC' ' 

1 

5, na microaomal. , - ,-. .. 
. \  

-. 
A .<; , 

R I  TMO CIRCADIANO, ,,DE LA W G a A  REDUCTASA 
. ' .'. 

La ex i s tanc ia  dal i%);mo d i i o i o  de l a  HMG-CoA r & w f a -  

s a  fekgbs-y rv@o pbr pxlmbra vez en higado de r a t b n  (207) y 
9 '  -;:. . - .  ' 

luego en dietkn'tas t e j S a b d a ,  l a  rata.La ac t i v i dad  mgximer de . . 



l a  enzima e s  senisjanta eti %ado* 10s c a m s  y ocur re  a l rededor  

de l a  med ia~~chc ,En  cai&j,o,en l a  adrena l  de  hamster e l  ~ i c o  

mkximo s e  de tec t6  a l m  fl9'haraa (133). 

Debido'a &B l a  'smrsrcibn de t e s t o s t e r o n a  por el  tes- 

t t f  cuAp de l a  rat9 preaentd un. r i tmo c i rcad ian0 (31,261,363), 
I-:\: . 

. c .  , , I  

I ‘ ' /  s e  d i c i d i b  d e t e m i n a r  ei' .x ist la algma var iac ibn  d iar i .  en 

b 
I I l a  ac t l v i dad  de l a  m0-eoll1'r~ductaaa de qh lu las  de Leydig. 1 5 .  , ;,; 
. La Figura 11i.1 muestra. i rn  raaultados.Hubo una ac t i v i dad  . , i: 

mkxima cerca  de IBS 12 hs, y. a c t i v i d a d e ~  s i m i l a r e s  en lss 
. . 

2; r e s t a n t e s  horaa d e l  dbz~.Po@ allo,para loe sxperimentos aub - 
s i g u i e n t e s  de regu3.aci6@ .da l a  enzima,se dac id ib  s a c r i f i c a r  

a 10s animales $n h o r a 3 W .  osrcanas a 1  mediodia. 

CONO1CIONES.DE ~ @ A Y O  .P$i_RA U W G - G O A  REDUCTASA EN EXTR4C- 
! .  

TOS DE CELULAS d~ LEYDQ. 
' 

La Figura IXI.2 @lrerftmt l a 8  condic iones bptinras p r  

r a  e l  ensayo de ka+it4G4oA raduc tasa  aolubi l izada.La TOP- 

macibn de  meual@nato, wrtbznt~do 18 cant idad de p r o t e i n a  
I 

haaha 50 ug,pamraneoid kin8$L haeta :  10s 60 minutos; y la$ 

concentreciones de DL-I4FS-W y NAWH con lac 118- 
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. 1 .  Fiqur- ":.Z.Enesryo y prqaledades do Jta actividad de l a  HMG- - 
- .  . _ I  . ..-. - CoA reductgsba. en cQlu las de Leydig de l a  rs ta .  

t . 1 ,  . 
I#*:. 

- , . . r B  Los extrseMe de cblu las de Leydig s e  prepsra- 
. ! j  3 

1 =, 
! .-. 

. :c; .. rmi como 89. depmibi6 an Materiales y Mktodos. 
. Les incubateganes s e  real i raron a 37nC bajo l a a  . ; -; $;. 

, s igu ientea ~ ~ n d t c i o n e e  : (a) para tiempos cre- 
cientes,ee in~uberon 50 ug de proteinas con 
NADPH 5 mM y MbrCoA 0,2 m M ;  (b) s e  incuballon 
concentraciunas creciantes de prote inas celu- 
la ree  durmt, 30 minutoa con l a s  mismas c o n c i ~  

4 tracionee dri WWH. y HHECoA .que en (a) ; (cl) 
: I .  ; ~ - f  se incu&a.ron JO ug'de protefnas dursnte 30 mi- 

. ; # ' .  f nutoa con W H  5 mM variando l a  concentraci6n 
de HMG-CoAg {d) ee insuberon 50 ug de protefnas 
durante 30 mb;nu0oe~cm 0,2 mM de HMG-CoA y con- 

- cerrtracionea uariablea de NADPH. 



proximadamente 0,050 *,Ye gqs 5610 e l  D-lsornero de l a  DL- 

HMG-CoA usada es ' w t i v o , a l  verdadero valor de S esth  al-  
01 5 

rededor de 0,025 -M 

A C T I V I D A D  DE LA WG-COB REOtJCTASA MJRANTE LA DESENSIBILZZA- 
I 

CION TESTICULAR 1,NDUCIDA PM GONADDTROFINAS. 
t z  

En e l  fendme seni3ibilizacibn tes t i cu la r  se han 

descripto dos t ip& de ledmes en el  camino enzimbtico gate- 
& 

6n nt&rdieH. o wlejanan que se caractesiza 

por un bloqueo depandients de estr6genos,a n ivel  de l a  17,20- 

desmolasa y de l a  17-h id rax l l ~aa~y  un defecto b ios in te t ico an - 
t e r i o r  a l a  produc~ibn de psegnenolona que ocurre en celulaa 

de Leydig t ra tadas con d o a h  altss de hCG (10 ug).Esta les ibn 

ntempranalt o t1cercana14 no 8s causada por estrbgenos,ya que no 

se  rev ie r te  con e l  antiestr6geno Tmoxifbn (344) n i  se  repro- 

duce par tratamiento con ea tmd io l  (276). 

Para determiner a i  l a  WG-CaA ~ a d u c t a s a  t e s t i c u l a r  po- 

d i a  s e r  rnodulada por gonadotmfinas Itin vivoN y adem& a i  te- 

nia alguna inf luencia en l a  naturaleza de l  bloqueo esteroido- 

genic0 "ternpranofl ~causedd par l a  hormona t r6 f i ca ,se  examinb 

e l  efecto de l  tpa4imienta de hCG aobre l a  act iv idad de l a  en- 



zima en c 6 l u l e s . d e  ~ e ~ d l p & a t k o  h a r m  despubs de l a  i n y ~ c -  

c i6n de 10 ug d~.hCG,ls sat-ividad de la WIG-CoA ~ e d u c t a q s  

aumentb aproxirn&ctmentr & , *OO % sabrt~ 10s ve lo res  c o n t r ~ l a s  

(F igura III.3).R t iempqs~p~;s t iawiorea (24 y 72 horas ) , se  ob- 

6 servb  una marcads dlsa$~uci6n en 18 w t i v i d a d  enzimhtioq, 
P 

c o i n c i d e h e  con ( l a  d e p k a c l h  do reaep to res  p,revirnente das- 

c r i p t a  y eon 
'5;. 

con la d o s i s  mbs hajet.$@ hCG (2 ug),que 8610 produce e l . b l a  
C 

queo estero idogenico $$mPd$an, no mostraron cambios s i g n i f  1- 

c a t i v o s  en l a  a e t i v i d d  @' la. reduc taaa  a 10s tiemptis medi- 
.I ./ 

dos (24 y 72' horas). - ' . ' . 

Para e v a l u m  el w i o n a m i m t o  d e l  camino ea te ro ida-  

ghnibo . e n t r e  l e  p a ~ d ~ @ ~ b n i  de m e v s l ~ n s t o  y c o l e s t e r o l ,  se' in 
cubaron c6 lu laa  da ~ o ~ d i ~ .  de an ims les  con t ro les  y desena ib i  ' - 
l i z a d o s  (=on 3-dobis d+ 10..uQ de hCG) con ' 4~ - i neva lona t~  en 

8 .  

presenc ia  ,de a r n i n ~ g l u ~ & $ i ~ ~  1 nib! (que inh ibe  e l  metabal ia  - 
mo &I. cola st arb^),^ .o midi6 l a  incorporac ibn d e l  precqr-. 

s o r  r a d i a c t i v a  a 3.0s qgf-les p r e a i p i t a b l e s  por  digitonina.. 

Coma se ve en l a  Flgu$s i1~1.4,las - d l u l a s  desene ib i l i zadas  



Fiqura IIIa3,..-,,wid& detl;e WMG-CuA reductasa en extrectos 
de 'a6luloo di .L.ydip d~spubs de l a  inyeccibyr . '. a subcut8nlr.da'?tl ug (200 U.I.) dp  hCG. 

, . 
Cada punto .ew sl valor pranedio - D.S. de in- 

- ]- cubsciom@' p6r dupIicad6 de  3 preparacionee r i  . 
.. .'I. ; celulares 'i3ist%n%aso 

reepmto a1 tiernpo cero ( c ~ n t r p l ) ~  
.. . L 



5 8 
' O t  Go- . L. * 

in vivo 

r , ~ .  , . , -  

. +  'C', - .. bS' - 
Fisura 111 .4 .1nco~~orao~bn  de '14c-nevalonato a 10s esteror  F'- 

l e e  precipitables por digi&onina.Se incubarm :: 
c6lulaa de 'teydtg (20 x 10 c ~ l u l a s / v i a l  de " ' 1  
incubacib'n) ds ra tas controles y desens ib i l l -  h t7. 

i. $ zadas por h a  (10 ug-72 horas) en l a  ausencie 
o p r e s ~ n c f e  do hCG ( 100 ng) con MIX 0 , l  mM y 
a m i ~ ~ g l u t a t i m l d s  1 bll durante 2+horas a 34QC. 
Lo8 reaulhdga ebn el promedio - D.S. de in-. 
cubaciones ,pa* duplicarlo de 3 preparaciones 
ce lu leras @isfi intas. 



' .  
minucidn en l a  i n o o r p & s a ' . d e  '14c-mevalonato comparadaa con 

1:. . 
r l a s  c b l u l a s  de keydip Q; -attiinalas controlea.Tambibn e s  eviden - 

t e  que no s e  p r o d u j ~  eatfmuAaci6n por  e l  agregado de hCQ en 

ninguna de l o 8  dog lot@e,probst$lemante debido a que 10s pasos. 
> .  

i e n t r e  m e v a l o n a t  . y c o l a s t e m l  no ea ten  s u j e t o s  a modulacibn 

En o t r o  oxperimento, le incubaci6n de c b l u l a s  desenai- 

b i l i  zadas con m~va lona to  no marcado rea tau rb  parcialmen'lp lo 

velocidad de produccibn de pr$grtenolona.~omo s e  observa on l a  

Table 111. I ,  e l  @grepsbo di i b ~  ug de mevalonato a c6 lu loe  de- 

a e n s i b i l i z a d a s  idarecha j ,  r e s t a u r b  l a  produccibn de pregnanolo - 
na a1 mismo n i v e l  basa l  que en lee c g l u l a s  con t ro lee  ( i z q u i e ~  . . 

tuvo e f e c t o s  edicionalsa sabre &a eatero idog6nesia  en c& lu lae  

normalt3sscuando,se.contp4slre mn l a  producci6n de pregnenqfona'  
b .* 

en auaencia de p4.recureLore.a agregados a 1  medio d e  incubsci6n. 

En c m b i o ,  el agmg$bo de aca ta to ,no  i n f l u e n c i b  q l  l e  

ac t i v i dad '  esteru4dogknioe..dp , d l u l a s  de Leydig con t ro lea ,n i  

l a s  de l a s  deeefisibilizadeha,moyando l a  observacibn que de 

l a s  ensimae i n v o l u c r a d m - m  loa paaoa desde a c e t a t o  a meva- 

lona to ,  a 1  menos . l a  NG-fbA . reductasa,  e a t 6  considerablemente 
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i n h i b i d a  po r  una d o s i a ' & $ f m ~ i b i l i z a n t e  de  hCG. 

I .  1 1  ' . '  ' .  INFLUENCIA DE L&S. LIPEIPRDT~flChJAS T R A ~ ~ ~ P O R T A D O R A S  DE COLESTEROL 

La deter in inaci6n de l a  p r e s e n c i a  de r e c e p t o r e s  p a r a  LDL 
\ 

, '  

c 9 ;  
y HDL en c k l u l a s  de ~e-ydig,perni t ih c o n s i d e r a r  l a  p o s i b i l i d e d  

I 
que l a s  l i p o p r o t d n a s , b a j o  ciartas cond i c i ones ,pud iesen  prove C 

er e l  c o l e s t e r o x ' p a r a  l a  aa te ro i dog6nes i s  t e s t i c u l a r .  
1 

'' '. -:'*- ' $j Se u t i l i z a r o n  r a t e @  d e g e n a i b i l i z a d a s  con 1 d o s i s  de- 10 

nan.En e s t o s  a n i m a l e s ' s e  habia observado que 10s r e c e p t o r e s  pa - 
ra LH/hCG es taban  e i g n i t i a e t i v a m e n t e  dfsminufdos a l a s  26 ho- 

r a s , y  que a l a s  72 horao La reducc ibn l l e g a b a  a menos del 10% 

d e l  t o t a l  y l uego  habit&' urr r e t o r n o  g radua l  a 10s v a l o r e s  con- 

t r o l e s  (118).La r e a p u e s t a  $a pregnenolona a l a  hCG v i t r o n  

es tuvo  reduc ida  ,a l es  78 y 24 hores y,como se observa  en l a  
" I  ' 

F igu ra  111.5 f u e  comp le tman te  a b o l i d a  a l a s  72 h0ras.A @sts 

mismo t iempo, lo$ n i v e l e ~  h a s a w  dg pregnpqs lona tambihn pg- 
: a  . , . 

t u v i e r o n  m a r c a d m n t e  d i m i n u i d o s , l o  c u a l  c o i n c i d e  con 1s re ..- 

duccidn mkxima de . r e c e p t o r ~ ~  p.sra tH,Como se v i o  en  e l  p b r r a  - 
f o  a n t e r i o r , e n  tales c&lulas l a  a c t i v i d a d  d e  HMG-CoA r e d u c t a  - 



1 Control 
60 ' T 

- LDL HDL - LDL HDL 

F igu ra  111.5.~rdduccibn i n  v i t r o  da pregnenolona po r  chlu-  
l a s  ,de ~ e ~ d m i m a l e s  c o n t r o l e s  v t rata- - -  - 

doa con h ~ ~ , d e k m i n a d a  3 d i e s  despubs d e l  
t r q t m i e n t o  10 ug de l a  gonadot ro f ina .  
Se .midi6 1. %fntesia de pregnenolona a par- 
t i p ,  de  pre&uss?.orea end6genos,en ausenc ia  o 
p rqsenc ia  de 4flD ug de  LDL o HDL,durante l a  
indubaeibn con 100 ng de hCG en p r e s e n c i a  de 
c i a w c e t o n a  1 .uM y sp i r ono lac tona  10 uM du- 
r a q t e  2 hgres a 34QC. 
La f i g u r a  c o h t i e n e  d a t o s  r e p r e s e n t a t i v o s  da 
uno de 3 exp. r i rn~ntos  con r e s u l t p d o s  s i rn i la -  
res.Loa va$umt# son  a 1  prornedio - D.S. de  de  
te rm inac iones  pa2 dup l i cado  en 2 preparacio: 
nea  celula&&t-Uist intas. 

