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RESUMEN

La secrecion testicular de hormonas esteroidales
en la rata adulta se debe a la actividad de las células de
Leydig, y es regulada principalmente por la hormona Tlu-
teinizante, liberada por la hipdfisis. También hay regula-
cidn de dicho proceso, por factores producidos Jlocalmente
por 1las células de Leydig, otras células intersticiales o
por el tféibulo, que modifican 1a esteroidogénesis y se
reconocen como reguladores para/autocrinos. De esta forma,
las distintas células de Leydig se encuentran en un
microambiente particular, que podria ser 1la base para
explicar la heterogeneidad morfoldgica y enzimatica
observada en estas células.

E1 objetivo general de esta investigacidn, es
analizar 1a existencia de subpoblaciones de céluias de
Leydig con diferente capacidad para la secrecidn de
esteroides; es decir, se requiere detectar la secrecidn
individual de las células para cada uno de los esteroides.
Ademds interesa conocer el efecto de algunos factores que
regulan la esteroidogénesis, sobre la actividad individual

de secrecidn de esteroides.
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Con este objetivo, se adaptd el ensayo de placa
hemoiitica reversa, que permite el andlisis de la funcidn
secretora en células individuales. Este ensayo se basa en
la lisis mediada por complementc, de er}trocitos acoplados
con anticuerpos especlficos, los que se co-incuban con las
cédlulas secretoras del antigeno correspondiente en estudio.
Las células secretoras del antigeno forman un halo o placa
de 1lisis de eritrocitos alrededor de éllas, en cambio 1las
células no secretoras del antigeno, no muestran este halo.

tas cé&lulas de Leydig se purifican desde tes-
ticulo de rata por sedimentacidn en gradientes de densidad
de percoll. E1l ensayo citoquimico para 1la actividad
enzimdtica Bﬁ-hidroxiesteroide deshidrogenasa se usa en las
células colectadas para estimar la proporcidn de células de
Leydig purificadas.

La combinacidn del ensayo de placa hemolitica
reversa con la tincidn para la actividad enzimatica,
permitid detectar que en la poblacidn de celuias
esteroidogénicas, un 52 % + 13 de las células de Leydig
secretan testosterona; un 37,8 % % 5,7 secretan

progesterona y tan sdlo un 20,2 ¥ x 2,7 del total de Ilas

células secretan estradiol, en presencia de Ta

gonadotrofina.




La maxima respuesta secretora de células de
Leydig para cualguiera de los esteroides analizados, se
jogra en presencia del anticuerpo especifico y de una dosis
de 25 UI/ml1 de gonadotrofina coridnica humana durante S0
min a 34° C.

La proporcidn de células de Leydig que secretan
testosterona o progesterona no aumentd en presencia de
concentraciones apropiadas de 8-bromo de adenosina 3'-5’
monofosfato ciclico, pregnenolona o hidroxicolesterol, con
respecto a las incubaciones en presencia de Ta hormona
gonadotrofina coridnica. Este resultado permite concluir
que la fraccidn limitada de células secretoras de 1los
esteroides, no se debe a una alteracidn de la seflal hormo-
nhal, ni tampoco a una limitacidn de los sustratos esteroi-
dogénicos para l1a sintesis y secrecidn de ambos esteroides.
Estos resultados demuestran que la hormona luteinizante es
un factor suficiente para la activacidén de la sintesis vy
también sobre la secrecidn de esteroides.

Por otra parte, en incubaciones en presencia de
gonadotrofina y estradiol o aminoglutatimida, la proporcion
de células secretoras de testosterona o progesterona

disminuyd significativamente, similar al valor en incuba-




ciones en ausencia de la gonadotrofina. Estos resultados
muestran que el efecto de estos inhibidores especificos de
enzimas esteroidogénicas, pueden también disminuir la
actividad secretora en células 1ndividué1es por una dismi-
nucién de la sintesis en la via.

Luego, se relaciond la funcidn secretora con el
tamafio celular. Se encontrd que para la secrecidn de tes-
tosterona o progesterona, la subpoblacidn de células secre-
toras es, en promedio, de menor tamafio que T1a subpoblacion
de células nho secretoras. El1 analisis de frecuencia de
distribucidén del tamafio celular para ambas subpoblaciones
confirmé estos resultados.

Finalmente se analizd la proporcidn de celulas de
Leydig secretoras y no secretoras en presencia de Jlos
antisueros para estudiar la secrecidn de testosterona vy
progesterona en forma simultanea; se compard con la secre-
cidn observada en presencia de cada antisuero sdlo. Se
observd que la proporcidn de células secretoras fue mayor
que la proporcidn de céluias sblo secretoras de testoste-
rona; este resultado indicaria gue una fraccion de las
subpoblaciones secretoras, secreta ambos esteroides.

la purificacidén de células de Leydig en gra-

dientes de densidad continua de percoll 10-80%, no permitid




la separacion de supoblaciones secretoras y no secretoras
de acuerdo al tamano.

Todos estos resultados permitieron concluir que
el ensayo de placa hemolitica reversa es un método apropia-
do para la deteccidn especifica de la secrecidon de este-
roides. AdemaAs se demuestra que las células de Leydig son
heterogéneas en la funcidn secretora de esteroides, proba-
blemente como resultado de la sintesis diferencial de los
miesmos. E1 estudio del tamafio celular amplid el andlisis de
ia heterogeneidad en la funcidn secretora descrita, permi-
tiendo demostrar Ta existencia de subpoblaciones de células
de Leydig.

La secrecidn diferencial de esteroides detectada
en este estudio, podria ser explicada por la participacidn
sobre la funcidn esteroidogénica de distintos factores que
modifican la sintesis en cada celula, definiendo
subpoblaciones de células de acuerdo a la funcidn secretora
alin cuando el potencial esteroidogénico es similar para
todas las células. La proporciétn de células secretoras

varian dependiendo del medio circundante,




SUMMARY .

Steroids hormones secreted‘ by the adult rat
testis are produced by Leydig cells, which are mainly
regulated by the pituitary luteotrophic hormone. There are
also several other regulatory factors, produced either by
interstitial or tubular cells, which modify the steroi-
dogenic pathway and are considered para/autocrine regula-
tors. Thus, it could be estimated that each Leydig cell
would be subjected to a particular microenviroment, which - -
could explain the observed morphologic and enzymatic
heterogeneity of Leydig cells.

The general aim of this study was to detect
whether Leydig cells show different ability to secrete
steroid products. In this regard, detection of individual
cell secretion of different steroids products was studied.
Moreover, it was also evaluated the effect of several
regulatory factors of the steroidogenic pathway on the

individual cell secretory activity.

it was then necessary to implement a method to
‘ detect individual cell’s steroids secretory activity. 1In

this work it is describgd the adaptation of the reverse

e




hemolityc plaque assay to detect steroids secretion. This
method 1is based on complement-mediated lysis of antibody-
coated erythrocytes coincubated with antigen—-secreting
cells. Antigen secretion results in hemolysis of erythro-
cytes surrounding the secretory cells. Thus, so that clear
areas of lysis identify cells secreting antigen, but non-
secreting cells maintain intact erythrocytes around them.
Adult rats Leydig cells were purified by sedimen-
tation through percoll density gradients, and they were
identified by hystochemical staining for 3 5 —hydroxyste-
roid dehydrogenase. Using the reverse hemolytic plaque
assay in combination with enzymatic staining for 3@ -hydro-
xysteroid deshydrogenase, this work described the first
direct detection of steroid secretion in a Leydig cell
population. Thus, it is shown that upon human choricnic
gonadotropin stimulation, Leydig cells secrete androgens,
progesterone and estradiol in a proportion of 52 ¥ 1 13,
37.8 % + 5.7 and 20.2 % + 2.7 respectively. Results show
that the gonadotropin, both recruits new cells into the
population of secreting cells and increases the rate of
secretion. Optimal incubation conditions used for the
detection of the 3 steroids, were 90 min at 34° ¢, in the

presence of human chorionic gonadotropin (25 IU/mi).




The proportion of Leydig cells that secretes
testosterone or progesterone Wwas not increased by. the
presence 8-bromo-cyclic AMP or pregnenolone or ﬁydroxycho—
lesterol during the incubation. These results show that the
number of secretory cells is not limited neither by the
availability of the hormone’s second messenger nor by the
steroidogenic substrates.

Oon the other hand, in the presence of the gonado-
tropin, the proportion of testosterone and progesterone
secretory cells was significantly decreased by the addition
of either estradiol or aminogluthetimide, to the incubation
medium. These results show that the effect of specific
inhibitors of the steroidogenic process can be detected
also at the individual cellular secretory activity.

The detection of idindividual cell’s secretory
activity allowed also to appreciate a relationship between
cell’s size and its steroid secretory activity. Thus, it
was observed that the mean size of the subset of testos-
terone- or progesterone-secreting cells was smaliler than
the corresponding subset of non-secreting cells. These
observations were confirmed by a frequency distribution

analysis of cell’s size. Taken together these observations




with results obtained 1in the presence of a mixture of
equivalents amounts of antitestosterone and antiprogester-
one antibodies, allows us to infer that at least, there is
a subset of Leydig cells secreting both testosterone and
progestercone.

On the other hand, purification of Leydig cells,
using a continuous percoll gradient, showed that secretory
and non-secretory Leydig cells could not be separated by
their size.

All these results show that Leydig cells are
heterogeneous in their capability to secrete steroids, and
allows to conclude that the reverse hemolytic plague assay
is an appropiate method to detect specific steroid secre-
tion from individual cells. The method also allowed us to
-jdentify and characterize subtypes of Leydig cells,
according to secretory activity and size. The number of
secretory cells vary according to the presence of factors

that modify the steroidogenic process.




INTRODUCCION.

ta gdnada masculina de mamiferos desarrolla una
doble funciodn: espermatogénica y endocrina. Ambas funciones
se encuentran anatémica e histoldgicamente localizadas en
los tibulos seminiferos y en el tejido intersticial,
respectivamente. Las hormonas troficas hipofisiarias, son
los factores regulatorios de mayor influencia cuantitativa
sobre ambas funciones: la hormona foliculo estimulante
(FSH) influye sobre la funcidn espermatogénica y la hormona
luteinizante (LH) sobre la funcidn hormonal (1-3).