* .  . ; 5 ;  
.7 



s a  e r a  menor a 24 y 72 fw~dltg d e s p u b ~  de l a  adm in i s t r ec i bn  d e  

hCG . - .  

E s t o s  r e & l t a d o s  s u ~ i e r e n  que l a  d isminuc ibn en 1s p r o  - 
duccibn de pregnenolonaa padria .ser conaecuenci  a de  l a  a c t i v i -  

dad de l a  HMG-CaB.reductasa d i s m i n u i d a . ~ a  F i gu ra  111.5 tambihn 

niuestra que hubo una r o v e r s i h  p a r c i a l  de  l a  l e s i b n  cuando l a s  

c b l u l a s  de Leydig se Incuberon en p r e s e n c i a  de  LDL o HDL,eim- 

do ambas l i p o p r ~ t s i n a s  ' i g u a h n t e  e f e c t i v a s  si se l a s  cqnside-- 

r a  en  can t i dad  de p r o t a i n o  egregada.En e l  miamo l o t e  expgrimen -.. 

t a 1 , k t n t o  La LDL . c m o  Is H61, r e s t i a u y e r o n  l a  produccibn de p r e q  

nenolona b a s a l  4 l ~ s  n L m  n i v e l a s  que l a s  ratas normalos ,pero  

no r e s t a u r a r o n  l a  r eapussea  a l a  es t imu lac i 6n  gonadotx6f jca .E~-  

t e  Glt imo e f e c t o . p o d r f a  ester se lac i onada  a l a  d isminuc i6n en 

e l  n h e r o  de  r e c e p t o r e s  de LY observado despubs de  72 hprae de 

d e s e n s i b i l i z a c i b n .  

E s t a s  obaervec ianea h d i c a n  que une pb rd i da  impor tan te  

de  r e c e p t o r e e  LH, y p r e s u n i b l m e n t e  de  r e s p u e s t a s  a c a p l c  

das ,ea  acompafiadq p a r  ddl08 s n  enzimas es te ro i doghn i cas  que 

inc luyen  a l a  WE-CoR ~aductesa,y,posiblemente,a o t r o s  pasoa 
I. 

asoc iados  con e i . . m e t a b i i i l l o  d a l  c o l e s t e r o l  en  las  c h l u l a s  d e  

Leydig. - , '' 



EN RATAS DESENST'BILI ZAPAS :V RESENSLBILIZADASo 

La administraci6n cia 'l dosis de 10 ug de hCG a ratas 

adultas,es seguJda, por una perdide de receptores para Ltf en 

estimulacibn I t in vitror.  en ~c~nsdotrafina.En cambio,una ee- 

gunda dosis de hCG a 106 das dias posteriores a la primerg, 

aunque mantiene *distninu$dos laa receptores para LH y rebpues 

ta de Ahl~,,penite reetitulr' la produccidn de testostergna 

(75,78). 

Para pader ~ b e e ~ v a r  108 efect08 de 1 y 2 dosis dq hCG 

sobre el aporte de col&at.exol para la esteroidog6nesis,ae de . - 
terminaron la actividad de la HMG-CoA reductasa y la uni6n de 

las lipoprntefn@~.a sud, fmep%oros en la cblula de Leydtg; 
, . 

. Para verif icar qw @a. tratamiento habia aido efectivo 

se midieron,en las c ~ l w l s ~ , ~ l o s  receptores para LH/hCG y la 

produccibn de' testosterone en respuesta a la estimulaci6n 

con hCG,En la Tabla III..2 fndican 10s valores obtenidps 

quk concuerdan con los?datas~greviamente descriptos (75,78), 

La Figurr 111.6-iauB%txa la actividad especifica da la 

HMG-CoA reductasa.Hubo unts disminucibn tanto en anirnalea de- 
E . . , ,J$-'$.-. 3. -. . I ,  . 

:: . '  . ,'I - k  I .  
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I:. . -. . :. /, ;#g 1 3 ' -  
~ iquka  111.6.~~ vtdad dta F ~ - c ~ A  rPductasa en extract08 

,-,-, de d'6lulas de Leusfla dz animales controles * 

y €ratado$ con l T ( l d )  2 dos is  (Zd) de . l O  
'.!... ug db hC0,detcminsds 3 dIae deapubs de l a  ' 

. . I"; inyec,ioih. d# la' gonsdotrof ina.  ? .  -t8! - 
. . 

. .  - .  - 
I '  I 

fqd3 Lod resultadom @on el  pramedio 2 D.S . de : d v .  -*- 

.'j inoybecionies dr 3' prq3sracionea celulares ) ,  ":, .. = 
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sens ib i l i zados  $mo en pesenaib i l izedoa respec to  a 10s con - 
troles.Cabe acla.rer  qu@ retau .xeaul tados na ~ 6 1 0  fueron p b t e n i  

dos con cb lu laa  de  L e y d i ~  p ~ i f i c a d a ~  con un colchbn de petri- 
P 

zamida a 1  I 1  % , blino tantb ih can una erubpoblaci6n de  c k l u l a s  

(banda 11) obteri idas p o i  passje a t ~ a v h  de. un g rad ien t0  hi.- 
- I 
' 4: 

' 3 : -  . dontinuo' de l a  d r ~ ~ a , l &  . quslm , BOO cansideradas c & l u l r u  de . 

- 4 
8 .  

I - . I Leydig maduras (28).Los rraultadoe con animales d e s e n a i b i l i z g  

dos son airnilareti a l o s , . d ~ ~ c r l p t o s  anter iormente en e s t q ~ t r a -  

Con respec to  a loll mima les  reaens ib i l i zados ,  C a l m  y 

col .  (78) a u g i r i ~ r o n  U&Q rav 'ws ibn p a r c i a l  de 10s bloqueos en - 
zimbt icos ~ t a r d i a s *  geMlcladm en r a t a s  desensibi1izadas.A pew 

s a r  de e l l o  y sergGn aaju-te ,brora,segui r ia  ex i s t i endo  uq bloqus - 
o e n i v e l  de le WG-COB rtadimt ase Luega de 2 inyeccionecb .de 

hCG . , 

C 

En l o  r e m r e n t e  8 la unibn de l i pop ro te inas  de alta 

densidad (,WL) a pembransa Be c&lulee de Leydig, los da toe  pro - 
cesados sepGn e l  ,an&lirSs de ,Scatchard mediante un p r o g r m a  de - 
s a r r o l l a d o  en m e  comp.td$adurq tlP 06 por  e l  D r .  J,C.Calvo (Ins- 

t i t u t o  de Biolag$a y Mwkcdng Experimental) se i nd ican  en l a  

Tabla III.3.Se abaerva wr a m s n t o  del n h e r o  de s i t i o s  s i n  



Tabla 111.3. Constantes de d i soc iac ibn  (Hd) y n h e r o  de s i t i o s  (El .) de l a  
unibn de 125-I-h-HDL a membranas de cb l u l as  d e - l e v d i u  de ra- - - 
t a s  c a n t r o l e s  e inyectadas con 1 6 2 d o s i s  de hCG, 

Control  

I d o s i s  
L . ,  - .  
-. . - 

2 d o s i s  

Los va lo res  obtenidos fueron procesados segGn un a n g l i s i s  de Scatchard 
y u t i l i zando  e l  dato de mexima capacidad de uni6n (MCU). 



cambios 

l e s  desens ib l l i zados  cnne , . L  zqaeenaibilizados. 

EFECTOS DEL TRA~AMIENT,O @# G-APP SOBRE LA ESTEROIDOGEWGIS 

EN CELULAS DE LEYDIG. . . 
; - 8 

La droga '4-aminopf r#olopir%midina (4-APP) bloquee l a  
. . 

l i be rac i6n  de l ipoprote in-  desde e l  higado hac ia  e l  t op ren te  

sanguine0 y de @eta  foRli$ ~ e d u c a  10s n ive lea  c i r c u l a n t e s  d e l  . 
t ' 

coleg~2;arol.Por esta rsxbn,aZ 4-APP oe u t i l i z 6  para  e s t u d i a r  

l a  co&esterog8n%sia en f e j i d o b  exhsahep&.iicoe y para  eva luar  
I 

l a  con t r ibuc ib f i ' de l  oolertclzol p l s m h t i e o  en l a  esteroidogb- 

n e s i s  de l a 8  g6nadad y de la g lbndu le  adrenal  (6,22,55,106). 

Los experimentas p r A t a d o s  em e s t a  p a r t e  d e l  t raba-  

jo aa raa l i za ron  pa re  detsmmlnar 10s e f e c t o s  d e l  4-APP epbre 
. , 

l a  funcibn end6erina de 1- c& lu las  de Leydig. 

Luego da l a . a & l n i s t p c i b n  ds l a  droga a 10s 8niqsies. 

10s n ive les  p l m & t i c o s a  ddk' a o l e s 0 ~ ~ ~ 1 1  dieminuyeron m&a que 

a 64 mg/lao m l  a 3,9 rng/100 n l  f u e  
. 9 

~ d u c c i 6 n  En l a  concentracibn e l -  

r i c e  de testosternrae ~.apr~nradameto%o 9 2 % )  teal como se i n d i  - 
ca  en l a  Tabla ~11.4;gste busca  dtircl inaci6n,l lev6 a determi - 



Tabla 111.4. Niveles s6r.ioos de co les te ro l , tes tos te rona y 
LH y contenido h ipo f i sar io  de LH en ratae nor - 

: I '  . .III, males y tratadas eon G-APP. 

Tratamiento 

- Control 4-APP 

Colesterol  
(mg/dl) 

: Testosterona 
: (ng/dl) 

LH h ipo f isar ia  
. (ughip6f  isis) 

Los valores son e l  promedio 2 D.S. d e l  n b e r o  de animales 
indicado entre par6nteeie. 



'h . a. 
+ . . I  - 

. 3  p ,  C; , 
nar  i a  producZi6n de t e s t o ~ t s r o n a  .in v i t r o *  l a s  c b l u l a s  

de Leydig estimuXsdee con hCG .en r a t a s  norrnales y t r a t a d a s  

can 4-APP.La Figura I I I .7  i.ndica r e ~ p u e s t a s  c a s i  idbn t iaes .  

E l  hecho que l a e  cg lu la$ daL grupo txa tado con 4-APP tuu ie-  

i ran e l  50 % de l a i  r e c e p t ~ r e a -  para  LH/hGG (Figura 111.8) no 
\ 

A *: 1 .- i np id ib  que ambaa l o t c s  rr-ndieran 15 veces sobre e l  bs- 
. . I . -  

s a l  a l a  estimukqci6n m&$aa con hC0,con u n , v a l a r  de 95 ng 

w% 
gure 111.7). 

+? . , +.-. 
' 53. '1 % ~dernhs de l a  redocci6n Uel n h e r o  de recep to res  pa- 

r a  LH en cb lu laa  de Ley&ig,aa.pens6 que e r a  pos ib le  que e l  

. t r a t a n i e n t o  con &APP produjera otroer e f e c t o s  d e l e t h e m .  . 

sobre e l  s is tema end6crim.En. e f e c t o , c o n t r a r i m e n t e  e 1~ 

esperado, la  LH p.2asmhtica d iminuyb a i g n i f i c a t i v a r n e n t e , ~  

adernha hubo un gumenta en e1 c ~ n t e n i d o  h i p o f i s a r i o  de l a  

hormona (Tabla f I I , 4 ) j sug i r l endo  que l a  droga i nh ibe  l a  

l ibepacibn de l a  gonadotm?ina a l a  c i r cu lac idn  general. 

Otra s l t e r a c i b n  qbservmd~~fue l a  d im inuc ibn  de 10s recee 

t o r e s  pa ra  p r o l e c t i n a  rn b&lulas de Leydig (Figura 111.8). 

Desde e l  punto de a,s%a d e l  apor ta  de' c o l e e t e r a l  pa - 
r a  l a  s i n t e a i s  de e s t a m i d w , . ~  ha l lazgo i n t e r e s a n t e  e 



Fiqura 111,7.~roduccibn de testosterona par cb lu las de Ley- 
d i g  de ratm'mntmles y tratadas con 4-APP 
( 5 0  rnp/Hg de peso corporal/dia, 3 dias)  por in- 
cubaci6n con d ie t i n tas  concentraciones de hC6, 
Cad8 punto c. e l  promedio de valores de incubs 
cianes pop tx ip l icado. 

I 



I 1 I '  

Control - 
o 4APP 

- 

1 I 
Control 4 A P P  

- Et!f'J~y 
Fiqura, III.8.Recep.horss f$a LMPFICG y lactag6nicos en cklu- 

las de L~yd ig  da ratas controles y tratadas 
can .4-AP.Pr50. m g # ~  peso corporal/dfa,3 diaa). 
Panal s~$$sicg?:gr 1 f icoa de Scatchard de lo8 
dstos de  obtenidos por incubacibn de 
membranaa' de d l u l a a  de celulas de Leydig 

B 
con distinteaat concentraciones de hormona dm 
cneclmi en&$' hwnanrs(hGH). 
Pgnel in fer io :e&t ios de unibn de LH/hCG en 
c6lulae dg qybig. 