Las células de Leydig constituyen uno de los
varios tipos de células dentro del tejido intersticial y
son directamente responsables de la produccidn de este-
roides androgénicos por parte del testiculo. Derivan de 1la
diferenciacion de fibroblastos intersticiales (4); existen
antecedentes que permiten establecer gue la poblacidn
total de estas células se mantiene por un mecanismo de
recambic celular a partir de los fibroblastos y no por
division de las células de Leydig ya diferenciadas (4-6).
Se encuentran heterogéneamente distribuidas entre los

distintos tipos celulares intersticiales, estableciendo
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relaciones celulares prdoximas, de notable contiguidad,
incluse con otras estructuras histoldgicas como vasos
sanguineos y tébulos seminiferos (4).

La proporcidén de dichas células en el total
celular intersticial varia de acuerdo a 1la especie
(4,7,8). Estudios fundamentaimente de caracter morfométrico
y estereoldgico en varias especies, han demostrado que el
nimero de células de Leydig y el nlmero total de células

intersticiales forman un cuociente constante, pero al mismo

tiempo esta proporcidn depende del desarrollo de la gdnada
en cada especie (7,8). Es propio de cada especie también,
encontrar diferencias cuantitativas en 1a produccidon de
testosterona (7,8). Sin embargo, no existe una relacidn
estrecha entre los niveles de produccidn de esteroides y la
proporcidn numérica de 1las células de Leydig en cada
especie, si no mas bien se relaciona a 1la existencia vy
desarrollio de estructuras propias de 1la diferenciacidn
morfo-funcional de dichas células, es decir, tiene relacidn
con la masa total de organelos relacionados con la
esteroidogénesis. Asi se ha observado gque la produccion del

andrdgeno, expresado por un nimero equivalente de células

de Leydig provenientes de animales que tienen pocas
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células, puede ser mayor que la hormona derivada de células
provenientes de animales que tienen abundantes celulas de
Leydig (4).

En relacidn a las caracteristicas ultraestruc-
turales de importancia funcional dentro de las células de
"Leydig, la evidencia indica que la capacidad
esteroidogénica de las células de Leydig estd estrechamente
relacionada con el suministro y reserva de gotas de 1ipidos
(4,8), el niimero de mitocondrias (que contienen la enzima

P~-450 (4,11), y el desarrollo del reticulo

scc)
endoplasmico 1lise (SER) y microsomas dque contienen Jla
actividad 3{5—HSD y las otras enzimas esteroidogénicas
requeridas para la conversidn del colesterol en esteroides
(11,12). Cabe destacar ademds que la observacidn de estas
caracteristicas estructurales dentro de las células
intersticiales son ios aspectos considerados para
identificar particularmente a las ceélulas de Leydig cuando
éstas son observadas en preparaciones de cortes de tejido
mediante microscopia de Tuz o electrdnico (4,13}.

Por otra parte nos encontramos con que el mante-
nimiento del estado de diferenciacidn estructural y fun-

cional de las células de Leydig, depende principalmente de

la accidn del eje hipotalamo~-hipdfisis sobre 1a gdnada,
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accién que directamente resulta en la liberacidn de 1la
hormona LH (10,12,14).

En la actualidad se ha descrito ampliamente en
células de Leydig, la existencia, estructura molecular vy
funcidn de 1los receptores de membrana para esta hormona
hipofisiara (15,16); la generacidon de cAMP que deriva de 1la
funcidn de dichos receptores finalmente desencadena una
serie de cambios celulares o respuestas que se pueden
clasificar como respuestas agudas y crodnicas desde el punto
de vista de la ocurrencia temporal de cada fendmeno. La
respuesta que fisioldgicamente tiene mayor importancia para
la funcidén de estas células, es finalmente la produccidn e
inmediata secrecidn de testosterona, respuesta considerada
aguda, respecto a otras que aparecen posteriormente. Es
conveniente destacar también que el conocimiento de esta
accidn de 1a LH ha permitido experimentaimente reemplazar
dicha hormona por su homdloga funcional: la gonadotrofina
coridénica humana (hCG), puesto que la especificidad vy
afinidad de 1los receptores de membrana para ambas
glicoproteinas es idéntica (17).

A1 analizar el efecto de 1a LH sobre l1a funcion

esteroidogénica de 1la célula de Leydig, se reconoce su
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accidn sobre distintos factores: por una parte, estimula
a enzimas esteroidogénicas para iniciar su actividad en la
via, y por tanto desencadenar la produccion de testosterona
y otros esteroides (18,18). Por otra barte, mediante su
efecto tréfico, mantiene el ndimero de céluias
esteroidogénicas en el total intersticial (8,20) y, sobre
cada una de estas células mantiene el area del SER,
microsomas Yy mitocondrias, organelos donde radica Tla
existencia de la totalidad de las enzimas de 1la via
esteroidogénica (2,9,19). Finalmente, mediante la accidn de
proteinas guinasas, aumenta la sintesis de mRNA especificos
para la formacidn de enzimas y otras proteinas relacionadas
a la esteroidogénesis (18,21,22).

En estudios efectuados en condiciones de ablacidn
de 1a pituitaria o de administracion de esteroides mediante
implantes subcutaneos, u otras técnicas para deprivar a un
animal de la presencia de LH, se ha observado que hay una
pérdida de la capacidad de secretar testosterona, debido
principalmente a que en cada célula de Leydig, hay una
pérdida en el volumen citoplasmatico ocupado por cada uno
de los organelos relacionados a la esteroidogenesis (mito-
condrias, SER y microsomas), mas que como consecuencia de

una disminucidn en el nimero de células (12,23). Estos
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hallazgos han permitido precisar un efecto tréficeo
fundamental de LH para 1a supervivencia funcional de estas
células (24).

Desde el punto de vista de la funcidn esteroido-
génica, el efecto estimulatorio de la gonadotrofina sobre
las enzimas esteroidogénicas constituye la accidn inmediata
necesaria para la produccidn de esteroides. En el Esquema 1
se muestra un esguema de la via esteroidogénica que
caracteriza la produccidén de esteroides en la rata.
Estudios han afirmado que LH/hCG estimula 1la actividad de
la éster-hidrolasa para iniciar la moviiizacion de
colesterol hacia la mitocondria para su utilizacidon (17).
De la misma forma se ha sostenido que 1a gonadotrofina
estimula a varijas otras enzimas como 1a 3ﬁ5—HSD, c17-20
Liasa, 17¢l-hidroxilasa y aromatasa (21). La estimulacidn
sobre las enzimas deriva, por una parte, en un aumento de
ia actividad enzimdtica como respuesta aguda, y ademds como
respuesta croénica, un aumento de la sintesis de mARN,
probablemente para la sintesis de enzimas esteroidogénicas.
De hecho este ¢iitimo tipo de accidn es fundamental para
mantener 1a respuesta esteroidogénica, para una segunda

dosis de la hormona trdfica (18,25).
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ESQUEMA 1: REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA VIA ESTEROIDO-
GENICA EN LA CELULA DE LEYDIG Y ALGUNAS DE LAS CARACTERIS-

TICAS PROPIAS DE ESTAS CELULAS.
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En el Esquema 1 se puede apreciar tambien, porqué
la 1identificaciodn de las células de Leydig in vitro se ha
realizado mediante el reconocimiento de l1a enzima 3 -HSD
por medio de la tincidn citoquimica paré la enzima (11,26~
28). Las células de Leydig, como ya fue expresado, son ias
dnicas células esteroidogénicas en el intersticio; la
actividad 3fb-HSD es pues un marcador enzimatico muy
especifico y su presencia refleja un potencial esteroi-
dogénico propio de estas células,

La tincidn se basa en gue la actividad deshidro-
genasa de esta enzima permite la formacidn de depdsitos de
formazan en las células como consecuencia de la reduccidn
de] azul de nitrotetrazolio presente en la reaccidn, color-
eando las células de un azul violdceo caracteristico (28).
Obviamente, se usa también como un marcador enzimatico de
reconocimiento funcional de otros tejidos con capacidad
esteroidogédnica como en la gdnada femenina (29-31).

En conjunto todos estos antecedentes han contri-
buido al conccimiento de la estructura y el funcionamiento
de las células de Leydig, y mas atin, para distinguirlas vy
caracterizarias. Sin embargo, estas caracterizaciones
muchas veces dejan al margen el contexto histoldgico o

anatémico en que se ubican in vivo y, por Jlo tanto no
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consideran las relaciones que las céluias de Leydig
sostienen con otras células y componentes del intersticio,
incluso con el tejido tubular.

La actividad de las distintas células componentes
del testiculo, contiguas por las relaciones histoldgicas
que mantienen y por el producto de sus secreciones,
generaria una serie de sefiales moleculares que permitiria
una regulacién  local de caracter auto y paracrina
(11,32,33). Aunque el control hipofisiario es el principal
para determinar la actividad esteroidogenica de las cdlulas
de Leydig, numerosos estudios de células purificadas,
incubadas en presencia de medios condicionados y/o en
presencia de algunos factores de origen local, demuestran
gque la accidon local de algunos compuestos provocan una
modificacidn de la funcidn de cada célula en particular. La
participacién potencial y las acciones de estos factores
locales se reconoce en la mayor parte de los casos, deil
hecho que se han encontrado receptores especificos para
dichos factores (32,34-39), o mads directamente aln por Ila
demostracion de los efectos que estos agentes tienen sobre
la esteroidogénesis de células de Leydig purificadas e

incubadas (32,36,38,40-44).
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Ademas existe la posibilidad de evaluar la parti-
cipacidn de los mismos productos esteroidales, comoc fac-
tores de regulacion de la actividad de las ceéelulas de
Leydig (5,32), especialmente el efecto de estradiol y tes-
tosterona sobre la actividad de algunas enzimas esteroido-
génicas (45,46), basandose en la presencia y funcidn de
receptores para progesterona, andrdgenos y estrogenos en
células testiculares, esencialmente en Leydig (47-49).

En conjunto todas estas observaciones permiten
configurar para la cé&lula de Leydig, una realidad de
estructura y funcidn heterogéneas. Esta concepcidn de wuna
propiedad individual de las células que constituyen un
tejido es relativamente nueva y se ha iniciado su
estudio principaimente en tejidos de funcidn endocrina.
Las aproximaciones experimentales que han permitido esta
proposicién, han analizado en forma independiente Tlos
distintos parametros que definen l1a actividad celular, es
decir que los estudios se han enfocado ya sea en la funcidn
o en la estructura de los tejidos estudiados (7-10,12).

Por lo tanto, el primer problema que se presentd,
fue definir una aproximacidn que permitiera analizar la
secrecidn de esteroides en forma individual desde células

de Leydig. Los sistemas de incubacidn empleados usualmente
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en nuestro laboratorio, como en otros grupos de trabajo,
detectan la secrecidn de esteroides liberados al medio de
incubacidn, sin embargo, la medicion de éstos es el
resultado de la secrecidon de la totalidad de las células vy
representa un promedio dentro de 1a pobtlacion.
Evidentemente gque este tipo de estudios no permite 1la
distincién de las diferencias propias de cada célula.

Por tanto, para estudiar la secrecion de
esteroides desde células de Leydig en forma individual se
propuso adaptar una aproximacion descrita por Neill vy
Frawley en el afio 1983 (50). La descripcion metodoldgica,
las ventajas y desventajas y los alcances como aproximacidn
a la funcidn secretora de péptidos del ensayo de placa
hemolitica reversa (RHPA), proviene del ensayc de placa
hemolitica original de Neill Jerne en 1974, realizado
rutinariamente para la deteccidn de secrecion de
anticuerpos desde linfocitos,

E1 ensayo se basa en la lisis de eritrocitos,
(mediada por complemento) que estan cubijertos por anticuer-
pos especificos mediante proteina A. Las células secretoras
gue se co-incubaron con los eritrocitos, liberan el produc-

to hormonal en estudio, el antigeno (Esquema 2). Las celu-
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las secretoras del antigeno se reconocen por la aparicidn
de unha zona de lisis o placa hemolltica de eritrocitos
hemolizados por accidn del complemento. Las céliulas que no
secretan el antigenoc, no presentan a su.a1rededor este halo
o placa, permitiendo la identificacion de dos tipos de
células dentro de una poblacidon potencialmente homogenea,
células secretoras y no secretoras.

Tras 1la publicacidn de Neill y Frawley, otros
grupos reconocieron la utilidad de la adaptacidon del ensayo
original para el estudio de otras células secretoras. Asi,
por ejempio, la mayor parte de los trabajos posteriores se
centraron en estudiar la funcidn secretora desde células
hipofisiarias (51-60). Posteriormente aparecieron algunos
estudios de caracterizacioéon de 1a funcidn endocrina de

__ __— -células de la pituitaria para la deteccidn secuencial de
dos polipéptidos en una misma célula (61-63): Mas reciente-
mente, se logrd simultaneamente caracterizar Tlactotrofos
individuales de acuerdo a su funcidn secretora y la expre-
sidn génica de las hormonas peptidicas, mediante Ta
combinacidn del RHPA con un ensayo de hibridizacidn in situ

para detectar el mRNA de la hormona (64).

Todos 1los +trabajos reportados coincidieron en

sefflalar que la mayor ventaja de la técnica, es que permite
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ESQUEMA 2: DIAGRAMA ESQUEMATICO DEL ENSAYO DE PLACA HEMO-
LITICA REVERSA (RHPA}.
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la observacidn de la actividad individual de Tlas células
con respecto a la secrecidn de un producto especifico,
permitiendo determinar el grado de especializacidn para
dicha actividad, de cada una de las células que forman
parte de un mismo tejido.

La observacidn individual de cada célula dentro de una
poblacidn, y el andlisis de sus propiedades de secreccion,
Tlevd a una conclusidn comdn en todos Tos estudios: dentro
de la poblacidn total, generalmente homogénea por el método
de purificacién, una proporcién variable de las células
demuestra, por este ensayo, que tiene actividad secretora.
La proporcidén de células secretoras varid principalmente
dependiendo del ‘tipo de céiula estudiada en cada trabajo, ¥y
para cada tipo celular, de acuerdo al tipo de secrecion por
ella liberada y que sea de mayor significado funcional.

Estos estudios han abierto la posibilidad
experimental de estudiar la funcidn secretora de células
que, por distintos criterios son supuestamente homogeneas,
ya sea por su origen o por su purificacidon. Aunque los
resultados se expresan igualmente como promedio dentro de

la poblacidn, el anadlisis célula a célula permitiria 1la

identificacidn individual de Tos comportamientos que se




reflejan en el promedio de la actividad celular de una

poblacidn especifica.

Hipdtesis

Puesto que las células de Leydig se han
descrito heterogéneas estructural y enzimaticamente, pro-
bablemente como resultado de 1la participacidn de un
conjunto de factores histoldgicos, citoidgicos y
moleculares propios del testiculo y particulares al
microambiente prdximo a cada célula de Leydig, se pretende
demostrar gque la funcidn secretora de esteroides es distin-

ta para cada célula

Objetivos Generales

E1 objetivo general de este trabajo es en primer
lTugar, analizar dentro de poblaciones celulares el
comportamiento secretor para tres esteroides de la via
esteroidogénica vy, en segundo lugar, evaluar el rol que
tienen sobre la secrecidn de esteroides, algunos factores
gue tipicamente regulan la esteroidogenesis.

Objetivos Especificos

I




1. Establecer experimentalmente una técnica que permita la
deteccion de la secrecidn de testosterona desde células de
Leydig individuales; para esto se adaptard el ensayo de
placa hemolitica reversa (RHPA).

2. Relaciocnar la actividad potencial esteroidogénica con la
secrecion de esteroides, mediante la deteccidon de la
presencia intracelular de la actividad enzimatica 3 ﬁb-HSD,
en las monocapas de células de Leydig y eritrocitos.

3. Estudiar el efecto de factores de regulacidn, con
conocido efecto funcional sobre la secrecion de
testosterona, por ejemplo: LH/hCG, CAMP, sustratos
esteroidogénicos y otros esteroides.

4. Analizar un parametro morfoldgico, como el tamafo, de
acuerdo a la actividad secretora de cada célula, Yy
relaciconar ambos parametros.

5. Detectar y caracterizar la secrecidn de otros esteroides
por las células de Leydig individuales, mediante el RHPA.
6. Caracterizar subpoblaciones celulares secretoras y no
secretoras de esteroides de acuerdo a la deteccidn

simulténea de testosterona y progesterona.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Animales.

Se emplearon ratas Wistar macho adultas, de 65 a
80 dlas de edad, obtenidas de camadas distintas, mantenidas
en condiciones controladas de temperatura y humedad en el
vivero del INTA. La alimentacidn sumistrada "ad-libitum",
estuvo constituida por un pellet concentrado y balanceado
de protelnas, carbohidratos, materias grasas y agua.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacidn ¥y
los testiculos se obtuvieron tras una incisidn abdominal.
Los testiculos fueron pesados y relacionados porcentual-

mente al peso de los animales.

2. Reactivos.

Los siguientes compuestos ¥y reactivos se
obtuvieron de Sigma (St. Luois, Mo.): Proteina A de
estafilococos, poli-l-lisina, albimina de suero de bovino
(BSA), cloruro crdmico III hexahidrato, azul de nitrotetra-
zolio (NBT grade III}, percoll, medio Eagle's modifica-
do de Dulbecco (DMEM), medio M-199 (M-199), medio Ea-

gle’s modificado de Dulbecco’/ F-12 mezcla sin rojo fenol
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(DMEM/F-12), gonadotrofina coridnica humana (hCG, actividad
especifica 11.900 ui/mg), adenina nicotinamida
dinucledtido, isomero f QB—NAD grado IV), A&cido N-2-hi-
droxieti1piperazina—N—Z-etano1su1fénico (Hepes), monofosfa-
to de 8-Bromo-adenosina 3'5’-ciclico (8(Br)-cAMP), 3-iso-
butilmetil-xantina (MIX), progesterona, b-colestano- 3/5— '
20-R-hidroxicolesterol, pregnenolona, 5-androstan-17-ona-
3 /h-hidroxi (etiocolanolona), dietilestilbestrol (DES),
17 /5-estradio1, y DL-aminoglutatimida. [1,2,6,7—3H]—tes—
tosterona (actividad especifica 89 curies/mmol) se obtuvo
de Amersham International plc. La colagenasa se obtuvo de
Worthington Biochemical Co (Freehold, N.J.}). Otros reac-
tivos empleados Yy no especificados son todos de grado

analitico probado.

3. Soluciones tampdn y medios de incubacidn.

para la preparacidn de distintos medios de incu-
bacidn, se emplean las siguientes soluciones segin protoco-
los de uso corriente en el laboratorio:
a. Solucidén tampdn Hepes 10x: Hepes 10 mM, CaCi, 1 mM, KC1
5 mM, NaCl 145 mM y glucosa 5 mM; esta solucidn se guarda a

-20° cC.
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b. Solucidn tampdn fosfato salino pH 7.4 (PBS): NaCl 140
mM, NazHPO4 0,4 mM, KC1 5 mM, KH2P04 4 mM, CaCl2 1,06 mM ¥
MgCli2 0,4 mM; se mantiene a 4° c y se prepara mensuaimente.
c. Solucion anticoaguiante CPD: citrato trisddico 886 mM,
acido citrico 15,5 mM, fosfato monobasico de sodio 18,3 mM
y glucosa 128 mM; se usa 7 ml de esta solucidn por cada 100
ml de sangre.

d. Medio 199/0,1% BSA, para 1 1 se usa: medio M-193 15,1 g,
NaHCO; 26,2 mM y alblimina de bovino BSA (0,1 % P/V). La
solucion mezclada se ajusta a pH 7,4 y tiene una
osmolaridad de 297 mOsm/Kg solucidn.

e. Medio Eagle's modificado de Dulbecco’s/0,1%BSA, para 1 1
se usa: medio DMEM 13,4 g/1, NaHCOg5; 44 mM Yy alblimina de
bovino BSA (0,1 % P/V). La solucidn mezclada se ajusta a pH
7,8 y tiene una osmolaridad de 335 mOsm/kg solucidn.

f. Medio Eagle‘'s modificado de Dulbecco's/F-12 mixture/0,1%
BSA, para 1 1 se usa: medio DMEM F-12 15,6 g/1, NaHCO4
14,2 mM y alblmina de bovino BSA (0,1 % P/V). La solucidn

mezclada sé ajusta a pH 7,3 y tiene una osmolaridad de 277

mOsm/kg soluciodn.




g. Solucidn para contar radioactividad (PPO-POPOP): contie-
ne 2,5-difeniioxasol (PPO) 10,9 mM y 1,4-bis(5-fenil-2-
oxasol)benzeno (POPOP) 0,6 mM, en tolueno.

h. Solucidn para la deteccidn citoquimica de la actividad
enzimatica 3 5-HSD: para cada experimento se prepara 20 ml
de una solucidn gue contiene etioconanolona/DMSO 4,1 M,
como sustrato esteroidogénico; NBT 0,2 mM y ﬁ&—NAD 1,5 mM
como aceptores de electrones, en tampdn PBS/0, 1%BSA,

i. Suero Salino: NaCl 0,85% p/v (145 mM) y se mantiene a

4° ¢ de temperatura.