- .e Los r e s u l t 2  son e l  promedio f 0.5. de in- 
CI ' Of&## ~ ~ ~ i , c a d o  de 2 ?PC-- - -?Q. 

L .  - 



i nesperado  f u e  qw l a  actividsd de  l a  WG-CoA r e d u c t a s a  tes- 

t i c u l a r  no v a r i b  deewpde del t r a t a m i e n t o  con 4-APP (F igu ra  

I I I . 9 ) ;en  cambio, la  enzj.ma adrenal woet r6  un c o n s i d e r a b l e  au- 

mento en s u  a c t i v i d a d  cmPa so blequab l a  aec rec i 6n  d e  l i po -  

p r o t e i n a s ,  t a l  cmo se d a s c r i p t a  prev iamente  (25) . €e tas  

r e s u l t a d o s  ind idan  que 2,s HE-COA r e d u c t a s a  t es t i cu l a r l gOn - .  

t r a r i a m e n t e  e l a  de otr~s t e j i d o a , n o  est6 r egu lada  po r  108 

La o t r s  i u e n t a  de O o l e s t e r o l  e e t ~ r o i d o g 6 n i o ~  p m v i e -  

ne  de  l a s  l i p o p r o t e i n s s , p a r  l o  que f u e  i n t e r s s a n t e  e a t u d f a r  

l a  r egu lac i bn  de l a  itni6n da HCk a c h l u l a s  de Leydig. d e  an i -  

malea inyectadoa can 4-AP)r,ta F igu ra  111.10 mues t ra  un gr& 

Pic0  de Scat-chard de l a  wibn de ' P 5 ~ - ~ ~ ~ . ~ u b o  un araantd da 

s i t i o s  receptort+a de  B5 ug be p r o t e i n a  de  HDL/mg de pra%e$na 
1 

de membrana en 41 g r u p e g m t r o l  a 159 ng d e  p r a t e h a  da MIL/ 
*. 

mg de p r o t e i n a  de membianb en e l  grupo t r a t a d o , s i n  camblas 

en l a  c o n s t a n t e  .de aPinitfad. . .. 
.I 1, . , '- , a -  

A n t e r i o ~ n t e ,  ss r l n c r i b i d  e l  ebec to  d e l  agra4adrit-de 

l i p o p r o t e i n a s  s15med io  da fncubec idn d e  c b l u l a s  d e  Leydig de- 

s e n s i b i l i z a d a s  (F i gu re  II1.9).Para poder  e x m i n a r  este modelu 

exper imen ta l  en una situsci;E8~ en l a  c u a l  l a s  c k l u l a s  t e s t i c u -  
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0 Control - 
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Figura 1 1 1 . I O . ~ n 8 l $ s i s  de  #&atehard da l a  unibn de 125~-h- - 
HDC a mefnbrglnas de celulas de Leydig de. a d -  
malee con tso l~s  y t r e t a d o s  con 4-APP (50 mq/ 
~ 5 1  de pew mrpora2 /d~a ,du ran te  3 d fas ) .  
Se i n c u b b o n  aklcuotas de membranac c e l u l a r e s  
con werim # m c c n t r a c i o ~ e s  de h-HDL marcada 

. .  
- i- 

f,$ . >>. 
* f 

I I ' ' 
Lh , ;. 



i* 1 l a r e s  tambibn ss%uviesWi d w l e t a d a s  do l i pop ro te inas ,  s e  inyac- 
! 

t a ron  . -  10 ug da h M  el d f a a ~  d f a  que l a  primera d o a i s  de 4-APP. .! - 
'_ 

LOS r e s u l t  ados dp . , l a  Figura' III. I I dmues t ran  l a  d e s e n s i b i l i -  

zacibn de 10s a n l n a l ~ l l  s e e  s e  juzga por  l a  produccibn de 

1: pregnenolona u f n ' v i t r o a  b&je est imulac i6n con hCG.Tanto e l  ts- 

' Yp ; gregado ae  LDL m o  d e  t$D&, a lo8 madios de incubacibn rastau- 
I 1  - '  , rd l a  producc i6n 'de p r w n m a l o n a  a loa va lo res  basa les ,pero  a 

d i f  e renc ia  d e l  qaao anteriw,na r e s t a u r b  l a  respues ta  h t a ~ o n a l ;  * .  

FEULACION DE LA HMG-COA REUUCTASA POR FACTORES MODULATORIOS 

INTRACELULARES. 

Los t r a b a j o s  rcal iztadoe a c e i c e  de l a  regu lac ibn  aguda 

de l a  HMG-CoA reductaaa hep&t ica, fnd ican que l a  etizima se mo- 

du la  por f os fo r i l ac ion&e  y defoefor i1aciones.Por e l l o , s e  eie- 

l a ron  d i s t i n t a s  Pracc ionm .ol p a r t i r  de hfgado y de c& lu l@s  de 

Leydig , de acuerdo a t ken i cas  p rev ianente  d e s c r i p t a s ,  y ~9 i n c u  - 
baron con Dsomas de. higado y mitocondr ias de c 6 l u l s s  de 

. .w 
' = bd. ,  

Leyd.ig corno fuen tes  enzim&ticas,como se d e t a l l 6  en Ma ta r ta les  
I .  

y Mbtodos. 

La Figure 111.12 muestra qw l a  enzima hepe t i ca  fue mo - 
dulada t a n t o  par  l o s  f a f i t o~~s  hom6&ogos como p a r  10s h e t e r 6 l o  - 
gos t a l  como s e  eaper&a.Eri c m b i a , l a  HMG-CoA reduc tasa  tes- 



Control - 

-+ -+ -+ -+ -+ - +  hCG (100 ng) !. 
- LDL MDI; - LDL HDL 

.-  . . . ... 
: 

F iqu ra  111. Z I . P F ~ ~ U C C ~ & '  do pregnenolona po r  chlu-  . I 

t r a t a d o s  con 4-APP 
;:; (5Q mg/Kg p e ~ u  c o r p o ~ a l / d f a , d u r a n t e  3 d l a s )  " 

, A .' . y con 4-APP + hCG,detarminada 3 d f a s  despu6s ' ., 
,,'. de l a  i nymc@n con 70 wg de l a  gonadot ro f ina .  

. . Se .midi6 Xe 'rshtarais de pregnenolona a p a r t i r  -. -, 
:;., da p r e u u r a p r w  end6gehas,en ausenc ia  o p r e e e c  
. c ta  de 40Q ug de LDL b ML,du ran te  l a  incuba- 

02617 con 10& ng de hCG rim p r e s e n c i a  de  c iano-  
ce tona  I y ~ p i r o n a L s t o n a  10 uM,durante 2 

;1 horgs a 3SUG, ' J! La f i g u r a  rxrntiena d d o e  representatives de  1 
'i : de  3 expberimentaa con r e s u l t g d o e  s i m i l a r e s .  
L I r :  L Q ~  v a l d a e ~  rs$n a1 p s m e d i o  - D.S. de  de te rm i  

nac iones  pax ch;lplicado en 2 ppeparac iones  ce= & l u l a r e e  die&+nta~. 
. . I , '  



m 1 7 5 t  1-1 m sin factor 

. - Leydig Higado 

Fiqura III..l i l,Activida,@ de WE-CoA rsduc tasa  en mitodon- 
d r i a s  puri?hcnda$ ,de c e l u l a s  de Leydig y . 
en micmamera, de higerdt, de r a t a  en preeren-' 
cia da f w t a ~ b e  madulator ioe i n t r a c e l u l a -  . 

.k - r e s , ~ l f  cmW de l a 8  P r a c c i ~ n e e  eubwlula-. 
res ob ten ida i  ee incubaron con IQB ectivq- 

qs - dpres  (F y F ) y con 10s i nh ib idorea  (5 
, I  " -. 

: 8 

y RK ) abtwibs da c 6 l u l s s  de Leydig e - 

.: . .  ,. h i g a b  r..pactivmenta t a l  como se espeoi-' 
f l c b  en .Dlafariales y ~ l t o d o s . ~ u e g o  s e  d e t e r  1 - -- '.' %:'.-( minb la h t i v i d s d  de  '1s HHG-CoA+reductaea. , 

>,P ' . k 
R' . : LOB reaultadd. a o n . e l  promedio - D.S. de in 

' -f ,.y .. . . -, cubacioneo da 2'prepssraciones ce lu la ree .  - L.4 - .?- ' 



r 190 - 

OTRUS FACTORES REGULATORZE OE LA ACTIVIDAD DE LA HMG-COA RE- 

t i c u l a r  no v a r i 6  eu a c t i v i d d  en  n inguno de 10s casoa.  

DUCTASA Y DE LA FUNCION TESTIWL4R. 

E n t r e  o t r w  f a c t o r r s  honnona les , la  p r o l a c t i n a  y l a  in -  

s u l i n a  i n t e r v i e n e n  en  l a  r e g u l e c u n  endbcr ina  de  l a s  c 6 l u l a e  

de Leydig y po r  e l l o  a e  d e c i d i 6  e s t u d i a r  si modulaban l a  ac- 

t i v i d a d  de  l a  HMG-CaA r e d u c t a s a  d e  l a a  c e l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s . .  
0 

La i n f l u e n c i a  de l a  p r o l a c t i n a  s o b r e  l a  enzima se de- 

. te rmin6 en an imales  h ipopro lae%inkmieas a h ipe rp ro lac t inhmi -  

cos  t r a t a d o s  como se i n d i d  en M a t e r i a l e s  y M6todos.La efec- 

t i v i d a d  de 10s t r a t a m i e n t g e  ae pus0 de  rnan i f i es to  p o r  10s va- 

l o r e s  p lasmkt i cos  de  p r o l a c t i n a  ( f i g u r a  111.13). 

E l  t r a t a m l e n t o  con b r r~moc r i p t i na ,que  disminuyb cona ide - 
rab lemente  l a  p r o l a c t i n a  eb r i ca , y  que aeg tn  se d e a c r i b i d  (336) 

tambibn provoca una d isminucibn e n  l a  t e s t o s t e r o n a  s h r i c a  y u 
.I 

na i n h i b i c i b n  de l a  r eapues ta  e s t ~ m i d o g & n i c a , o c a s i o n 6  una re  - 
ducci6n en l a  a c t i v i d a d  de l a  W-CoA r e d u c t a s a  (Tab la  111.5) 

I 

En cambio , la  h i p e r p r o l a c t f m m i e  experirnenta1,ya s e a  p a r  admi- 

n i s t r a c i b n  d e  p r o l a c t i n a  CoPRt) o p a r  t r a t a m i e n t o  con s u l p i r i  

da ,no modi f i cb  l a  a c t i v i d a d  enzim&tica.Tampoco v a r i 6  l a  acti- 



Figura III.13.Nlvelas g6r%cos de p ro lac t i na  (PRL) en ani -  
males c o n t x o l ~ s ( C ) , y  t ra tados  durante 9 d l n  
ah con brcm@1~~ipt ine(Br)(3 mg/Mg de peso cur 
poral/dfa) o -eulpir ide(S)(4.3 m g / ~ g  de peso  
'coypor aJldia). + Cads. harp9 m p ~ e s e n t a  el '  promedio - D.S. ds 
1bs datqrmin=ionea correspondientes a 10 a- 
n$malos,realizadaa par dupl icado. , 

+ : p <0,05 
! 1 - 

1 



Tabla I11 -5. Activided e$peo$fica de MG-CoA reductasa en 
ext ractos de &hulas de Leydiq de ra tas  con- 
trules, hipexpso~%ct in&mic& e-hipoprolact i n &  - 
micas. 

Tratamiento Actividad espec i f i ca  

(pmoles/rng bin1 

Control . , ,  

Prolact ina SO- ug 
(uglrat  a/df a)  

. . 
. , . . i i 1 1 1  

. - 
Sulpir ida 

Los resul taaos @on e l  prmsdio 2 D.S. de incubaciones de 
I 3 preparaciones celularea d la t in tas .  



1: .. 8 

vidad cuando l a s  ~ 6 l u l a s  .da Leydip fueron incubadaa en presen - 
c i a  de 20 ug de oPRL CFigura EII.14) 

Por o t ra  pa r te l l a  dfabetea experimental por estreptozo - 
tocina induce c-ioa en La funci6n de l  tes t i cu lo  determinan- 

do una menor prbduccibn,W tastoaterona.Debido a el10,sa deci - 
di6 ver si e l  edtado df.&tico provocado por f a l t a  de insu l i -  

na modificaba l a  s in te&ia .de novo de l  co lestero l  en cklulas 
7 

do Leydig,midiendb l a  ackiuidad de l a  enzima regula tor iq-de l  

camino.En l a  Figura 111.35 se obeerva una disminucibn en l a  

actividad enzim6tica de IQ@ r a t e s  diabbt icas,a d i ferencia de 

l a  actividad de l a  HME-CeA reductasa adrenal que mostr6 un 

aumento considerable. 

Ademes de l a  p r ~ l a c e i n a  y l a  insulina,hay observacio- 

nes que sugieren que lsa k$mrronas t i ro ideas pueden afectar  

l a  funcibn endbcrina deS &estdculo.~or l o  tanto,  s e  in tent6  

determinar st el.hipoS&soi@&ma y e l  hipertiroidismo expe- 

rimental tenian a l g u n ~  -%nPLuenoia sobre l a  HMG-CoA reducta- 

sa de cklu las da,L.eydig, . 

t- . - La mayoria de loe tPahajos aabre e l  e j e  t i ro ideo- tes 
ri :. . d4 

titular se real lzaron agtn mimales adultos,pero no hay dudaa 

que l a  interre lacibn entrs ka tas  dos gl&n.dulee de secrecibn 



Fiqura III.14,Actividad ds HHG-CoA reductasa en axtrsc- 
t os  de di2ulas de Leydig preincubadaa en 
ausencia (C) o presencfa de 20 ug de pro- 
lac t ina  (Pr l )  s 34QC durante 3 hores. 
Cada b a r ~ a  represents e l  promedio - D.S. 