4. Antisueros.

E1 antisuero anti testosterona fue obtenido de
Steranti Res. Ltd, London England; el inmundgeno fue
testosterona-11d—-(succinil) acoplada a gama globulinas de
bovino. La unién del antisuero es de 100% para
testosterona, y tiene una reaccion cruzada con otros
esteroides equivalente a 19,56% con Bl~dihidrotestosterona,
17,6% con dehidroepiandrosterona, y de 6,5% can
androstenediona. Para todos los progestagenos, la reactivi-

dad cruzada es inferior al 0,7%; para otros androgenos,
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menor gque el 0,4% y para todos los estrdgenos menor que el
0,2%.

Del mismo laboratorio (Steranti Res. Ltd.), se
obtuvo el antisuero anti 17/5—estradioﬁ. Los animales se
inmunizan con una mezcla de 17 fd-estradiol-6-carboxi-
metil-oxima acoplado a BSA. E1 antisuero tiene una reaccion
de 100% con estradiol. Con otros esteroides estrogénicos,
la reaccidn cruzada es inferior a 0,5%, mientras que con
esteroides androgénicos y progestagenos, es menor al 0,04%.

E1 antisuero de progesterona, en tanto, se obtuvo
liofilizado de Radioassay Systems Laboratories, Inc.
(Carson, C$al), por donacidn del Dr. Luigi Devoto. Los
animales son inmunizados con una mezcla de 11el-hidroxipro-
gesterona-11<J-hemisuccinato:HSA. E1 antisuero presenta un
100% de unidn a progesterona. La reaccidn cruzada con otros
esteroides es digual a 0,8% con pregnenolona, 0,03% con 20
-dihidroprogesterona y menor del 0,01% con el resto de

progestagenos, andrégenos y estrdgenos.
5. Obtencidn de células intersticiales.

tas células intersticiales se cobtienen siguien-

do el protocolo de uso rutinario en el laboratorio (65):
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los testiculos se descapsulan y se depositan en un tubo
coOnico graduado de polipropileno con 10 m1 de medio M-
199/0,1% BSA pH 7,3 que contiene colagenasa (0,25 mg/ml1).
E1 tubc se incuba en posicidn horizontal durante 15 min en
un bafio con agitacidn contante (100 ciclos/min) y una
temperatura controlada de 37° C, para promover Ta
dispersidn de 1las céljulas intersticiales del tejido
tubular. Luego de 1a digestidn, se completa a 30 ml con
medio M-199/0,1% BSA pH 7,3 y se separan las ceélulas
intersticiales de los tlbulos seminiferos por decantacion
durante 5 min por gravedad normal. E1 sobrenadante, que
contiene las células intersticiales de la decantacidn, se
traslada a otro tubo mediante una jeringa con una punta
plastica, filtrando las células a traveés de una malla de

algoddn. Esta operacidn se repite 8 veces, con el sedimento

de tibulos resuspendiéndolos cada vez vy dejandolos

decantar. E1 volimen total de medio asl obtenido se centri-
fuga a 600 x g, Yy el sedimento de células se lava 2 veces
mas con medio M-199/0,1% BSA pH 7,3 para e]imiﬁar el exceso
de colagenasa. E] sedimento final de células intersticiales

se resuspende en un volumen apropiado de medio M-199/0,1%

v

BSA pH 7,3, de acuerdo al tipo de gradiente que se usa para
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la purificacion: 3 ml para la gradiente discontinua y 2 ml

para la gradiente continua de percoll.

6. Conteo de células.

En todos Tlos casos se determina el nimero de

células 1intersticiales separadas, mediante un hemocitdme-

+

tro. Este procedimiento consiste en tomar una alicuota de
\

las células obtenidas, ¥y en una dilucidn definida, se

infusionan al interior de una camara de Neubauer. Con un

aumento de 400x, se cuentan las células nucleadas

.observadas en el cuadrado dentro de un campo focal. EI

total de células contadas en 16 cuadrados, se amplifica

por el factor de dilucidén y por el area de cada cuadrado en

la camara, obteniéndose la cifra que representa el nlmero

de células nucleadas en 1 ml de la suspensidén de células

(66).

7. Purificacidn de las células de Leydig.

a) Purificacién en gradiente de Percoll discontinua 40-90%.
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Para la mayoria de }os experimentos, las ceéelulas
de Leydig se obtienen mediante sedimentacidn sobre la
gradiente de densidad discontinua de percoll 40-90%. La
gradiente se prepara segun e1‘proced1m1ento descrito por
Moger (67,68). Se coloéan 20 m1 de una solucidn de 90%
percoll como colchdn e; un tubo cdnico de polipropilenc de
50 ml, evitando 1a aparicidn de burbujas de aire y espuma.
Se coloca géta a gota sobre 1a solucidn anterior, 20 m]l de
una solucidn 40% de percoll, procurando Ta formacion de una
interfase nitida entre ambas soluciones.

Las células intersticiales (3 mi) se colocan
gota a gota sobre la gradiente. Luego, se centrifuga por 15
min a 600 x g y se colectan las células gue sedimentan en
los 5-7 m]l sobre la interfase; estas fracciones contienen
principalmente células de Leydig y en menor proporcion
otras células como eritrocitos y macrofagos gue constituyen
la poblacidn de células contaminantes (69).

Las células de Leydig colectadas se diluyen con 5_
‘volumenes de medio M-199/0,1% BSA pH 7,3 y se lavan 2 veces
conh medioc M-199/0,1% BSA pH 7,3 para eliminar el exceso de

percoll. E1 pellet final de células de Leydig se resuspende




en 1 ml de medio M-199/0,1% BSA pH 7,3 y se emplean en los
ensayos, tras ser contadas tal como se describid (seccidn

6)-
b) Purificacidn en gradiente continua de Percoll 10-80%.

Para unos pocos experimentos en Tos que se anali-
28  Ja secrecidn de testosterona, las células de lLeydig se
purifican mediante una gradiente de densidad continua de
percoll 10-80%, que se prepard tal como lo describe Hedger
y col. (70,71). Se préparan dos soluciones de percoll en
buffer Hepes, una solucidn 10% y otra 80%. Se colocan 13 ml
de cada solucidn en el interior de los vasos comunicantes
de una camara para formar gradientes, permitiendo luego la
formacidn de una gradiente lineal de ambas soluciones en un
tubo de 30 mi.

Las células fdntersticiales (2 ml), se colocan
cuidadosamente sobre la gradiente y se centrifugan a 800x g
por 30 min. Se descartan los 12 ml superiores de la gra-
diente y luego se separan § fracciones de 3 ml cada una,

colectande cuidadosamente alicuotas de 1 ml, desde una

densidad 1,068 g/1 correspondiente a la fraccion 1, hasta
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la fraccidn 5, equivalente a una _densidad 1,096 g/1
(Esquema 3). Las células de cada una de las fracciones se
diluyen en 5 volumenes en medio M—198/0,1% BSA pH 7,3 V¥
se centrifugan a 600 x g durante 10 min y se lavan 2 veces
mas de la misma forma. |

Finalmente, las células de Leydig purificadas en

cada fraccion se cuentan iguaimente como se describid

(seccidn 6).

c) Tincidn citoquimica especifica.para células de Leydig.

En las distintas fracciones de células separadas
por gradientes, se determina la proporcidon de células que
corresponde a células de Leydig, por la deteccidn de Ila
actividad 3 /5—hidroxigs£eroide deshid?ogenasa. Esta
actividad, como se sgeflald en la introduccidn, es un
marcador enzimatico especifico para dichas céliulas (26,28).
La determinacidn se hace en allcuotas de células intersti-
ciales o purificadas, que se permeabilizan por deshidra-
tacion, sobre un portaobjeto. De inmediato, los

portaobjetos se incuban por 90-120 min a 34° C, en la

solucidn para detectar 1la actividad 3 /}—HSD (métodos




GRADIENTE
PERCOLL
FRACCIONES COLECTADAS

1

FEE N 2 m
T l/Fg :3ml Densidad :4.068 g/l

/Fz=3ml Densidad :1.075 ¢/l

——— F3:3ml Densidad:1082 9/l

'\F4=3ml Densidod :1.089 ¢/1

. 1N
iw Fx :3m! Densidad :1.096 g/1

ESQUEMA 3: REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL SUBFRACCIONA-
MIENTO DE LA GRADIENTE DE DENSIDAD CONTINUA DE PERCOLL 10-
80% PARA OBTENER 5 FRACCIONES DE CELULAS DE LEYDIG.

Los 12 m1 iniciales desde la superficie de la gradiente se
descartan, Yy a partir de los 13 ml se colectan sucesiva-
mente 5 fracciones de 3 ml cada una: F1, F2,.....F8. Las
células obtenidas de cada fraccidon se incuban separada-
mente. Los 3 ml finales de la gradiente se descartaron.




3.h.). Después de la incubacidn, las preparaciones se lavan
con tampén PBS y las células se observan en un microscopio
de 1luz. En todos los campos que se observan al azar, se
cuenta el nimeroc total de células nucleadas y el ntimero de
cdlulas tefiidas de azul, como resultado de los depdsitos
de sales de mono y diformazan derivadas de la actividad
deshidrogenasa; estas células se consideran cédlulas de
Leydig y la proporcidn de ellas en cada fracecidn varila
segin el procedimiento de purificacidn empleado. La
fraccidn de cdlulas que no se tifie, en tanto, son células
intersticiales sin actividad esteroidogénica, de manera que

para los fines de este trabajo no se contabilizaron.

d) Determinacién de la viabilidad celular.

La viabilidad celular se determina en muestras de
células recién purificadas y en las preparaciones de célu-
las al cabo de todas las condiciones experimentales, usando
1a técnica de exclusidn de azul tripano, como valoracidn de

la proporcidn de células vivas (66).

8. Obtencidn de sangre de animales como fuente del comple-

mento y para lavado de eritrocitos.
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a) Obtencidn de suero como fuente del complemento.

E1 suero de conejos y otros animales es usado
como fuente del complemento, para reacciones de lisis, sin
embargo é&stos pueden contener anticuerpos naturales o
toxicidad que pueden interferir inespecificamente en la
reaccion de lisis, y deben ser e]iminﬁ?os. Para la obten-
cidn del suero que se usa como el combiemento se extrae
sangre de conejos manten%dos en el vivero y se obtiene el
suero por coagulacidn. E1 suero se separa de los elementos
figurados por centrifugacion, luegoc, un volumen de éste,
se mezcla con 0,3-0,5 volumenes de gldbulos rojos de
cordero (previamente lavados). La mezcla se mantiene a 4°
¢ durante 30 min con agitacidn suave, ocasional, para man-
tener los eritrocitos en suspensidén. Luego, manteniendo
siempre la refrigeracion, la mezcla se centrifuga 2 veces
a 400 x g por 15 min; el suero sobrenadante final se guarda

en alicuotas de 50 ml en nitrdgeno 1liquido, hasta su

utilizacidn (72}.

b) Lavado de eritrocitos de cordero vy acoplamiento a

proteina A.

38



Un corderoc macho se mantuvo durante el desarrollo
de la investigacidn en el vivero, en condiciones controla-
das de alimentacidn, agua, temperatura y luz. Se toman
mensualmente 30 ml de sangre, que se colocaron en el
interior de un frasco estéril recubierto con una solucién
anticoagulante de CPD y se mantiene a 4° ¢. Semanalmente,
5-8 ml de la sangre colectada, se centrifuga por 10 min a
400 xg para colectar los gldébulos rojos. El suero sobrena-
dante se descarta y el sedimento se resuspende en 30 ml de
suero salino v se centrifuga a 400 xg por 10 min. Este
procedimiento se repite 4 veces consecutivas. El sedimento
final de 1 ml de gldbulos rojos se puede guardar hasta una
semana, resuspendido en 25 ml de medio DMEM/0,1% BSA pH
7,8.

El acoplamiento de protelna A a la superficie de
los eritrocitos se hizo utilizando 0,5 ml del sedimento de
glédbulos reojos lavados, al gque se agrega 0,5 ml de una
solucidn de proteina A (0,5 mg/ml) y 5 ml de una solucidn

recién preparada de CrCl3 (0,01% V/V} en suero salino. La

mezcla se incuba exactamente por 60 min a 34° ¢, con

| rotacidn suave en un Coulter Mixer. Luego, se lavan los
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gldbulos rojos cuatro veces con 3C mi de suero salino,
centrifugando 10 min a 400 xg cada vez. E1 sedimento del
41timo lavado se resuspende en 50 ml de medio DMEM/O, 1% BSA
pH 7,8. En esta suspensidon se cuenta el nimero de células
(seccidén 6). La suspension de eritrocitos acoplados a

proteina A se mantiene a 4° ¢ hasta una semana.

g. Estudios de union de testosterona y de hemdlisis de
eritrocitos mediada por Complemento, en células en

suspension.

Fue necesario este tipo de estudios preliminares
para comprobar que se acopla proteina A a la superficie de
los gldbulos rojos y que mediante ésta, se asocia antisuero
antiesteroides. Ademas se quiere comprobar si se produce
hemdlisis mediada por el complemento.

Con este propdsito se incuban alicuotas de globu-
los rojos-proteina A en presencia de antisuero antites-
tosterona y [3H]-testosterona, de modo que 1a unidn se mide
a +través de la radiocactividad pegada a 1a fraccidon de

gldbulos rojos-proteina A.
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a) Incubaciones de eritrocitos con [3H]~testosterona.
Especificidad de la unidn del esteroide a la superficie de
los eritrocitos, efecto de la concentracidén del antisuero y

del complemento.

En un volumen final de 500 al se incuban gldbulos
rojos-protelna A en una suspensidén con tampén PBS que
contiene antisuero antitestosterona (dilucidn especificada
en resultados), y 168 fmoles de [1,2,6,7—3H]—testosterona
(10.000 cpm). La incubacidn se mantiene en agitacidn suave
y constante, durante 60 min a 30° ¢; al cabo de este
tiempo, los tubos se centrifugan para separar la fraccidn
de glébulos rojos-proteina A, del medio sobrenadante. EIL
pellet de células se lava 3 veces con PBS y luego de secar
el tubo con papel, se extrae toda la noche con 600 g1 de
etanol; una alicuota de la extraccidn se cuenta directa-
mente en PPO-POPOP-tolueno. Por otra parte, 1la radio-
actividad unida al anticuerpo en el sobrenadante de cada
incubacidn, se mide directamente luego del tratamiento del
sobrenadante con carbén-dextrano 0,25% (73). Los resultados
se expresaron como porcentaje de la marca total inicial de

[3H]-testosterona (10,000 cpm), unida al antisuero, tanto
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en la fraccidn de gldbulos rojoé~pr6te1na A como en el
antisuero libre, en el sobrenadante de la incubacidn.
Mediante una serie experimental similar a Tla
anterior, se cuantifica la especificidad de 1a unidon del
esteroide a la superficie de los eritrocitos a traves del
antisuero antitestosterona. Para esto se agrega al medio de
incubacidn testosterona, DHT o estradiol no radicactivos en
una concentracion de 10°% M. Las mediciones se hacen 1la

forma sefialada anteriormente.

'b) Medicidn de la hemoglobina presente en el medio por

efecto de l1a hemdlisis.

En algunos experimentos realizados de la forma
seffalada anteriormente, se estima la hemdlisis de los eri-
trocitos por accidn del complemento. Para este fin, se
incuban gldbuios rojos-proteina A en presencia de
testosterona fria (2,24 x;0"12 M) y antisuero
antitestosterona {(dilucidn 1:10.000). Después de 30 min de

incubacidn a 30° €, se agrega suero de conejo de modo que

se tienen diluciones variables (1:49 - 1:199) de
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complemento. Se incuba adicionalmente por 30 min a 30° ¢
para permitir la hemdlisis . Luego se separan los gldbulos
rojos por sedimentacidén y se miden en el sobrenadante, la
absorbancia de hemoglobina a 540 nm en un espectrofotdmetro

Perkin-Elmer Coleman 55.

10. Ensayo de Placa Hemolltica Reversa (RHPA).

a) Construccidn de cdmaras de reaccidén para el RHPA.

Sobre porta-objetos de vidrio previamente lavados
con alcohol y enjuagados con agua, se pone una solucidn de
100 }Jg/ml de poli-l-lisina en un volumen suficiente para
cubrir el porta-objetos, y la solucidn se mantiene a tempe-
ratura ambiente durante 30 min. Luego se lava el exceso de
la soluciédn de poli-l-lisina con una solucidén tampdn PBS.
Luego de que los porta-objetos se secan al aire, se pega
sobre su superficie tres bandas paralelas de cinta adhesi-
va de doble faz, dejando entre ellas, dos espacios de
aproximadamente 20x20 mm, los gque finalmente se cubren con
un cubre-objetos. Resulta asi 2 camaras con un volumen

aproximado de 30-45 fA1; cada porta-objeto o placa consta de

2 cAmaras de reaccién (Esquema 4},




ENSAYO PLACA HEMOLITICA REVERSA (EPHR)

G.R-Prot A
CELULAS LEYDIG
(260:1)

34°C

INFUSION POR CAPILARIDAD
EN CAMARAS (40 1] CON
POLI=L=-LISINA.

LAVADO DE LA CAMARA.

OBTENCION DE LA MONOCAPA.
INFUSION DE MEDIO DE INCUBACION
INCUBACION POR 0-90 min.

ADICION DEL COMPLEMENTO
4% mip. 34°C

FIJACION
GLUTARALDEHIDO 3%
I16h, 4°C

TINCION 3p5-HSD

ESQUEMA 4: DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA SECUENCIA DE
EN EL RHPA.
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b) Co-incubacidn de gldbulos rojos-proteina A y células de

Leydig purificadas en las cadmaras de reaccidn.

Se mezclan volumenes convenientes de gldbulos
rojos-proteina A y de células de Leydig purificadas, de
tal forma de obtener una relaciédn celular aproximada de
260:1. Se infusiona 40-50 ul de esta mezcla al interior de
las caAmaras de reaccidn y se incuba por 60 min a 34° ¢,
para permitir que las células se fijen a la matriz de
poli-1-lisina. Luego de este tiempo, las células no
adheridas, son eliminadas mediante un lavado con medio M-
199/0,1% BSA pH 17,3; se observa la formacién de una

mococapa homogenea de ambas células.

c) Ensayo de placa hemolitica reversa.

Se utiliza el método descrito originalmente por
Neill y Frawley (50), con algunas modificaciones menores.
La obtencidn de gldbulos-rojos-protelna A y la construccidn
de cdmaras de reaccidn, descrito anteriormente, no

sufrieron cambios con respecto al métode original; sin
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embargo, la incubacidn de ambas células y la reaccidén de
hemdlisis se adaptd de la siguiente forma: el tiempo
experimental se inicia luego de la fijacidn de las ceélulas
a la matriz de la cdmara, cuando se introduce en cada
camara, 45 ul de medio de incubacidn, que contiene o nd,
segln se especifica en resultados, antisuero
antitestosterona, antiprogesterona, antiestradiol o la
combinaciédn de los dos primeros, hCG u otro mediador en
estudio. Las camaras se incuban a 34° C durante tiempos
variables desde 0-90 min, especificados en resultados.
Finalizado este tiempo, se agrega en cada cémara, 45}Al de
suero de conejo en medio M-199/0,1% BSA pH 7,3 (1:49), como
fuente del complemento. Se incuban las cAmaras en presencia
del complemento durante 45 min a 34° ¢, para inducir la
reaccidn de hemdlisis, en eritrocitos que hubiesen unido
anticuerpo v el antigeno en estudio. En algunos
experimentos no se agrega complemento, en su reemplazo se
agrega sd&lo medio M-199/0,1% BSA pH 7,3. En la mayoria de
los experimentos, una de las placas se destina para valorar
la viabilidad celular, luego de la exposicidn de la

monocapa de células, por 2-3 min, a una solucidn de azul

tripano. En todas la placas, excepto en la destinada a
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medir la viabilidad, el ensayo termina por fijacion de las
células, sumergiendo las placas en una solucidn de
glutaraldehido 3% en PBS, manteniéndolas durante 16-18 h a
4° c.

las camaras - finaimente se lavan en PBS y se
procede a la reaccidén de tincidn para la actividad 3/ —-HSD,
como se sefiald anteriormente. La incubacidn se desarrolla a
34° ¢ durante 150 min desde la infusidn de un excesoc de la
solucidn para detectar la actividad enzimatica y se detiene
por lavado con tampdn PBS (Esquema 4). Luego de 1a tincidn,
todas las placas se guardan sumergidas en PBS hasta 2

semanas, para la observacidn microscdpica.