- !, de deteminricianes en 3 preparaciones ce - . - 
I '  

, ' l lr lares dSathntas. 



Laydig Adrenal 

Fiqura III.15.Activided d~ HMG-CoA reductasa en extrac- 
to$ de c&luIae de leydig y de glbndulas a 

, drcnalee de satas controles y diabkticas- 
- Cratadas con ~s t rep tozo toc ina  (1 dos is  d e  

65 m g h g  de p a ~ o  corporal). tos animales 
fueron s a ~ r i f f c a d o s  30 dfae despuks de l a  
i n y e c c i h .  + ' 

Cada barrts represents e l  prornedio - D.S. 
de incubaciome de 3 preparaciones d i s t i n tas .  
+ : p <  0,05 respecto a1 control 
ur: p<O,a85 rqespecto a1 control 

.r. 



i n t e r n a  es a tec  da  p o r  10 edad y que ocur ren  p ro fundas  alte- I 
r a c i o n e s  f i s i o l b g i c a s  on e l  pass* d e l  es tado  p repube ra l  h a c i a  

. *  d? 

e l  a d u l t o  (277) .~nkonces ,a l  inodelo exper imen ta l  e legidc i  rue e l  I 
de  r a t a s  prepGberes somet idas  a un t r a t a m i e n t o  c r b n i c o  h a a t a  

, e l  e s t a d i o  de madurez s e x u a l  cgmo sa e s p e c i f i c b  an te r io rmen te .  

E l  t r a t a m i e n t o  f u e  segu ido  po r  l a  i nspecc ibn  de  l a  g l & n  - I 
d u l a  t i r o i d e s  y po r  l a  dotemninaci6n de  10s n i v e l e s  s b r i c o s  de  . 

T4,T3 y TSH.La Tab la  111.6 n u e s t r a  que e l  grupo h i p o t i r a i d e o  . 

(Tx) tuvo s i g n i f i c a t i u a m e n t e  d l m i n d d o ~  10s v a l o r e s  de  Tk y 

T3 r e s p e c t o  a 1  cont ro1,con un m e n t o  en l a  TSH-El grupo h i -  

p e r t i r o i d e o  ( H r )  p resen tb  un punento de  T4 y T3 y una d ismi-  

nucibn s i g n i f i c a t i v a  en el n i v e l  de  TSH-Aunque no se r e a l i z 6  

un c o n t r o l  de  cap tac i 6n  de a l imen tos  p o r  p a r t e  de  10s enlma- 

l e a  en e s t u d i o , l a  du rac fbn  de 10s t r a t a m i e n t o s  f u e  l o  su f i -  
I 

c ientemente  pro longada c w , p a r a  asegu ra r  e s t a d o s  pa to l bg i -  

cos  b i en  e s t a b l e c i d o s  (31?:,312) 

La a c t i v i d a d  de  l a  MG-CoA r e d u c t a s a  disminuyb s i g -  

n i f i c a t i v a m e n t e  t a n t o  e n  10s an imeles  t i ipo como h i p e r t i r p i -  

deos (F igu ra  I f I . l6).En m b i o , l a  p re incubac ibn  de l a s  cb- 

l u l a e  de  Leydig con T4 10" H no modi f i cb  l a  a e t i v i d a d  8r1- 

z imbt i ca  r eepec to  a 1  c o n t r a 1  (F igu ra  111.17)- 





Fiqura I I I . I 6 ~ . A e t i v l d ~  $la WlCi-CoA reductasa en ext rac-  
tos  da &Pulgrp d e  Leydig obtenidaa de a- 
nimalee contmles (C) , h i p o t i r o i d e o s  (Tx) 
e h ipe r t i soSdeos  (HE) t ra tados  como se 
d e s c r i b i h  en Mater ia las y M L ~ O ~ C I C I *  
Cada barra iwpresenta e l  promedio - D.S. 
de incu&aciones de 3 pseparaciones.  
4 ; p<0,05 



Actividad de HMG-CoA reductasa 
( pmolcs/min mg 1 



Para obten idos con 

t e s i s  de t e s t o s t i r o n s , k  i ~ ~ u b p r o n  c& lu las  de Leydig en pre- 

senc ia  de 0-5 ng de htH y aer midi6 19 produccibn d e l  andrbge- 

no y d e l  AMPc l ibarado a& i . d t o  de incubacibn. 

I ..observa que 10s animales hiper-  

. . * 
% .  1 de tes toa te roha  aproximadamente 

3 veces mayor que 10s c p n t ~ s l a a , c o n  una respues ta  mhxiyta s i@- 
. . -, 

l a r ,en  concordancia con e l  AMPc l i be rado (Figura III.19J.Rea- 

pecho a l ' g r u p o  h ipo t i ro ideo ,ma t r6  e l  mismo va lo r  b a s a l  que 

10s con t ro les  con una reepuasta mexima de t e s t o s t e r o n a  neta- 

rnente disminuida (F igurs  ZII.IB),pero no hubo var iac iones  en 

l a  l i be rac i6n  d e l  nucl&tldr, .cicl ico,comparado con 10s cont ra  .I. 

l e a  (Figura 111.19). 

Tambibn pe cuan t t i i ca ron  10s n i v e l e s  s h r i c o s  de tastes - 
te rona en b s  mlismos anirrrcelea, obse rvhdose  que, t a n t o  10s h i p 2  

t i r o i d e o s  como 10s h ip$r t f ro ideos ,  t en ian  l a 8  concentrao%anes 

c i r cu lan tea  s i g n i f i c e t l v m e n t e  disminuidas respec to  a lae re- 

t a s  con t ro les  (Figura IIl.!O). 



Fiqura III .18.Producctbn de t e s t o s t e r o n a  por c6lulas de L= 
d i g  de c o n t r o l a s  CC),hipot i roideaa (Tx f 
e h ipe r t f ro ideas  (Hr) t ra tadas  cmo ae d e s c r i  
b ib  en Msteeiales y M&todos.Laa c 6 l u l a s  d e  LEY 
d i g  ( 2  x ' 30 c&Pu las / i ncubac ih )se  incubason 
e n ~ p r e e e n c i d  da d i s t i n t a s  c o n e m t r a c i o n e s  de 
hLW. 
Cada punto 8h)  e l  p r m e d i ~  de v a l o r e s  de incub2 
c i o n e s  pay ; t r ip l i cado.  



Fiqura 111.19.~roduccibn d i  AMP par cLlulas de Leydig de 
rstas cantroles (E),hipotiroideas (Tx) L hi 
pertiroidees (Hr) tratadas como se describT6 
in Haterialgs M#todos.~as cllulas da Ley- 
dig (2 k ?O . d lules/incubacibn) ,se inc&a- 
ran en mu~encia (0) o en presencia de 1 y 5 
ng de hLW. + 'Cada b&rrs raprasenta el promedio - D.S. de 
valores de incubaciones por triplicado. 



Fiqura 111.20. Nivales -~6r iwe de teatosterona de ratas 
cantroles €CI,hipotiroideas (Tx) e hipcr 
t i roidew {Mr) tratadae como se indic6 - 
en,Hatexia&es y M6todos. + Cads barpa repreaenta e l  promedid - D.S. 
de deteminaciones en 6 animalee, *: p<O,.85 



DISCUSION 

La s i n t e e i s  de Wstosstarona en l a s  cb lu las  de Leydig, 

requ ie re  a1 co les le roP ' e m  un p r e c w a o r  no s b l o  necesar io ,  

s i n o  ob l i ga to r i q ,  y l a .  d ~ i c i e p c i a  d e l  miamo conducirb i n e v i  - 
' tablemente a unb f u n c i h  mde~rine d e l  t e s t i c u l o  a l t e rada ,  

Par l o  t an to ,  ee dec id ib  s s t u d i a r  l a  regulac i6n d e l  a p ~ r t e  

d e l  c o l e s t e r o l  para l a  a f n t a s i s  andzogbnica en l a  r a t a ,  , b a j ~  

d i s t i n t a s  condic iones rxps$imentalee. 

E l  estuddo de la Iaio&ntesis de novo l l e v 6  necesar ia-  -- 
mente a cons iderar  a Is ~ ~ g l a r e  r e g u l a t o r i a  d e l  ~ a m i n o ,  l a  

HMG-CoA reduc tma ,  y par ~ t r a ' p a r t ~ ,  l a  descr ipc ibn  en este 

m i s m o  t r aba jo ,  de r e c q l e m ~ s  para  l i pop ro te ines  en c b l u l a s  de 

Leydig, condujo a i n t m $ a t  d , i luc idar  s u  modulaci6n y -su pmbs - 
b l e  importancia en l a  .aatemidugbneeis de l a s  gbnadas deJ m a -  

cho adulto. 

En primera i ns tanc ia ,  l a  W-GoA reductaaa mostre un 

r i tmo c i rcad ian0 de a t i v s d s d ,  que d i f i e ~ e  a 10s descr ip tog  

para  o t r o s  t e j i d d s  de dqs t3n tas  espec ies  de mamiferos, En l a  

glhndula adrenel  da l a .2&W. tax is te  un c i c l o  d i a r i o  con un p i -  

co do ac t i v idad  oarea $ ~ ' l p d i s n o c h e ,  que ocur re  3 - 5 horas 



ro ides (25). 

Este aumento en l a  actividad enzimetica que sigue a 

l a s  concentraciones sanguineas mhximas de eateroides adrena- 

l e s ,  puede representar wr mecanimo por e l  cual l a  glgndula 

reemplaza e l  colesterol 'ce1Ua.r que ae consumib para l a  ein- $. g:! - _  I 
A t e s i s  de hormonas. En el caso de l a  adrenal de  hamster, s e  ob - 

aervaron variacignes sincrbnices en l a  actividad de l a  WG- 

CoA reductasa y l a s  concentraciones do cort icoesteroidee'p las - 
mgticos, con 10s 1mkximos ooincidentea aproximadamente a l a 8  

19 horas, sugiriendo que Is secrecfh de esteroides por l a  a- 

drenal de hamster, utilizalrb!r principalmente e l  co lestero l  

s intet izado de nova (225). 
I .  

En e l  tasf%culo da rata, tambisn 1 

d ia r i a  en l a  secrecibn de teatostarofla, pero, a pesar d a  que ' 1 
hay divergenciaa respecto a l a  hora que ocurre l a  mayor S?C.T= 

cibn, varios autotes encont r~ron un pica mgximo ent re  l a8  10 

y l a s  13 horas (31, 210, 26T, 361, 363). En es te  t rabajo,  ee 

vi.6 que l a  actividad mexima. de l a  HMG-CoA reductasa test icu-  

l a r  ocu;p. aJrededor 
t 

cam s $ i i i a i  l a  adrenal de hamster. 



La hormma 1 u t e S n i t m t e  es e l  f a c t o r  t r b f i c o  p r i n c i p a l  

para l a s  c e l u l a s  de Legdbg. Por e l l o ,  s e  dec id i6  e s t u d f s r  s u  

e fec to  sobre l a  WE-&& r d u c t a s a  y l a 8  l i pop ro te inas  t ~ a n a -  

por tadoras de cg les te ro l ,  u t i l i zando  como modelo exper imental  

l a  deaens ib i l i zae i6n  y l a  rasons ib i l i zac ibn  t e s t i c u l a r .  Con 

l a  d o s i s  menor de hCG @ ug) que produce l a  l e s i b n  es temidcw 

gbnica 1' t a r d i e  (e  nLvel de l a  17-hidroxi lasa y 17,209d&wn0 - 
l aea) ,  l a  ac t iv ided  de la  ret$vctasa no tuvo modificacitages, 

pero l a  d o s i s  mayor (10 ug), que genera l e s i o n e s  a n t e s  de 

pregnenolona, 'var i6  l a  ac f lv idad  reepecto a 1  c o n t r o l  papa no 

indu jo  cambios en l a 5  ohz%nrss@ e n t r e  mevalonato y colestsarol,  

La ex i s tenc ia  de ma l ee i6n  

se corroborb cuando a1 spregedo de 

t a t o ,  res tau r6  l a  produocidn basa l  de pregnenolona en c6l~tliae 

desensib i l izadss.  En 4*lb16, ninguno de 10s dos s v s t r a t s a  src 

mentb l a  respues te  s 1% hPB l1 i n  v i t r o  ", n i  i n f l u a n c i l  l a  .c_ 

t i v f  dad eatero idog&nica 4s 1 s ~  c 6 l u l ~  con tm les .  La auamcla 

de algGn e fec to  de acetsto o rnevalonato sobre l a  p r o d m i b n  

de pregnenolona m eetas cfj lulaa con t ra les ,  puede 'debersa a l a  

d i f i c u l t a d  de modif icaz &s depbs i tus  metab6l icos normales i~ 

t r a c e l u l a r e s  da esos  precumares por agregado.de compueetos 



exbgenos. 

E l  hecho de qua 82 mvelanato permite a l a s  c i $ l ~ $ ~ s  de. 

animales deseneibilizados aast i tu i r  s u  nivel basal de pregne- 
1:r.r 2y 

nolona pero no l a  respuetste a l a  hCG "in v i t r o  I t ,  Y adern6~, -. 