11. Obtencion de Resultados y estadistica.

las camaras se observan bajo un microscopio
dptico Leitz Laborlux S, con un aumento de 400x,
controlandose que las células nucleadas forman monocapas
con 1los eritrocitos. En cada camara se cuenta: el numero de
células nucleadas y tefiidas para la actividad 3/4HSD
(poblacidn total con actividad esteroidogénica) y el

nimero de células tefiidas que forman placas de hemdlisis ©
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halos, en las distintas condiciones de incubacidn (células
secretoras); por diferencia de ambos grupos se obtiene el
nimero de células nucleadas que siendo tincidn positiva no
forman placa de hemdlisis ( células no secretoras). Los
resultados se expresan como porcentaje de células que
forman o nd placa, con respecto al 100% de células
tefiidas. Ademas, mediante el empleo de un ocular graduado
Leitz, en algunos experimentos se cuantifica, en el plano
de observacidn, el didmetro celular de todas las células
tefiidas, ¥ en células secretoras, el didmetro del halo de
hemdlisis.

Como una aproximacidén a la medicidn del tamafio
celular, a partir de la medicidn del didmetro celular en el
plano de observacidn ( plano horizontal) se estima el Area
celular, valor que se expresa en micrdmetros cuadrados
(f;mz). Considerando que las células observadas tfienen wun
volumen, el que escapa a la medicidn directa en el plano,
se valida la aproximacién de estimar el 4rea celular,
determinando el volumen celular mediante la medicidn de la
altura de las células. Para esto, en algunos experimentos,
al momento de preparar las cdmaras, se les hace un trazo

fino con lapiz permanente sobre la capa de poli-~l-lisina,
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de mode de tener una referencia de la base sobre la que se
fijan 1las células. En estas camaras se mide, mediante las
unidades arbitrarias propias del tornillo micrométrico del
microscopio, tanto la cifra correspondiente al foco del
trazo de 1apiz (gque corresponde a 1a base de 1la célula
observada), como 1a cifra correspondiente al foco en el
diametro mayor de la céluila. La diferencia entre estos dos
valores, representa el radio de la célula, tomado en el
planc vertical de la misma (conversacién personal con el
Dr. Carlos Doggenwheiler, Dpto. de Biologia, Faculitad de
Ciencias. Universidad de Chile}. Luego ilas unidades del
micrométrico se estandarizan en Aum.

Cuando se mide el diametro del halo, los
resuitados se expresan en cada caso como Area de
hemdlisis, restando el Area estimada ocupada por la celula
secretora. Para estimar el &4rea de hemdlisis en /Lmz,
igualmente se considera Tla graduacidn del ocular y el
aumento utilizado.

Todos los datos individuales de las células, con
respecto a caracteristicas de secrecidn, diametro, diametro
de placa, asi como condiciones de incubacidn, se archivan

en una base de datos y se analizan mediante un programa
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SPSS/PC. Se analiza Ta distribucidn de las células segln:
a) la propiedad secretora o nd, b) el promedico de 1los
tamafios celulares en cada subpoblacidn, c) el area de
hemdlisis de secrecidn, en las condiciones de incubacidn
sefialadas y d) la frecuencia de distribucidn de los tamafios
celulares medidos para cada subtipo definido: secretoras y
no secretoras.

Para determinar las diferencias entre grupos
experimentales y la significancia de los resultados para
cada condicidén de incubacidn, se hace un andlisis estadis-

tico por ANOVA o por analisis de Duncan.
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RESULTADOS.

I) ADAPTACION DEL RHPA PARA LA SECRECION DE ESTEROIDES.

E1l ensayo de placa hemolitica reversa RHPA es una
técnica recientemente descrita y sdlo se ha utilizado para
e] estudio de secreciones de peso molecular relativamente
grandes {50-59). Debidq a que este tipo de aproximaciodn
experimental permite determinar la actividad secretora de
las células individuales y por lo tanto conocer una pobla-
cidn celular heterogénea, con respecto a las propiedades de
secrecidn, propusimos adaptar el método para é] estudio de
la secrecidn de esteroides, desde células de Leydig 1indi-
viduales, purificadas de testiculo de rata.

Como el ensayo habia sido descrito para la detec-
cidn de la secrecidn de proteinas o péptidos, moiéculas que
no ofrecen dificultades en la inmunhodeteccidn y puesto que
podria suponerse una disminucidn de la sensibilidad de este
tipo de ensayos en estudios de deteccidn de antigenos de
peso molecular bajo, fue absolutamente necesario, en primer
lugar, estudiar algunos parametros de 1a reaccidn que

indicaran la posibilidad de aplicar efectivamente el RHPA

51




para el estudio de la secrecidn de esteroides. Con este
objeto, se analizd la capacidad de unidn del anticuerpo
antiesteroide a los gldbulos rojos-proteina A indirecta-
mente a través de 1a unidn de [3H]—T a los gldbulos
rojos-proteina A; los factores de los que depende esta
unidn y, luego la accidn inductora de hemdlisis del comple-
mento sobre 1los gldbulos rojos-proteina A que han unido

moléculas del antligeno.

1. Medicidn de la unidn del antisuero y testosterona a la

superficie de los eritrocitos acoplados a proteina A.

Se incubd en un volumen final de 0,5 ml cantida-
des crecientes de gldbulos rojos—-proteina A, preparados
seglin se seflald en método (8b), en presencia de una con-
centracion inicial constante de anticuerpo antitestosterona
(dilucidn final 1:5.000) vy de [3H]—T (10.000 cpm, 168
fmoles). Las incubaciones se realizaron por 60 min a 30° c,
en agitacidn constante. Los resuitados se expresan como
porcentaje de unidn de [3H]—T al anticuerpo presente en 1la
incubacidn. La Figura ta muestra los resultados de wun

experimento representativo, que demuestra que la unidn de
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Figura 1: VARIACION DEL PORCENTAJE DE UNION DE [3H]—-T AL
ANTICUERPO ANTITESTOSTERONA.

La incubacidn se 1levd a cabo en un volumen final de 0,5 ml
por 60 min a 30° ¢, como se detalld en métodos. Se separd
los gldbulos rojos—-proteina A (A) y la fraccidn sobrena-
dante ( @ ) y se midid en cada fraccidn 1la testosterona
unida. a) Efecto de 1a concentracidn de gldobulos rojos-
proteina A y b) efecto de Ta dilucidn del anticuerpo an-
titestosterona.
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[3H]—testosterona a la superficie de los gldbulos rojos-
proteina A, es dependiente de la concentracidn de éstos.
Como no se chserva unidn de [3H]-T en ausencia de gldbulos
rojos-protelna A o, gldébulos rojos sin protelna A, el
incremento en la unidn a la fraccidén celular que se aprecia
en la figura, representa la unidn mediada por proteina A
acoplada a la superficie de los eritrocitos. Se observa que
para la concentracidn de antisuero usada, el maximo de
unidn del antisuero a gldbulos rojos-protelna A es equiva-
lente al 30% de la [3H]—testosterona inicial. Por otra
parte, como comprobacidn de que el anticuerpo se ha unido a
los gldbulos rojos-protelna A, se observa que el porcentaje
de [SH]—T que se une al anticuerpo y que queda en el sobre-
nadante, es proporcionalmente menor al aumentar los gldbu-
los rojos-proteina A en la incubacidn.

En otra serie experimental semejante, esta vez
utilizando una scla concentracidn de glbébulos rojos-
proteina A (2,155 x108 c&lulas) y de [JHI-T (168 fmoles),
se estudid el efecto de distintas concentraciones del
antisuero antitestosterona, sobre el nivel de unidén del
esteroide a la fraccidén de gldbulos rojos-proteina A. Al

igual que la serie experimental anterior, la unidn a la
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superficie de los gldébulos rojos-proteina A se expre&sd como
porcentaje de [3H]—T unido al anticuerpo presente en la
incubacidn. Como se muestra en la Figura ib, se observd que
la unidn de [3H]-T a los gidbulos rojos-proteina A  varid
en forma creciente de acuerdo a la cantidad de antisuero
antitestosterona presente durante la incubacidn; el maximo
de unidn se observd con 1la dilucidn final del antisuero de
1:15.000 y Ta unidn disminuyd hasta 0, cuando el antisuero
no estaba presente en la incubacidn. También se concluyd de
este resultado de células en suspensidén, que la dilucidn
dptima para los ensayos de deteccidn de esteroides es de
1:10.000.

A partir de los resultados descritos, se estimd
el nlimero de moléculas de proteina A acopladas a la super-
ficie de los eritrocitos, considerando que cada proteina A
une una molécula de anticuerpo, y la inmuglobuiina a su vez
une una molécula de [3H]-T. Seglin esto, se calculd que un
minimo de 62 moléculas de protelna A se pueden unir a cada
eritrocito.

Finalmente, en otra serie experimental se estu-
did la especificidad de 1a unidn observada (resultados soOlo

comentados). Para ello se incubd gldbulos rojos-proteina A
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en presencia del anticuerpo antitestosterona {dilucidn
1:10.000), [SH]-testosterona (168 fmoles) y 5o{-dihidrotes-
tosterona, testosterona o estradiol no radicactivos (10_6 M
en cada caso). No se observd competencia para la unidn de
[3H]—testosterona, mediada por el anticuerpo a la superfi-
cie de los gldbulos rojos-protelna A, en presencia de
estradiol, adn cuando esta incubacidn se efectud en las
mismas condiciones de tiempo y temperatura que en los
experimentos anteriores. Por otra parte, cuandeo en la
incubacidn habia DHT o testosterona no radicactiva, se
produjo un descenso de un 12,5 y 53,1 %, respectivamente,

de 1la [3H]—T unida a la superficie de los gldbulos rojos-

proteina A.

2. Hemdlisis de gldbulos rojos-protelna A unidos a anti-

suero, en presencia de testosterona en la incubacién.

Habiendo demostrade indirectamente la unidn de
protelna A a los gldbulos rojos y la interaccidn de esta
proteina al anticuerpo, se demostrd finalmente que se puede
inducir el desarrollo de hemdlisis de gldbulos rojos por

adicidén del complemento. Para esto, en otra serie experi-
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mental, se incubd gldbulos rojos-proteina A (2,15 x108
células) con antisuero antitestosterona {dilucidén final
1:10.000), en presencia de testosterona no radioactiva
(2,24 x 10712 M), en un volumen final de 0,5 ml. Luego de
30 min a 30° C, se agregd suero de conejo, como fuente del
complemento, en distintas concentraciones, incubandose por
90 min adicionales a 30° C . Se centrifugaron los tubos
para separar el sobrenadante, ¥y en dste, se midid la con-
centracidn de hemoglobina por absorcidn a 540 nm. Los
resultados se muestran en la Figura 2; se aprecia que
efectivamente en estas condiciones hay hemdlisis mediada
por el complemento. Se observd un aumento lineal, en la
cantidad de hemoglobina derivada de la hemdlisis de eritro-
citos, por efecto del aumento en la concentraciédn de
complemento en la incubacién. La hemoglobina observada en
el sobrenadante, en ausencia del complemento, fue muy bajas;
tampoco se observd hemdlisis cuande no hay testosterona en

la incubacién.
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Figura 2: EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL COMPLEMENTO SOBRE
LA LIBERACION DE HEMOGLOBINA (Hb) DESDE GLOBULOS ROJOS-

PROTEINA A EN SUSPENSION.

La incubacidn por 30 min a 30° c, comenzd al agregar anti-

cuerpo antitestosterona y testosterona no radioactiva, como
se indica en la figura. Luego del tiempo de incubacidn, se

agregd complemento en la proporciones indicadas en la
figura por 45 min adicionales. E1 sobrenadante fue separa-

do de los gidbulos rojos-proteina A y se midid la absorcidon
en un espectrofotdmetro a 540 nm.
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3. Formacién de monocapas de gldbulos rojos—-protelna A con

cédlulas de Leydig de testlculo de rata.

Con la medicidn de los parametros anteriormente
descritos: la unidn del antisuero y el esteroide a la
superficie del eritrocito, el aumento de la° hemélisis en
presencia del complemento, ¥ la especificidad de la reac-
cién, se obtuvo una base experimental que indicaba la
factibilidad de utilizar esta técnica para el estudio de 1la
secrecidn de esteroides en células de Leydig. Por consi-
guiente, el paso siguiente fue lograr monocapas de célu-
las de Leydig y gldbulos rojos-protelna A, en las camaras
de incubaciédn.

Observamos que para lograr el objetivo planteado
fue apropiada una mezcla de células de Leydig purificadas
con gldbulos rojos-proteina A, en una relacidn celular de
1:260., Luego del procedimiento experimental descrito en
nétodo, se observd la formacidén sobre la matriz de
poli-l-lisina de una monocapa densa ¥y homogénea de ambos
tipos de células. Esto se puede apreciar en las fotografilas
de la Figura 3. La fotografia (3A) muestra la monocapa de
eritrocitos y células nucleadas. La obtencidn de una densi-

dad de eritrocitos por area, como la mostrada en esta
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Figura 3: FOTOGRAFIAS DE MONOCAPAS DE CO-INCUBACION DE
GLOBULOS ROJOS-PROTEINA A Y DE CELULAS NUCLEADAS OBTENIDAS
POR LA GRADIENTE DISCONTINUA DE PERCOLL.

Lta 1incubacidn de monocapas se realizd por 90 min a 34° ¢
en presencia de hCG 25 UI/ml y anticuerpo antitestosterona.
Después del tiempo de incubacidn se agregd compiemento por
45 min adicionales y, luego de la fijacidn como se detalld
en métodos, las camaras se expusieron a la tincidn cito-
guimica para la actividad enzimatica 3 3-HSD por 120 min a
30° ¢. A) Célula nucieada no esteroidogénica o 3 A-HSD (-)
(no se tifleron). B) Célula nucleada esteroidogénica
3 f4-HSD (+) no secretora, y C) célula nucleada esteroido-
génica 3 ﬂ)-HSD (+) secretora de testosterona, dado que
forma placa hemolitica (aumento 1000x).
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figura fue el primer criterio para seleccionar una

preparacion adecuada.

E1 segundo criterio utilizado en la observacidn
de Tas monocapas de células, fue la obtencidn de una tin-
cidn apropiada de las células Tuego de Ta exposicidon de
las placas a la tincidn histoquimica de la enzima:B/E—HSD.
Seglin este criterio, las células nucleadas observadas al
microscopio se c¢lasificaron en 3 grupos: a) células
nucleadas no tefiidas (Figura 3A), que representarian
células sin actividad esteroidogénica, por 1o tanto ne
consideradas lLeydig bajo este'criterio. Este grupo celular
no se expresa en los resultados pero se registrd, y repre-
sentd® en todos Tos experimentos un 23,8 ¥ £ 9,6 de las
células nucleadas presentes en las preparaciones. b) Célu-
las nucleadas tefiidas de azul, sin halo o placa hemolitica
(Figura 3B), son cé1u1as‘de Leydig con actividad esteroido-
génica, pero sin secr;cién detectable del estercide cuyo
anticuerpo esta presente durante la incubacidn y c) células
nucleadas, teflidas de azul y rodeadas por un halo o placa
hemolitica (Figura 3C), éstas son células de Leydig este-

roidogénicas y con secrecidn activa del esteroide, cuyo

anticuerpo se encuentra en el medio de incubacidn.
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Cuando se analizd en una ajicuota de células
recién purificadas, la proporcidn de céiulas que muestra
actividad esteroidogénica por el marcador enzimatico, se
observd una proporcidén de 72,5 % + 14,3 con respectoc al
total de células nucleadas. Fue entonces importante demos-
trar, que luego de toda Ta manipulacidn -experimental que
requiere el método, el nﬂme}o de células tefiidas en el
interior de Tlas camaras era semejante al valor obtenido
previo a 1a incubacidn, es‘deeir, demostrar que la fijacion
de las células enh la matriz de poli-1-lisina y el procedi-
miento de incubacidn en las camaras con mitiples adiciones
de medio, no altera la proporcidn de células nucleadas que
se fijan. Asi, al cabo de las incubaciones, Tla tincion
realizada como se describid (método 10c), demostrd que el
porcentaje de células tefiidas fue de 76,12 % + 18,5.

Finalmente y como control rutinario de las condi-
ciones experimentales, al finalizar las incubaciones, una
de las placas fue destinada para el control de la viabili-
dad celular (método 7d); encontramos gue la sobrevivencia
celular al cabo del procedimiento experimental fue de

88,5 ¥ + 3,4.
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I1) Deteccidn de la secrecidn de Testosterona desde cé-

lulas de Leydig individuales, utilizando el RHPA.

Los resultados anteriores dieron una base en-
tonces, para estudiar utilizando el RHPA, la secrecién del
principal esterocide producido por las células de Leydig: la
testosterona. Inicialmente fue necesario establecer las
condiciones de incubacidn para la deteccidn de la secrecidn
de testosterona; posteriormente se analizd el efecto de
algunos factores que inciden en la secrecidn de dicho

esteroide desde las células de Leydig.

1. Dependencia del tiempo de incubacidn para la detecciédn

de testosterona.
a) Porcentaje de células que forman placa:

En el estudio de la secrecidn de otras células,
en general se utiliza el RHPA con tiempos de incubacidn
relativamente prolongados; sin embargo se sabe que suspen-
siones de células de Leydig incubadas in vitro por tiempos
cortos (15-120 min), producen testosterona en cantidad

fadcilmente detectable por radioinmunoensayo (17).
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Interesaba entonces, conocer si el RHPA permitla 1a
deteccidn de testosterona luego de tiempos de incubacidn
relativamente breves.

Para esto, una vez que se logrd formar la monoca-
pa de ambas células en el interior de cada camara, a2 un
cierto namerc de camaras se agregd medio M-198%/0,1% BSA pH
7,3 que contenla hCG (25 UI/ml), antisuero antitestosterona
(dilucidn final 1:10.000), mientras que a otras se agregd
sdlo el medio con el antisuero, pero sin hCG. Luego de
distintos tiempos (0 - 120 min), se agregd complemento,
como ya fue descrito en método.

F1 uso del RHPA para detectar la secrecidn de
testosterona con respecto al tiempo de incubacidn permitid
apreciar que el tiempo necesario para obtener el maximo
ndmero de células secretoras de testosterona es diferente
para las dos condiciones estudiadas: células no estimuladas
por la gonadotrofina o células estimuladas por . hCG. Asi,
cuando la dependencia del tiempo se estudid en ausencia de
la hormona, es decir en condiciones basales (Figura 4), se
observd que al cabo de la incubacidn de 90-120 min el
ndmero de células secretoras sdlo representd un 15-25% de

las células de Leydig.
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Figura 4: EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA PROPOR-
CION DE CELULAS 3 -HSD CON ACTIVIDAD SECRETORA DE TES-

TOSTERONA (que forman placas).

Las monocapas de c¢élulas de Leydig y gldbulos rojos-
proteina A se incubaron a 34° ¢ en los tiempos indicados en
presencia del anticuerpo antitestosterona y hcG ( A ) o
ausencia de Tla gonadotrofina (® ). Luego del tiempo de
incubacidén indicado en la figura, se agregd complemento por
45 min. Los resultados son promedios + DS de 15
experimentos en duplicados (* P<0,001 cuando se compard con
estimuladas con hCG 25 UI/m1).
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Por otra parte, la presencia durante la incuba-
cidn de la gonadotrofina, modifica en forma apreciable el
nlimero de células de Leydig que participa en la secrecidn
de testosterona. El tiempo 0 min de incubacidén (que repre-
senta la secrecién durante los 45 min de incubacidn para
inducir la hemdlisis por la presencia del complemento}, no
es significativamente diferente en 1los dos tipos de
incubaciones que se ilustran en la Figura 4. Sin embargo,
va al cabo de 15 min, el'nﬁmero de células reclutadas en la
actividad secretora de testosterona, es claramente mayor en
presencia de 1la gonadotrofina. E1 efecto de hCG para
incluir el ndmero maximo de células a la fraccién
secretora se logra practicamente a los 60 min ( 52 % + 13);
este ntmero no aumenta con incubaciones mds prolongadas por
lo menos hasta 180 min.

Posteriormente, la mayorla de los experimentos se
hicieron con una incubacidén de 90 min, gque se demostrd
suficiente para obtener la incorporacién del maximo de

células de Leydig a la secrecidn de andrdgenos.
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b) Efecto del tiempo de incubacidn sobre el tamafio de Tos

halos de lisis.

Desde un punto de vista tedrico, el 4area de los
halos de hemdlisis en torno a las celulas secretoras,
deberia dar cuenta hasta cierto punto, de 1a cantidad de
antigeno secretado desde cada célula, aungque esta medicidn
no puede relacionarse cuantitativamente en términos de masa
de hormona producida y liberada. La Figura 5A ilustra 1los
resultados observados en nuestro sistema en células estimu-
ladas con hCG. Se observa que el &rea de los halos de lisis
de eritrocitos, aumenta graficamente en forma exponencial
con el tiempo de incubacidn ( como se sefiald anteriormente,
las placas de hemdlisis observadas a tiempo 0, representa
la secrecidn producida durante los 45 min de incubacion con
el compliemento).