,' que e l  agregado de LBt Q HDL sblo restaure parcialmente l a .  
I 

"? '  produccibn del esteraide a1 estimulo gonadotr6f ico , sugiese 
. I 

l a  presencia de un defercta edicional en e l  metabolismo def 

colesterol. e 

.'.& La acunuleci6n de rs ta  metabolite en mitocondriaa de 
? 

c&iuias desensibilizadas yloys esta hip6tesis (14). Efeotiva - 
mente, Hattori y col. (372) deecribieron recientemente l a  

existencia de un factor p$ate%cro inhibitorio lhb i l  a1 calor, 

que esth presente en lae'mitocondriae de cblulas de Leyrfig 

normales y que e5 marcadmente activada por tratamiento csn -. 

hCGo E s t  a suetancia modulra oompetit ivamente a1 complej-0 @nz& 

mhtico que escinde l a  c9dana.lateral del colesterol,  eepecl - 
ficamente afectando e l  baiwporte eloctr6nico entre uno e mka 

colnpinentes de l g  cadens, ~ontribuyendo a l a  lesibn esteroido - 
ggnica temprana y airViendo corm, un regulador endbgepo de 

l a  biosfntesis de hormclnglra osteroides. 

En resumen, m a  d Q ~ i e  deaensibilizante de 10 ug de hCG 



produce, en l a s  eelulaa de teydig de l a  ra ta ,  les iones en par 

l o  menos cuatro enzimas de l  cmino bioointbt ico desde acetato 

hasta testosterona, a saber : WG-CoA reductasa, sistemq de 

c l i va je  de l a  cadena l a t e r a l  d e l  co lestero l ,  17,20-desmolasa 

, . * I .  I- . ;*:  ' . 
con una segunda doais de 20 ug de hCG restaura l a  respueeta 

eateroidog6nica abn con bejas niveles de receptorea y pro 
i 

ducci6n de AMP c ~ c l i c o .  

Calvo y col. (78) dekoetraron que hay una rswrsi6n 

parc ia l  de l a s  les iones de A7,20-desmlasa y 17-hidmxilasa. 

Sin embargo, 10s resu lbddo~ peeaentadoa aqui demuastran que 

sigue ex is ti end^ un bloquea &I l a  HHG-CoA reductssa de lrbs r a  - 
t a s  resensibi l izgdas. Este dato, junto con e l  aumento do1 nfi- 

mero de s i t i o s  receptores para HDL en l a s  c6lu las de Leydlg 

de animales t ratados aon 1 6 2 doeis de hCG, sugieren qw 1- 

c l lu lae ,  a1 taner dismlnuidrc su s fn tes i s  endbgena da =;last.- 

ro l ,  tenderlan a mantemr l a  provisibn normal de e s t e  prsour- 

aor esteroidog6nic0, ammatando e l  aporte d e l  c o l e o b r o l  .ex- 

t race lu la r  mediante un incamento de l a  uni6n de las l ipopro - 
te inas p lasmht i~as  a l a  l1.nbsma celu lar ,  y una poster ior  en 

t rada del  mismo a1 c i t o p l ~ a .  De es ta  fogma* en $98 . ) 
1 



desena ib i l i zadae ,  e l  co les fq ru l  s e  acunu la r ia  en p a r t e  como 

t a l  y en p a r t e  carno p r e g n s n o l ~ n s  debido a 10s bloqueos enzi-  
' &.". 

mLticos pos te r i o res .  En , G ~ ~ o ,  en l a s  cb lu lae  r e s e n s i b i l i z g  

das,  a1 r e v e r t i r e e  paroisZwen%s l e a  l a s i o n e s  de l a  17,2Q-de= 

I: molaea y 17-hid1faxi leraq~ 83 precu rso r  o r i g i n a r i a  una mayor 

- , I s  producci6n de testostezshm sari necesidad de un aumento pre- 

v ia  de  AMP c i c l i c o .  

La disminucibn da l a  H l E C o A  raduc tasa  induc ida For 

humonas puede $er debida a i n a c t i v a c i 6 ~  de e s t a  enzima por  

una fos fo r i l ac iBn  dependien%e de APH) c i c l i c o  que s igue  a l a  

fase i n i c i a l  de estimulaci&n con grendes d o s i s  de hCG, a b ien  

a cambios en l a  cantidmd &E enzima como fue  propuesta por 

Azhar y col .  para e l  a~a r i d  (.20). 

La deplecibn pasa3eXa de xeceptores para LH acentua- 

r i a  l a  a c t i v i d  4 enzim6t ica reduc ida debido a l a  p&rdida'  da& 

sopor te  t r 6 f  i c o  de l a  hrmbna. Eesta disminuci6n mediada per 

recep to r  en l a  a c t i v i d e d  dB WG-CoA reduc tasa ,  y e l  a m a n t o  

a 1;s 4 horae deqpuhs dr +? d o s l s  de hCG, ind ican  quo l a  en  - 
zima ' es t6  su je ta '  t a n t o  a regulac ibn aguda como c rbn i ca  por  go- 

nadot ro f inas ,  r.esultedors @e agregan un psso a d i c i o n a l  pa ra  

l a  modulaci6n de l a  eintas9s da t a e t a s t e r o n a  en c g l u l a s  de 



Leydig. 

Por  o t r a  p a r t e ,  el  C-APP, que disminuye d rhs t i camen te  
I 

10s n i v e l e s  de c o l e s t e r o l  pSaam6tic0, ha  s i d o  una her ramien ta  

G t i l  p a r a  e s t u d i a r  l a  impor tene ia  r e l a t i v a  de l a  s i n t e s i s  & 
, - novo i n t r a c e l u l a r  y d e l  a p a r t e  e x t r a c e l u l a r  d e l  c o l e s t e r o l  

i i p o p r o t e i c o  p a r a  l a  b i o a % n t e s i s  d e  e s t e r o i d e s .  

E l  t r a t m i e n t o  de  10s mimales con l a  droga,  prauocb 

un a m e n t o  de  l a  s i n t e e i s  d e  c o l e s t e r o l  endbgeno, a p a r t i r  d e  ' 

p recu rso res ,en  g lhndu la  eupra t r rena l  y o v a r i o  p e r o  no en e l  

t e s t i c u l o  de  l a  r a t a  (9), l o  cue1  eat6 de  acuerdo con r e s u l t a  - 
dos  de e s t e  t r a b a j o  en qua la.HMG-CoA r e d u c t a s a  t e s t i c u l a r ,  a 

d i f e r e n c i a  de l a  ad rena l ,  no m d i f i c 6  s u  a c t i v i d a d  a 1  dismi- 

n u i r  l a  concen t rac i6n  de  m l e s t a r o l  c i r c u l a n t e .  

La bruaca d isminucibn en l a  t e s t o s t e r o n a  s k r i c a  en l a s  

r a t a s  t r a t a d a s  con 4-APP s e r f a ,  a p r imera  v i s t a ,  c o n s i s t e n t @  

con que l a s  l i p o p r o t a i n a e  p rovee r i an  e l  c o l e e t e r o l  a l a a  cb- 

l u l a s  de Leydig par,a l a  s i n t e a i s  de andrbgenos. La de te rm ine  - 
c i 6 n  de r e c e p t o r g s  p a r a  LDL y HDL a p o y a r t a  e s t a  supos ic ibn .  

S i n  embargo, 10s r e s u l t a d a s  o h t e n i d a s  e n ' e s t e  e s t u d i o  i nd i can  

que l a 8  ex t r apo lac i ones  d e  l a  reducc i6n en e l  c o l e s t e r o l  p l a z  

mbt ico  como dab idas  a una e s t e r o i d o g 6 n e s i s  t e s t i c u l a r  diemi- 



nufda,  deben a e r  tomadas con-precaucibn.  No s e  puede e x c l u i r  

que l a  admin is t rac ibn de 4-APP a 10s animalas provoque o t r a e  
I 

: \ " . .  . a l t e r a c i o n e s  sabre  el siS%waas endbcrino, ya que no s b l o  ee ob 
.c 

I 
. . 

. servb  una dfsminuci6n en 1$ LH ssnguines,  s i n o  tambign en e l  
p-$ . 

, . .  
' n h e r o  de r e c e p t o r e ~  para Xa gonedotrof ina y para  p r o l a c t i n a  

I . 
! - ,  en l a s  c g l u l a s  de Leydig, 

La disrninuci6n m:$a  tH c i r c u l a n t e  es c o n t r a r i a  a1 au - 
r ' T  

4 C 

msnto espenado d.ebide a La re t roa l imentac i6n  negat iva  pa ra  
I .  

1. . . l a  t e s t o s t e r o n a  disminufcta. La explicacilbn pa ra  e s t a  d isc re -  
1 

pancia aparen te  La d i b  el descubr imisnto d e l  aumento s i g n i f i  - 
c a t i v o  en e l  con ten ido -h ip~ fXsmr io .  de LH, sug i r iendo que e l  

4-APP i nh ibe  l a  . l i b e r a c i & n  de l a  hormone a l a  c i r c u l a c i t ~ n ,  

I ' d e  l a  misma forma que o e m r e  con Las l i p o p r o t e i n a s  en e l  hi- .* .  
gado . 

En un t - IF i e n t e ,  Blank y col.  (46) demostraron 
. I  b .' que una d o s i s  APP (5 mg/Hg de peso corpora l )  reduc i  - 

a rnarcadamente e l  c o l a a t s ~ l  s k r i c o  per0 no a l t e r a b a l o a n i v ~  - 
l e a  c i r c u l a n t e s  de LH y f s ~ t a s t e r o n a ,  a d i f e r e n c i a  de l o  ob- 

servado en e s t e  es tud io  con dos ie  e levadas (50 rng/Hg de peso 

corpora l )  que causaron raducciones p a r a l e l a s  de arnbas horrno- 

naa. De e s t a  manera, parece que l a  secrec ibn  de t e s t o s t e r o n a  



b a j o  admin is t rac ibn de l a  &rags, s61o e s  a l t e r a d a  cuandd t~ 

bihn disminuye l a  

i n  v i  - 
t r o  " por  est imulac i6n m n  hffi en 10s animales t r a t a d o s  con 

J ,. 4-WP, coinc ide con 10s exparimentos i n  vivo de Blank y 

, '? : dol.  La disminuci6n deS 5U % en e l  n h e r o  de recep to res  pa re  

LH en r a t a s  h i p o c o l e s t ~ ~ o l b i c a s , n a  . .  impidib l a s  respues tas  

no~merles debido a ,que I w  ~ & l u l a S  de Leydig poseen un g m n  t nh - 
mere de recep to res  en ~~~ (80). Por l o  tanto,  l a  reduccibn 

en l a  producci6n de tetatosfsrana sepia una consecuencia d i r e c  - 
t a  d e l  n i u e l  c i rcuLante d&sm&p~~ldo de LH y o c u r r i r f a  indqpen- 

dientemente de l a  conctentrrercibn p lasmet ica de c o l e s t e r o l .  

~dernbs, e l  hecflo que una d o s i s  ba ja  de 4-APP ( 4 6 )  di8- 

minuya l a  provieif in ex t raog lu la r  de l  e s t e r 0 1  s i n  a l t e r a r  l a  

LH, n i  l a  t e s t o s t e r o n s  n i  l a  respueeta  d e l  t e s t f c u l o  a l a  hCG, 

i n d i c a  que e s t e  6rgang es capwz de msntener l a  producci6n de 

andfigenos a p a r t i  r da ppecursores end6genos. 
I 

Todoa e a t p s  reah&ae$rss, eh condunto con l a  observacibn 

de que l a  HMG-CoA r ed~ t i ga~ ia  de c 6 l u l a s  de Leydig de animales 
, 

h i p o c o l e s t e r o l h i c o a  no y;aria s u  ac t i v i dad ,  wayan  l a a  oonclu - 
s iones  de 10s e x p e ~ f m t o l a  ck&sicoa de Morr is y ChaikoPQ (266) 



de q u e  en e l  t e s t f c u l o  de  l a  r a t a ,  e l  c o l e s t e r o l  b i o s i n t a t i -  

zado de nova es e l  s u a t r a t o  p rsmar io  p a r a  l a  s f n t e s i s  andro- 

gkn ica ,  con t ra r iamente  a lo  que sucede en o t r a s  g l hndu las  es 
..c 

t e ro idogbn icas .  Ea ta  d i f e r e n c i a  puede a t r i b u i r s e  a l a s  cmt i  - 
dades a b s o l u t a s  de! e s t e r u i d e s  produc idos po r  10s d i s t i n t o s  - 

' "  ' = *  drganos, ya que l a  s e c r e c i d n  de estas hormonas p a r  l a s " d &  - 
l e s  y o v a r i o s  lw te in i rdc t ra  d e  l a  r a t a  es aproximadamente c i n  - 
c o  veces mayor que l a  d e l  t ea t$cu lo .  

@ 

Las d i v e r s a s  a n m a l t e s  ma lecu la res  provocadas po r  e l  

4-APP, h i c i e r o n  cons idepar  en qu6 f o m a  l a  droga pod ia  alte- 

r a r  l a  uni6n de las l i p o p r o t e i n a s  e las  c b l u l a s  d e  Leydig. 

Se ohservb un aumento en e l  n h e r o  de  r e c e p t o r e s  p a r a  HDL s i n .  

cambios en l a  a f i n i d a d ,  r esua tado  que concuerda con l a  des- 

c r i p c i b n  p r e v i a  p a r a  l a  unibn de LDL a l a  g lbndu la  a d r e n a l  

(213). E s t e  aumento de  remptores puede r e p r e s e n t a r  una res- 

p u e s t a  de l a  ' cg lu la  a n t e  l a  disrninuchbn de 10s n i v e l e s  c i r c u  - 
l a n t e s  de l i p o p r o t e f n a s  que a f e c t a  e l  a p o r t e  e x t r a c e l u l a r  d e  

c o l e s t e r o l .  t 

Tambibn a e  i n v e s t i g b  l a  r e l a c i 6 n  e n t r e  l i p o p r o t e i n a s  y 
, 

e s t e r o i d o g i h e s i s  cuanda x a t w  d e s e n s i b i l i z a d a s  (10 ug de hCG) 

s e  t r a t a r o n  ~ s i r n u l t a n e m m t e  con 4-APP. Los an ima les  deaens ih i -  



l i z a d o s  r e s t a u r s r o n  p a r c l e h e n t e  l a  r e s p u e s t a  a l a  hCG fl i n  

v i t r o  en p resenc ia  d& tDt HDL, en  c m b i o ,  con l a  d o g i s  

con jun ta  de  4-APP, a p@saP de r ecupe ra r se  e l  n i v e l  b a s a l  d e  

pregnenolona,  no hub0 .respue$ta ante e l  es t lmu lo  gonado t rb f l  ..I 

co, Probablemente e l l o  pudo debe rse  a que en e s a s  r a t a s ,  l a  

d e s e n s i b i l i z a c i b n  en t6 rminos de  dep lec ibn  de r e c e p t o r e a ,  f u e  

m8s s e v e r a  debido a que, edem6s de l a  reducc ibn en 10s e i t i u s  

de  u n i h  p a r a  LH p roduc ide  par l a  i nyecc i6n  de hCG, e l  4-APP 

p o r  si mismo produ jo  una. d isminuc i6n a d i c i o n a l  d e l  50 % en 

e s o s  s i t i o s  de  uni6n-  Re mts forma, p a r e c e r i a  que l a  r espues  
F m L  T 

- 
' Za es te ro i dogbn i ca  d e  las c b l a s  d e a e n s i b i l i z a d a s  a l a  est i -  

mulaci6n aguda p a r  hCG, no eqtk l i m i t a d a  p o r  l a  d i s p o n $ q -  

dad de  c o l e s t e r o l  e i n o  qur depender la  d e l  e s t a d o  hormonal dL 

l a  c 6 l u l a  de Leydig. 

LOB r e s u l t a d o s  de prnducc ibn de pregnenolona e n  prasen .... 
c i a  de  l i p o p r o t e i n a s ,  masltmrun que t a n t o  l a  h-LDL coma l a  h- 

HDL fue ron  e fec tJva roducc i  bn d e l  e s t e r o i d e ,  
, 1:ljZ <* . 

l o  c u a l  e a t &  de  gcu c i bn  de r e c e p t o r e s  p a r a  

ambaa l i p o p r o t e i n a s  en  ~&3u3et9 d@ Leydig, S i n  embargo, e l  siq 
, 

n i f i c a d o  f i s i o l 6 g i c o  ds l a  acc ibn  de  l a  LDL s o b r e  10s t e j i d o s  

es te ro idog6n icoe  de l a  ratla es cues t i onab le ,  ya  que,  en  ~ s t e  



mamifero, e l  c o l e s t e r o l  es t ranspor tado  a t r a v b s  d e l  to r ren-  

t e  sanguineo, principalmen%a por l a  f racc ibn  de HDL. 

Desde o t r o  punto d a , v i s t a  va r i os  grupoe de t r a b a j o ,  2 

t i l i z a n d o  higado de ra ts  C35, 37, 38, 56, 59, 153, 196, 197, 

,, 275), demostraron que l a  HMO-CaA reductaea e s t g  modulada, , 

> 
I t a n t o  n ' in v iva I t  como i r r  v i t r o  n ,  por  un sisterna b i c l c l i -  

co como eL esquematizado en l a  Figura g (ver  ~ n t r o d u c c i b n ) ,  

en e l  que in te rv ienen f o a f e t a s a s  y qu inasas que son regy ladas  
b 

reversib lemente.  La MMG-CoA reduc tasa  cuando e s t g  f o s f o r i l a d a  

e s  i n a c t i v a ;  cuando se d a f o s f o r i l a ,  s e  ac t i va .  

Estud ios p u b l i c e h a  sab re  l a  regulac i6n de l a  enzime 

en t e  j i d o s  estsro idog&nicae,  r e a l i t a d o s  pr inc ipa lmente en 

glhndula adrena l  de h m t s r  (223, 224), demostraron l a  presen - 
cia de dos f a c t o r e s  : ung Sa~ t i vado r  y e l  o t r o  i n h i b i d o r  de l a  

. . 
ac t i v i dad  enzimbtica, con prapiedades s i rn i la res  a 10s d e s c r i e  

t o e  cn hfgado de rata., 
L 

Uno de 10s ob je t i voe  de e s t e  t r a b a j o  f ue  l a  d i luc ida-  

c i6n de l a  ex i s tgnc ia  de faatores modulator ios en c 6 l u l a s  de 

Leydig de ra ta .  Para eZlo ~s pur i f i ca ron  parcialrnente d i s t i n -  

t a s  f racc iones  a p a r t i r  de higado de r a t a  y de c 6 l u l a s  de Ley 

dig. Los resu l t ados  ind iceran  que t a n t o  10s f a c t o r e s  a ia lados  



de h igado coma 10s de  c b l u l a s  i n t e r s t i c i a l e s ,  modularon e l a  

HMG-CoA reduc tasa  h e p & t l c a  en l a  farma conocida. En cambio, 

l a  r e d u c t a s a  de c 6 l u l a s  de Leydig no v a r i 6  s u  a c t i v i d a d  ni 

con f a c t o r e s  hep&t i cos  n i  con 10s propios.  

t Cabe reco rda r  en esta punto  l o  que ya se d e s c r i b l d  an - 
t e r i o r m e n t e  ace rca  de  que l a  WIG-CoA r educ tasa  t e s t i c u l n r  ez 
t 6  un ida a l a  membrana in lwna mi tocond r i a l ,  a d i f e r e n c i a  de  

hfgado, a d r e n a l  y o v a r i o  so 10s c u a l e s  l a  a c t i v i d a d  enz imht i  - ' 

c a  este asoc iada  a l o @  mic rus~mas .  

. .. Ir; ' 
, , La impor tenc ia  de sse ha l l azgo  sob re  l a  ub icac ibq  sub  - 

! a * ,  
c e l u l a r  de  l a  enzima, c law  en e l  c m i n o  b i o s i n t b t i c o  d e l  co - 
l e s t e r o l ,  r a d i c a  en que pe fm i t e  un nuevo enfoque p a r a  e l  es- 

t u d i o  de s u  r egu lac i 6n ,  ya  que a l  s i t u a r s e  d e n t r o  de l a a  m i -  

t o cond r i as ,  l a  dob le  rnembrana de e s t a s  o rgane las  se t r a n s f o x  

mar ia  en una b a r r e r a  s e l a c t l v a  p a r a  10s f a c t o r e s  modu la to r ios  

c i t op l asm6 t i cos  impos ib i l i t ando  que e s t o s  ac tben  en c b l u l a s  

de  Leydig. 

Los d a t o s . o b t e n 3 . d ~  apoyar ian  e s t a  h i p 6 t e s i s ,  quedando 

p o r  r e s o l v e r  aGn c u a l e s  son  10s mecanismos r e g u l a t o r i o s  i n t ~ a  - 
c e l u l a r e s  de  l a  ).IMG-CBA r e d u c t a s a  en c b l u l a s  d e  Leydig, que 

i n f l u i r d n  f i na lmen te  en l a  a i n t e s i e  d e l  p r e c u r s o r  ob l i ga to -  



r i o  de 10s e s t e r o i d e s  t e s t f c u l a r e s .  

Respecto -a l a  ror~glqalbjn hormonal, ya se d i s c u t i 6  d e  

qud manera l a  enzima era mdulada p o r  l a  LH, p e r o  tambibn f ue  

de i n t e r &  de te rm inar ,  si La r e d u c t a s a  t e s t i c u l a r  pod ia  e s t a r  

"ado c o n t r o l  regy la tox4o  por o t r o s  f a c t o r e s  hormonales. 

Lo3 r e s u l t a d o s  o b t r n i d o s  most raron que l a s  r a t a s  hipo- 

p m l a c t i n h i c a s  (po r  t ~ d d e n t o  con b romocr ip t i na ) ,  que ha- 

b lan  p resen tado  t e s t o s t e r o n a  d r i c a  d isminu ide  e i n h i b t c i b n  

de l a  r e s p u e s t a  de  las  d l u l a s  d e  Leydig a l a  es t imu lac i 6n  

po r  hCG It i n  v i t r o  '1 (3%), ten$.an, adem&s,la a c t i v i d a d  de  l a  

HMG-CoA reduc tasa  gonada l  disminuida. En cambio, 10s an imales  

h i p e r p r o l a c t i n h i c o s  ( p a r  adm in i s t r ac i bn  de p r o l a c t i n a  o su l -  

p i r i d a )  no va r i a ron  l a  a e t l v i d a d  enz imk t i ca  r e s p e c t o  a Zos 

con t ro l es .  Tampoco h u b  cembios cuahdo las  c 6 l u l e s  d e  Lsydig 

se i ncubaron en  p r e s g n c i a  de p r o l a c f i n a .  

Estas observac iones  i n d i c a r i a n ,  que l a  d e f i c i e n c f a  an 

l a  produccibn de. f e a t a e t e m n a  en r a t a s  h ipopro lac t in&micss  

puede deberse ,  en p a t e ,  el menor a p o r t e  d e l  p r e c u r s o r  o b l i -  

g a t o r i o  p roven ien te  d a  la b i o a i n t e s i s  de  novo. S i n  embargo, 

Ramachandra y B a t k e  (B2) demast raron en r a t a s  que e l  t r a ta  - 
miento con b r o m o ~ r i p t t n e  pxoducia un aumento en e l  con ten ido  

\ 



. tes t i cu la r  de dqteres drr-eoJ,eaterol, l o  cual sugiere una inhL 

bici6n de l  complejo .en~$x#&~-$t:o'que egcinde l a  cadena l a t e r a l  

de l  miamo, Por l o  tanto, p@ma que asOe compuesto s e  acumule 

en e l  tes t i cu lo ,  neceserimmente daberia haber una mayor ent ra  

1. ,: da desde e l  plasma a axpenma de un amento en e l  nbmero, de 

s i t i o a  receptores para 12pop~oteinee. Tal aumento de s i t i o e  

receptores, fue observado &n e l  ovaria de ra taa t ratadaa con 

bromocriptina (284). @ 

LOB requerimientos ds prolact ina w a u n q  act iv idad 

"I . 1 : . , q  I 
normal de HMG-CoA reductem eerfan srmi ares a 10s deecrip%6s 

para l a  5-o(-reductasa d a  pr6etata y thbulos aeminiferoa (29); 

pero no se  puede d e s c a r t ~ r  a l g h  efecto d i recto de l a  brmo- 

cr ip t ina  sobre l a  enz.irna, ya que ae vi6 que l a  inyecci6n in- 

t r a t e ~ t i c u l a r  del  a g o n i s b  dopmidrg ico ,  producia uva dls- F 
minucibn en l a  produccS6n b w a l  de testosterona (336). Mhs 

ahn, l a  disminuci6n wt l a  actividad de l a  HME-CoA reduc- 4 '. . 

tasa,  podria se r  ~onsercuancia de una simultaneidad de efectoa 

por bajoa nivelpg p lesab$ico~ de prolact ina y accibn d i rec ta  

d e  l a  brornocriptina, 

Par o t ra  parte,(l;n lade r a t a s  diabkticaa s e  producan una 

s e r i e  de cambios en la  fluncibn t es t i cu la r  normal que conducen 

p ' -. * .  
2, '. 



a una menor produccibn da mdr6genos  po r  l a a  c b l u l a s  i n t p r s -  

t i c i a l e a .  €1 e s t u d i o  de I ~ s  ceusas  d e  e s t a  d i s f u n c i b n  d e t e r -  

min6 e l  h a l l a z g a  de a l t e r ~ ~ a i a n e s  en l a  producci6n d e  MADPH y 

de un bloqueo enr imb t i co  s n i v e l  de  l a  17-h id rox i l asa  (75, 

r 76). La medici6n de l a  e c t i v i d a d  de HMG-CoA r e d u c t a s a  i n d i c b  
I I 

que e s t a b a  d isminuida,  l o  c u d  s u g i e r e  que ademhs de  l a e  le- 

s i o n e s  mencionadas, tarabikn hay un bloqueo e n  l a  p r o v i s i b n  

i n t r s c e l u l a r  d e l  c o l e s t a r o l .  . B 

Contaer iamente,  l a  anzima de a d r e n a l  most r6  un cons i -  

d e r a b l e  aumento en s u  ac t fw idad,que concuerda con l a  h i p e r s e  - 
. . ' . . ,  .! 

c rec i bn  de  g l u c o c o r t i c o i d a s  p a r  l a  g lkndu la  en e l  e s t a d o  d i s  

b k t i c o  (114). Es th  dfmcatr@ib que en l a  a d r e n a l ,  el  c o l e s t e -  

r o 1  usado p a r a  l a  e s t e r o i d q b e s i e ,  p rov iene  p r i nc i pa lmsp te  

de  las  l i p o p r o t e i n a s  p l a m ~ t i c a s .  En este caso ,  e l  apor t@ del 

p recu rso r ,  v i a  l i p o p r o t e i n a s ,  no s e r i a  s u f i c i e n t e ,  por l a  qua 

se n e c e s i t a r i a  una s i n t e d e  i n t r s c e l u l a r  a m e n t a d a  p a r a  pro- 

vee r  a l a s  c b l u l a s  de  La supsax rena l  de  l a  enorme demanda, d= 

b ido  a l a  gran p~oducci81-i  de e s t e m i d e s .  

E s t o s  r e s u l t a d o s  rrobre l a  a c t i v i d a d  de  l a  HMG-CoA re- 

duc tasa  en r a t a s  d iab&t icms,  mueatran o t r a  d i f e r e n c i a  ent ire 

10s mecanismoa de r e g u l ~ c i & r i  de  l a  enzima d e l  t e s t i c u l o  res- 

p e c t o  a o t r o s  brgenoa p roduc to res  de e s t e r o i d e s .  



Entra 10s f a c t o w s  ~ t u d i a d o s  en e s t e  t r a b a j o ,  la6 d i s  - 
funciones t i r o i d e a s  %&ign madularon a l a  HMG-CoA reducta- 

aa  de cb lu las  de Leydig, En animalee h ipo t i ro ideos ,  l a  q c t i v i  - 
dad enzirnhtica r e s u l t 6  dimLnufda wmparada con 10s nortqalee. 

1 A 1  respec to ,  Guder y col. (760) deraastraron que en r a t a s  t r a -  

t adas  con 1 3 1 ~ ,  i a  act fv tdad de HMO-CoA reductasa hepht ica 

e r a  50 96 i n f e r i a r q u e  $oa c a r t t r a l e s ~  

Para poder re laa iona r  e l  apor te  d e 1 , c o l e s t e r o l  d! .nova 

con l a  s l n t e s i s  de tes tos tesohe,  se incubaron c e l u l a s  de Ley- 

d i g  d e l  grupo h ipo t i ro ldeo  con cant idadea c rec ien tea  de LH. 

Se observ6 una respues ta  maxima i n f e r i o r  a l a  de 10s antmales 

con t ro les ,  s i n  c w b i o a  en l a  produecibn do AMP c i c l i c o ,  l o  

c u a l  i n d i c a  a l t e r a c i o n e s  p a a t e r i o r e s  a l a  formaci6n d e l  nu- 

La demostr ts i6n de que en r a t a s  h ipo t i ro ideas  heye una 

acurnulaci6n i n t s a t e s t i c u l a r  de c o l e s t e r o l  (280), posiblemente 

re lac ionada con el c o n m i t n n t e  aumento d e l  c o l e e t e r o l  plasm6 - 
t i c o  (258, 358). , s u g i e r c  un bloquao en l a  rnetabolizacibn del 

compuesto, Trabajos reellratlos en rnitocondrias da adrena l  de 
, 

rats, rnostraron que l a  ~&r@.1dectornia a fec taba l a  transforma- 

c i6n de c o l e s t e r o l  a pre~nmolona,disminuyendo e l  consumo de 



oxigeno, l a  activ.idad dPs &a cadena h id rox i l an te  (42) y l a  co; 

4 

I <  que 10s t e s t i c u i b s  de retas h ipo t i ro ideas  acumulan 6c ide as- 

c o r b i c ~ ,  y l o a  ay to res  supmeh qua e l l o  s e  debe a que np pue - 
I 
" 1 

de s e r  u t i l i z a d o  en la@ n a e c i o n e s  de h id rox i lac idn  d e l  cami 
I. I . 

, ,2.1 no eateroidog6nico (9Q, 2803. 
I 

' 7  * 
, Y ' La s i n t e e i s  dieminuids de t ea tos te rona  concuerda tam- 

P 
bikn con l a  manor concsntrmcibn c i r c u l a n t e  d e l  andrbgeno'que 

a f e c t a  l a  f e r t i l i d a d  del mwho (160, 24k ) .  

Indudablamente, l a  PeZta de hormunaa t i r o i d e a s ,  provo- 

ca  ma disminucibn en 1s mfntksis de c o l e s t e r o l  y  de t e a t o s t e  - 
rona, pero no pwede desca~tarso alguna accidn d i r e c t a  de l a  

TSH, ya que 10s a l t o s  n i w l e a . c i r c u l a n t e s  en 10s animalee h i -  

po t i ro ideos  favorecerfan l a  unibn con s u s  recep to res  en $a c i  
C 

l u l a  de Leydig, antagonizando de alguna manera e l  efec tg  :es t i  - 
mulante de l a s  g~nado t roPMae  (5). 

En 1 o . r e f e r e n t e  a1 h iper t i ro id ismo,  l a  medicP6n de l e  

ac t iv idad  de l a  WG-COa reductaaa ind ic6  que es taba  dlsqrinui- 

da en l a s  cb lu las  de LeydAg de 10s animales t r a t a d o s  campers- 

da con 10s conCrdles,prgg l o  que 18 bkos in tea i s  de nova d s l  co - 
l e s t e r o l  tambibh t e n d r i a  que ser i n f e r i o r  a  l o  normal. 



Sin embaago, a1  evdua r  l a  respuesta ce lu lar  a var ias 

concentracion&g. 4lllilH H, is produccibn de testosterona en l a s  

ra tas  h iper t i ro ldsas present6 un valor meximo comparable a 

10s controlea,pero e l  &-a1 fue aproximadamente t r e s  veces 

1 mayor. E l  p e r f i l  de l iberacibn de AMP c ic l i co  a1 medio de in- 

cubacibn se  mostrb similar a1 de l  andrbgeno tanto en loo va lz  

res  basales como en l a  reapuesta rnkxima. 

Estos rasu l tadm ccmcusrdon con 10s t rabajos de, 

Schneider y col. (3101, qulenes demestraron que l a s  tes t i cu los  

de r a t  as adult  ae t i r o tbx i cm dproduchn mhs testosterona que 

10s controles cuando se incubabsn an presencia de pregnenolo- 

na. Estos autores taarBiin ancantraron que no habia variacibn 

en 10s niveles de LH p l e d t i c a ,  euqlriendo l a  posibi l idad 

de a1g6n efecto d i rec to 'de  T4 -sobre e l  tes t icu lo .  

La b ios in tes is  de precuraores de testosterona distales 

a pregnenolona no ceahid per e l  t r a t m i e n t o  con T4, par l o  

cual es ta  harmona podria s3ercer eu accibn induciendo l a  17- 

P Ohidroesteroiqe deehidmgenasa microsomal, an una msnsra 

an6loga a l a  estimuLacibn be etdenosina t r i fos fa tasa ,  una enzL 

ma de membrane y a l a  eefewide A 4 reductasa, o t r a  ensima m L  
crosomal. . ' 



La inducci6n de Le enzima e s t b  de acuerdo con l a  reg2  

l ac ibn  de s f n t e s i s  de RNR y pro te inas  por hormonas t i r o i d e a s .  

De hecho, Oppenheimer y Col, (278)  detectaron un reducido nb - 
mere de s i t i o s  de uni6n para  T3 en t e s t i c u l o  de r a t e ,  t e j i d o  

que se suponfa re t rac ta r i o  a l a  accdbn de l a s  hormonas. t i r o i -  

deas. 

Aunque 10s cambibs @ pn v i t r o  no s i m p r e  s e  c o r r e l z  

cionan con airn i larea c w i o s  i n  v iva ' 1 ,  e l  hecho que haya 

un va lo r  basa l  de prodwc ien  de t e s t o s t ~ r o n a  aumentado, con 

n i v e l e s  plasmbticoe d e l  melk6geno disminuido despues d e l  trz 
tamiento con T 4 ,  i m p l i c a i a  que e l  metabolismo de l a  tee tos-  

te rona e a t 6  eumentado. &#%a y ool. (209) encontraron que l a  

t i r o t b x i c o s i s  aw r a t a s  ma~hos,  conducis a un incremento en l a  

ac t iv idad  de l a  A-4 er) temlde reduc tssa  para me taba l i zs r  tes 

tos te rona,  confirmando t s e h $ o s  prev ios  de o t m a  au toree  554, 

253, 291). 

Por o t f a  p a r t e ,  81 W H  ea un co fac to r  ind ispeneahle 

para d i ve rsas  reecc iones d+ 1% es tero idog6nes is ,  e n t r e  el las,  
1 

e l  paso de c o l e a t e r o l  a pSagnsnolona. E l  es tud io  de l a 8  enzi-  

mas generadoras de NADBH : glucosa-6-foafata deshidrogenasa, 

6-foefogluconato desh id ru~gnaaa  e f a o o i t r a t o  deshidrogenasa, 



mostr6 un aumento en la# zscBividades espec$Qicas de la6  t r e s ,  

\ en e l  tes t i cu lo  de ra t=  pzepberes  y pGberes t ra tadas  duren- 

t e  30 d ias  con 25 ug de Tb d ia r ios  (16, 171, sugiriendo que 

esas enzirnas puedpn es ta r  intluenciadaa directamente por hor- 

I monas t i ro ideas y no por gonedotrofinaa y testosterona, 

Aunque no se  heya rbalizado ningGn t rabajo a1 respec- 

to ,  e l  hipertiroidismo tmbibn podria a fectar ,  de alguna mane 

ra ,  a1 paso ragulator io en la a in tes i s  de testosterona, p aea ' 

e l  cmple jo  enzimbtico qua escinde l a  cadena l a t e r a l  drrl m- 
a 

l es te ro l ,  s i b t m a  qua as t ( ,  su je to  B modulacibn por divsrsos 
1 <an l . .  ; j : f l  !; P'p :I . .  1 lkl!T - -- 1.1 

- 4  < \& , - Pactores. 
- 

E l  hecho de habersa obaervado una disminucibn en l a  ac - 
t iv idad de l a  HMG-CoA radbctasa, l o  cual implica menor produs 

ci6n de colesterol ,  e s  contradictor io con e l  aumento en l a  

s i n t e s i s  basal de testoetorona, Por l o  tanto, e s  probable un 

mayor aporte del  precursor androghnico, a p a r t i r  de l ae  l ipo- 

proteinas plasm8ticas, a trav(r8 de una mayor captacibn por un 

aumento en e l  n h e r o  de s i t i n s  receptores para l a s  mismas; es - 
t a  hip6tesia debe se r  dmmatrada. 

S i  l a  disminucibn en l a  actividad de l a  HMG-CoA reduc- 

tasa  en e l  h iper t i ro id ism,  e r a  debida a un efecto d i rec to  de 



de l a s  hormonaa t i r o i d e a e  aobre l a  misma, t a l  coma- s e  e u g i r i 6  

pa ra  l a s  enzimsa generadoraa dta NADPH y para  l a  17- -hidro- 

x i e s t e r o i d e  deshidrogenasa, l a  incubacibn de l a s  c k l u l a s  de 

Leydig con Tb dabfa mostrmr un aaquerna s i m i l a r  a 1  observado 

, i n  v iva respec to  a l a  ac t i v i dad  enzimhtica. 

Los resu l tadoa aemafltraron que no fue  as%,  por Lo t a n  I 

t o ,  l a  HMG-CoA reduc tasa  pad r fa  na e s t a r  regulada d i rec fanep  

t e  por Tb, a 1  menos en Coma aguda. No puede d e s c s r t a r a e . a l -  
' 

guna i n f l u e n c i a  en l a  regulac ibn a l a r g o  plazo, ya que coma se 

mencion6, l a  enzLma limitmte de 18 b i o s i n t e s i s  d e l  co les te -  

r o l ,  puede s e r  regulada p a r  fos fo -de fos fo r i lac i6n ,  o por  cam_ 

bioa en l a s  velocidadee da a i n t e s i s  y degradacibn. 

En resumen, l o a  resul ts ldos obten idos demuestran que 

l a s  d is func iones t i r a i d @ &  generedas en l a  prepuber tad,  a fec  - 
t a n  e l  co r rec t0  f u n c i o n m i m t o  de l a 8  c 6 l u l a s  de Leydig d e l  

animal adu l to ,  ya s e a  en l a  produccibn de t e s t o s t e r o n a  o en 

l a  s i n t e s i s  de co les te ro l .  €8 c l a r o ,  adembs, quo concent rac io  - 
nee c i r c u l a n t e s  de hormnae t i r o i d a a s  d i s t i n t a s  de l a a  f i s i o -  

l bg i cas ,  impiden que l a  HHG-CQA reduc tasa  t e s t i c u l a r  desarro-  

l l e  una ac t i v idad  normal. 



CONCLUSIONES GENERALES 



CONSIDERACIONES FINALES 

La s in tes is  de tsstaeBe2ona en e l  test iculo de 10s m s  
miferos ocurre luego de una aer ie  de aventos intracelularea 

sutilmente regulados, quo comienzan cuando l a  hormona lu te i -  
I' 

nizante (LH), searetada por l a  hip6fiais anterior, se .une e 

sua receptores especificaa en l a  membrana de l a  cklula de 

Leydig. Para esta b io~ ln tes i$ ,  era irtlprescindible que l a  cklu - 
l a  dieponga de cantidadeta adfacuedata de coleaterol, precursor 

~b l i g~a to r i o  de todos 10s eateraides. 

Asimismo, eat6 reconoci-do que, ademks de l a  LH, eon ne I 

cesarias ot ras hovonas psra e1 correct0 funcionamient~ de 
3,. 

10s cminoa rnetab6likiua asteseldog&nicos gonadales. 

En este trabajo eat enfecb l a  atencibn sobre l a s  Quen- 

tes paaibles de c ~ l e s t a r o l  para l a  biosfntesis de teataetero- 

na en l as  c61ulae de LeydJg, ya aea v i q  l ipopsotdnas plamfr- 

t i cas  que l o  traneporten pap l a  circulacibn general o al'mr- 

t i r  de l a  biosintaais dg nq intracelular. Se estudib asps- 

cialmente a l a  enzirna xegul$%ct$ia de este camino, l a  34idro-  

xi-3esnetil-glutaril comrina A reductaoe (WE-(;oA reductasa) 

y s u  modulaci6n por m&ltiplea factures. 



Los d a t a s  obten idos h resuman a cont inuacibn.  

1) Se d e s a r r o l l 6  u n ~  $Bcnica para  p u r i f i c a r  l a 3  l i p 0 0  

p ro te inas  marcadas con '"f y s a p a r a r l a s  d e l  t r a r a d o r  nb in- 

corporado, que a@ base rn l a  u f i l i z w i b n  de una cromatagsaf ia  
IC ' 

1 .  I. an columna con g e l  ds pc t fac r i3w l ida  - agerrosa. 

2) Se de tec t6  l a  preaenc ia  de s i t i o s  de uni6n de  alCa 
' af in fdad  para l ipoproteinga,f$e b a j a  y a l t a  densidad (LDL y 

P , :  . 
' ! HDL) en c b l u l a s  de Leydip p&i f icadae y se do tem ina ron  .lo@ 

^ i  

parkmetros c i n b t i c o s  da l a  unian : t a ~ l p e r a t u r a  bptima y tiem 

po para l l e g a r  a 1  e q u i l f b r ,  
r l i l  ..:T-- 

a\ I -- -A&::AP-- 

in. 
I I  t 

d J  LUa CmuUu.LUP 1; u n k n  de l a e  l i p o  
.I 

pro te inas  a s u s  r e c e p t ~ r m  a u g i r i e r a n  que siempre e s  necesa- 

r i o  t e n e r  en cuenta l a  .m&xima capecidad de uni6n (14.C.U) >del 

l igando a 1  t e j i d o  en cwsti6r1, para  determinax 10s va la rea  de 

l a s  cons tan tes  de a f i n E d d  (Ha). Da no s e r  a d ,  dichos v&$& 
I 

r e s  r e s u l t a r i a n  i n f e r i r ~ r w  a loa c o r ~ e c t o s .  

4 )  Se deh rm in6  qua l a  3-hidroxi -3-mt i lg lutar iLZen- 

zima A reduc tasa  , (HMG-GuA raductaea)  , en c e h l a a  de Laydig,. 

e s t g  unida, , pr incipalmsnte,  e6 l a  membrena i n t e r n e  mi tocondr ia l ,  

a d i f e r e n c i a  d e l  h igade, M r s n a l  y ova r io  de r a t a ,  donde l a  

ac t i v i dad  enz imst ica eel$ mociader a 1  r e t i c u l o  endoplaam6tico. 



5) Se d e i c r i b f b  l a  e x i a t e n c i a  'de un camino mitocon- 

d r i a l  de s l n t e s i s  de co leaCa~oL a p a r t i r  de acetil-CoA, que 

j.;. oonduce a una rewieibn de 18s ex t rapo lac iones  hechas pnra e l  

t e s t k u l o  a p a r t i r  de detoa obtan idos en o t r o s  t e j i doa .  

I' 6) Se desca r tb  l a  folmacibn de cuerpos ce tbn icoe  en 

c ~ l u l a s  he Leydig ya q u i  no 5a obeervb ac t i v i dad  medib.le de 

HMG-CoA l f a s a .  

7) La HMO-CoA reauc tesa  t e a t i c u l a r  p resen t6  un r i tmo v 

c i rcad ian0  con un p ico  ntbiximo de ac t i v i dad  a 1  m e d i o d h  que 

d i f i e r e  d e  l o 5  c i c l o a  dtmrioe de 19 entima hepbt ica  y de o- 

t r o s  brganos esteroidog&niooe. de r a t e  y hamster. 

8) En e l  fen6meno de desens ib i l i zac ibn  t e s t i c u l a r ,  s a  

d e s c r i b i 6  una l e s i 6 n  &,iciorial en e l  camino b i o s i n t 6 t i c o  de 

t e s t o s t e r o n a ,  e n i v e l  de la entima l f m i t a n t e  de l a  s i n t e s f a  

d e l  co les te ro l .  No s e  observaron bloqueos en 10s paeos mtre 

mevalonato y co les te ro l .  Sambf&n se v i 6  que l e  HMGCoA reduc- 

t a s a  e s  regulada no s6i0 en forma c r6n ica  s i n o  tambikn sguda 

por l a  h o n o n a  l u t e i n i z a n t e  (LH) , ba jo  t ra tamien to  con ' can t i -  

dades e levadas de gonadatro f ina co r i bn i ca  hmam ChCO), 

9) La incubacibh ds c h l u l a s  de Leydig desens ib i l i zadas ,  

con LDL o HDL,restituyb s b i o  parc ia lmente l a  producci6n de 



> r 

pregnenolona, augiriendo wn dePecto adicional ent re  caleste- 

r o l  y e l  esteraide, r e ~ 3 a n t m e n t e  compmbado por otroa auto- 

res. 

10) E l  t fatamiento de 10s animales con d ~ 8  dosia de 

1 .  ' .  hCG mantuvo l a  desensib i l i taeibn de HHG-CoA reductasa, y ade- 
! :]I:. 
I 

mbs, l a  inyeccibn de 1 6 2 rboaia da l a  gonadotrofina aument6 
I 

e l  n h e r o  de sitias receptoras para HDL. 

11) Loa resultadoa obtenidos sugerir ian que e l  aporte 

pr inc ipal  de coleaterol  para l a  eataraidoghnesis en tee t i cu lo  
1 

de ra ta ,  proviene de l a  s in tea i s  de novoml. . -7 
' 12) A di ferencia con la HMG-CoA reductasa de o t ros  te- 

j i d o s  esteroidogknicos, en l aa  enzi - 
ma no estuvo regulada par 

I 
de colesterol  circulante. i p 1 

13) Se definieron l a s  causae por La8 cuales l a  droga 

hipocolesterol&mica 4-amimpirazolopirimidina (4-APP) , condu- 

ce a una disminuci6n an la sfn tes is .de testosterona. Se demos - 
t r 6  que ademhe de producir sue efectos primarioa, actGa a d i s  

.II 

t i n tos  niueles provocanda al teraciones sobre e l  sistema end6- 

crino, ent re  e l l a s ,  inhibiendo l a  l iberacibn de LH hipaf isa- 

r i a  a1 torrente c i rcu la tar iu  y aumentando 10s s i t i o s  recepto- 



res  para HDL en cblulae ds Leydig. 

14) Se observ6 que p i s t e n  factores fos for i lantes y 

defosfor i lantes citoplasmbticos en cblulas de Leydig, que m g  

dulan a l a  HMG-CoA reductasa hephtica de l a  misma forma 

- 1. . s u s  propios factores,  per0 que no actGan sobre l a  enzima m i -  
,: ]! . 4 L 1 tocondrial de tas t icu lo ,  probablemente debido a su  d i fs rente  

15) Otra hormona que mdulb a l a  HMG-CoA reductas8 fue 

$ 3 .  3 - l a  prolact ina,  ya que r a t a s  inyectadaa con bromocriptina pre- 

sentaron una actividad enahn&lca diaminuida. Sin embargo, no 

se  excluye un efecto d i rec te  d e l  agonista dopaminbrgico sobre 

l a  enzima. 

16) Los animalea diab&tIoos, ademks de l a s  lesionea ya 

descriptas,$ue causan una dimfnucidn en l a  s in tes ia  de ~ B S -  

tosterona, tamblbn presenheron un bloqueo en l a  WIG-CoA ~pduc - 
tasa  tes t icu lar .  Contrar immta,  en l a  glbndula adrenal, ~e 

vi6 un aumento considerab3.e en l a  actividad enzim6tlca concor - 
dante con una hiperpraduccibn de glucocorticoidee. 

17) E l  hfpot i ro id imo y e l  hipertiroidismo experirnan- 

t a l  en ra tas  prepGberes, efectaron l a  esteruidog#neais t e s t i -  

cular  de estos animales secri f icadoe en e l  estadso de madurez 



sexual .  

En e l  h ipot i ro id581~8 ae encontrb que habla  una dismi- 

nuci6n en l a  ac t i v i dad  de HHO.ICQA reductasa.  Tmbign se v ib  

una s t n t e s i s  de t e s t o s t e r m e  nonor que en 10s anirnalea con- 

,. t r o l e a  an te  eb est imulo go r r~ to t r t i f i co ,  l o  c u a l  puede a e r  l a  

=au&a de" 10s n ive lea  c;tfcsr31mnkas disminuldos d e l  andrbgeno, 

En e l  grwpo hipeztfroht leo, tarnbikn hubo una i nh ib i -  

c ibn en l a  ac t i v idad  dr lg HNG-CoA reductasa.  S i n  embargo, . 
l a  incubacibn da c e l u l a e  de heydig duran te  cua t ro  horas  con 

T4, no modif icb l a  a c t i v i d d  enzirn6W.ca. 

Los resu l t ados  5,n wLvo ero n t r a d i c t o r i o s  con e l  

aumento en l a  pruducci6n b a ~ 3 .  de tea tos te rona ,  por  l o  que ae  

propone que debe haber wl a u ~ s n t o  en l a  captac i6n de l a 8  1%- 

poprote inaa p lasm&t icas t ~ a n a p o r t e d o r a s  de c o l e a t e r o l  para  

proveer e l  p recursor  peffa,3~1 .es tera idog6neaism 

De 10s phr ra fos  antr .~$orea e s  pueden i n f e r i r  a lgunas 

conclusionea genereles.  

La WE-Cob r d u e t a e a  de l a e  c& lu lae  de Leydig de l a  r a  - 
t a  psesenta  v a r i a s  d i f e r e n c i a s  cwnp a enzirna hepb t i  - 

. . 
c a  y con l a  da o t r o s  bg~#W t (B1e~ '  como^la 

g lhndule  sup ra r rena l  y e l  attario. No a610 s u  ub icac i6n subce- 



l u l a r  e s  d i s t i n t a  a ino tambihn s u s  mecanimos de regu lac i6n ,  

c a r a c t e r l s t i c a  e s t a  Gltima que b ien  puede ser cansecueneia 

de l a  primera. Ta les  d i f e r a n c i e s  en 10s mecanimos regulate- 

t i o s  inc luyen experiment08 con f a c t o r e s  i n t r a c e l u l a r e a ,  e f e c  .I 

I t o  d e l  4-APP, i n f l uenc ia  de l a  d i a b e t e s  exper imental  y r ib0 

c i rcad ian0  de act iv ided.  ~demgs,  l a  enzima puede s e r  regula- 

da t a n t o  por  l a  LH, como p e r  o t r a s  horrnonas t a l e s  como l a s  

t i r o i d e a s ,  l a  p ro lac t i na ,  y tambibn, probablemente por &a i n  - 
su l ina .  

Pero si l a  WE-CoA mduc taaa  t i e n e  c a r a c t e r i s t i c a s  d i s  - 
t i n t a a ,  tambidn l a s  c 6 l u l e s  de Leydig s e  d i fe renc ian  de 10s 

t e j i d o s  adrena l  y o v k r i w  respec to  a l a  p rov is i6n  de c o l e s t z  

r o l  para  l a  esteroidog&na#%s. Es tos  dos u t i l i z a n  p r i nc ipa l -  

mente e l  proveniente de lss l i pop ro te inas .  En e l  t e s t i c u l o ,  

en cambio, predomina l a  s i n t e a i s  de novo y l a  exp l i cac lbn  t a l  

vez se encuentre  en l a s  mayores can t idades  da e s t e r o i d e s  que 

producen la adrenal  y e l  ovar io  cuando s e  cornparan con &a g6- 

nada d e l  macho. , 

Estos bl t imos r e s u l t e d o s  prov in ieron de experimenkos 

en 10s cua les  se u t i l i z b  a& 4-APP, que si b ien  r e s u l t 6  una he - 
r ramienta muy G t i l ,  tambikn produjo e f e c t o s  secundar ioa no e s  - 



perados. Por l o  t an to ,  lo9 t r a b a j o e  en 10s cua les  s e  r e a l i z a n  

t ra tamien tos  con droges, en g m e r a l ,  y con e l  4-APP, en p a r t i  - 
c u l a r ,  deben hacerse con pmcaucibn,  ya que 10s efectom dele- 

t 6 reos  ocasionadoa pueden m d u o i r  a una mal in te rpre tac ibn  de 

10s da tos  observados. 

~ i n a l m e n t e ,  si  bien no ex i s ten  dudas d e l  papel  Punda- 

mental de l a  LH en l a  eat imulacibn de l a  estero idog&neais  en 

l a s  c(i1ulas de Leydig, laa ev idenc ias  ind ican que l a  prgduc- 

. .&. 
pY: cibn de t e s t ~ s t e r o n a  e s t 6  mudullada por  c ~ t r a s  hormonas, e n t r e  

e l l a s ,  l a  FSH, l a  p ro lac tsna  y l a  inau l ina.  .D e s t e  t r s b a j o  

se v i6  que c o n c e n t x a c i o n ~ ~  de  T3 y Tb d i fe renkes  de l a  f i s i o  - 
l bg i ca ,  ademgs de modular a l a  HMO-CaA reductasa, indujeron 

cambioa en l a  produccibn normal de  t e s t o s t e r a n a  por &as  c h l g  

l a s  I n t e r s t i c i a l e s .  E s t d  apelya l as  observaciones que tambign 

l a s  hormonaa t i r o i d e a e  roman  p a r t s  de ese  compledo mul t ihor  . -  
monal que regu la  y mantieno el c o r r e c t ~  funcionamiento de l a s  

g6nadas masculinas. 

Peru, si  bien es cierto qua de este t r a b a j o  de Tes is  

se puede l l e g a r  a t e n e r  en consideracibn alguna conclueibn,  

tambi&n e s  c i e r t o  que cads resu l tado  probablemente genere m6s 

de una pregunta a reso lver .  La veracidad o no de l a s  hip6te- 



t e s i s  p lanteadas a l a  luz be 10s d a t o s  obtenidos,  s b l o  a e  co; I 
probarb con e l  dacursa dsl t i m p o .  Tal ve t  nunca imagin6 Aria - 
t 6 t e l e s  que despubs de sue estwdioa aobre c a s t r a c i b n  en l a a  

aves, t r a n s c u r r i r f a n  m h  dm 2000 aRos en 10s cua les  hub0 i m -  

, por tan tes  descubPimientxt8, quo a h  no terminan de d i l u c i d a r ,  
A ,  - 

1 : I o s  mecanismoe moleculares qw in tepv ienen en l a  s i n t a s i s  de 

es te ro ides .  

Recordando una vet wdrrs e l  pensamiento de R d n  y Cajal ' 

No hay temas agatados.....,. ", se puede pen sag,^ mbn- . .  . 
=b-d I - .  

t r a s  e l  hombre no d e s i ~ t a ,  l o 8  i n t r l ncadoe  rnecaniems G t r a  

e i n t r a c e l u l a r e e  de r e ~ u l @ z f & ~  aeguirkn exigiendo e l  d l s c e r n l  

miento y a s t u c i a  d e l  c%fi?crt-ifico, pues, apa r te  d e l  Creedor, 

hay un h i c a  en ta  qus eonooe a l a  cg lu la ,  y ee, preciemmante, 

l a  ch lu la  misma. 
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