En la Figura 5B, por otra parte, se muestra el
andTisis de frecuenc?a del area de secrecidn, en la totali-
dad de las células secretoras estudiadas a Tos 90 min de
incubacidn en presencia de hCG (2023 céluias). Se muestra
gue la mayor proporcidn de ellas se comporta en Torma
semejante cuantitativamente, de modo que el 50% de las

céluias definen halos de 450}Lm2.
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Figura 5: ESTUDIO DEL AREA DE PLACAS DE HEMOLISIS.

Las monocapas de células de Leydig y glébulos rojos-
proteina A se incubaron a 34° ¢ en presencia de 25 UI/ml de
hCG y anticuerpo antitestosterona, por los tiempos indica-
dos. Terminada 1a incubacidn, se agregd complemento por 45
min. (A) Efecto del tiempo de incubacidn sobre el area de
los halos de hemdlisis, los resultados representan Jos
promedios + DS de 6 experimentos. (B) Andlisis de la fre-
cuencia del Area de hemdlisis observada en el total de

células secretoras (n=2023 células).
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2. Dependencia de la dosis de 1la hormona gonadotrofina

sobre 1a secreciotn de testosterona medida en el RHPA.

Como se sabe, la influencia de LH sobre Ta res-
puesﬁa esteroidogénica de las células de Leydig, es el
principal factor de regulacidn, por tanto era Tundamental
demostrar en este sistema de incubacidn que las células
responden a la gonadotrofina. Se empled 1la hCG, cOomo
hormona homdloga a la funcional LH, dado que tiene venta-
jas experimentales y sus propiedades de unidn a los recep-
tores de membrana, de estimulacidn del sistema proteina G
-adenilato ciclasa, generacidn de cAMP y sintesis de este-~
roides 1in vitro estan caracterizadas en el laboratorio
(17,49).

La Figura 6 resume graficamente 1los resultados
obtenidos al estudiar el efecto de la concentracion de
hCG, sobre la respuesta de liberacidn de andrdgenos Tluego
de 90 min de incubacidn. Nuevamente, se observd un maximo
de 52 ¥ de células de Leydig secretoras de testosterona, ya
con una dosis de 1-5 UI/ml de hCG; dosis alin mayores, no

aumentd la fraccidn de células secretoras. También se
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Figura 6: EFECTO DE LA DOSIS DE LA GONADOTROFINA hCG SOBRE
EL PORCENTAJE DE CELULAS SECRETORAS.

Las monocapas de células de Leydig y gldbulos rojos-protei-
na A se incubaron por 90 min a 34° C con cantidades cre-
cientes de hCG, como se indica en 1a figura. Luego del
tiempo de incubacidn, se agregd complemento por 45 min. Los
resultados son el promedio + DS de 8 experimentos distintos

en duplicados.




observa gue en ausencia de la hormona hay un 25 % del totaf
de células de Leydig que secretan el andrdgeno. Estos
resultados definen para las condiciones estudiadas de
tiempo y de dosis del estimuio por la gonadotrofina, la
existencia de dos subpoblaciones de células de Leydig, unas
secretoras de testosterona y ;tras no secretoras. Al mismo
tiempo, dentro de la poblacidn de celulas secretoras, una
proporcidon de ellas responde al estimulo de la hCG, mien-

tras que otras secretan el andrdgenc independientemente de

Ta gonadotrofina (cé1uias basales).

3. Control de las condiciones de incubacidn para el RHPA.

Frente a Tla necesidad de definir adecuadamente.
las caracteristicas de la reaccidn, se realizaron experi-
mentos en los gue se omitid en la etapa correspondiente del
RHPA, el anticuerpo antitestosterona, el suero como
fuente del complemento, o la albdmina presente en el medio.
Los resultados gue se presentan en la Figura 7 demuestran
gque los 2 primeros factores son indispensables para Jla
observacion del RHPA. La ausencia durante el ensayo, ya sea

del anticuerpo o del complemento, determina una hemdlisis
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Figura 7: EFECTO DE MODIFICACIONES DEL MEDIO DE INCUBACION
NORMAL SOBRE EL PORCENTAJE DE CELULAS SECRETORAS DE TES-

TOSTERONA.

Las monocapas de células de Leydig y gldébulos rojos-
proteina A se incubaron a 34° ¢ por 90 min en las condi-
ciones indicadas en la figura. E1 complemento se agregd por
45 min después del tiempo de incubacidn. Los resultados son
el promedio + DS de los experimentos indicados en la
figura. (a P<0,001 cuando se compard con estimulade con hCG
25 UI/ml: a,b P<0,001 cuando se compard con basal).
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muy baja. Esta hemdlisis inespecifica representarla, por
una parte, la lisis inducida por factores de la incubacién
tanto en la manipulacidn experimental como derivados de la
actividad de las células de Leydig y, por otra parte, el
error experimental en la medicidn de los halos. Aunque el
drea de hemdlisis es neta, es decir, restando el area
ocupada por la célula, se consideraron como halos, a aque-
llos de un Area minima de 200}4m2.

Adicionalmente se demostrd que el aumento al
doble de la concentracidn del anticuerpo antitestosterona
en la incubacidén (dilucidn final 1:5.000), no altera la
proporcidén de células que forman placa, por lo que la
concentracidn del antisuero no serle limitante en la incu-
bacidn.

El otro factor cuyo efecto se analizd, fue la
influencia que tiene la albdmina, presente en el medic de
incubacidén. Este control experimental fue necesarioc pues se
sabe que ésta y otras proteinas plasmidticas interactdan con
los esteroides, de modo que su presencia en el medioc de
incubacidn, podria disminuir la capacidad de unidn con el
antisuero. Los resultados demostraron que la presencia de

albimina en el medio no disminuye en forma significativa la
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sensibilidad del método; dado gue su presencia en el medio
protege a las células de Leydig, se incluyd en todos los
experimentos posteriores.

Finalmente en esta serie experimental, se incluyd
incubaciones en las gque el medio DMEM(O,l% BSA pH 7,8 fue
reemplazado por el medio DMEM/0,1% BSA pH 7,8 F-12, que no
contiene rojo fenol (resultado sdélo comentado). Este
control se realizd dade gque se ha informado que en
distintos sistemas de incubacidn, este indicador tiene
accidn estrogénica, por tanto era relevante evaluar su
efecto en el RHPA. Los resultados demostraron que al menos
en las condiciones descritas, la presencia del rojo fenol
no influye, puesto que las incubaciones efectuadas sin este
indicador, resultaron cuantitativamente iguales a las
incubaciones obtenidas en presencia o ausencia de hCG con
el medio M-199/0,1% BSA pH 7,3 que contiene el indicador.
De mode que se mantuve el uso de este medio M-199/0,1% BSA
pH 7,3, dada las ventajas que tiene su uso para controlar

las variaciones de pH.
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4. Estudio de algunos factores que modifican la esteroido-

génesis, sobre la secrecidn de testosterona medida por el

RHPA.

Dado que el ndmero de células de Leydig secreto-
ras de testosterona representd sdlo aproximadamente el 52%
de 1las células esteroidogénicas, parecid fundamental
estudiar si la falta de secrecidn de testosterona por
parte del 50% de células no secretoras, se debla a alguna
disfuncién de 1la sefial de la gonadotrofina, ya sea por
alteracidn del receptor durante el procedimiento
experimental o debido a una modificacidn de la activacidn
posterior requerida para la esteroidogénesis, ¢ a otros
factores. Por tal motivo se hicieron los estudios que se
resumen en la Figura 8.

Se aprecia que si en veg de la gonado-
trofina se utiliza el andlogo del segundo mensajero de
LH, 8(Br)-CAMP, 1a fraccidn de células secretoras de
testosterona es equivalente a la observada en presencia de
hCG. Por otra parte, la serie de experimentos realizados
con distintos sustratos esteroidogénicos como pregnenolona,

progesterona o 22-hidroxicolestercl, todos intermediarios
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Figura 8: ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE MODIFICAN LA
ESTEROIDOGENESIS, SOBRE LA PROPORCION DE CELULAS SECRETORAS
DE TESTOSTERONA.

Las monocapas de células de Leydig y gldébulos rojos-protei-
na A se incubarcn a 34° C por 90 min. Las incubaciones se
hicieron en presencia de los fTactores sefialados sin la
gonadotrofina, para el caso de 8(Br)-cAMP, pregnenclona o
22-R-hidroxicolesterol; y en presencia de hCG 25 UI/ml para
los ensayos con estradiol y aminoglutatimida. Después del
tiempo de incubacidn éptimo, se agregd complemento durante
45 min. Los resultados son el promedico + DS de 1os

experimentos indicados en la figura (a P<0,001 cuando se
compard con respecto a estimuladas con hCG 25UI/ml}.
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de la via que asegurarian un maximo de capacidad de sinte-
sis de testosterona en ausenciarde la gonadotrofina, no
determind en ninguno de los casos que la proporcion de
células secretoras aumentara: Estos mismos resultados se
observaron si las incubaciones con los esteroides citados
se realizaban en presencia.de hCG 25 UI/ml.

Estos resuitados reQe]an gue el numero Tlimitado
de células que secretan testosterona, no se debe a una
falla en 1la funcionhalidad del receptor o el sistema
efector: ademas estos experimentos permiten concluir gque
las células secretoras y no secretoras estarian provistas
de suficiente cantidad de sustratos esteroidogénicos
precursores para la sintesis de testostefbna.

Aunque no se logrd incorporar un mayor niumero de
células a VTa fraccidn secretora de testosterona, se
demostro que este nimeroc se meodifica con factores
inhibitorios de 1la sintesis de testosterona. Los resultados
gue se muestran también en la Figura 8, demuestran que
aminoglutatimida 1incluida en el medio de incubacidn y en
presencia de hCG, disminuye el nimerc de células secretoras

de testosteroha a sdlo un 37%. Este estudio se realizd para

determinar. 1la influencia de 1a inhibicidn de Ta sintesis
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de esteroides sobre la poblacidn de células secretoras.

Por otra parte, se estudid también en este fiste—
ma en presencia de hCG, el efecto de estradiol. Como se
sabe este esteroide es también sintetizado por las células
de Leydig de ratas adultas y puede ser un inhibidor de 1la
sintesis de testostercna (46,74). Los resultados
demostraron gque el estradiol provoca una clara reduccidn
en el ndmero de células secretoras de testosterona,
proporcidn de células secretoras que llega a ser

equivalente a la fraccidén de células secretoras basales.

III. Caracterizacién de subpoblaciones de células de Leydig

secretoras ¥y no secretoras de testosterona.

1. Comparacidén de las areas celulares estimadas para célu-

las secretoras y no secretoras.

Los resultados descritos hasta ahora hicieron
evidente la presencia regular de dos subpoblaciones de
células de Leydig: secretoras de testosterona y no secreto-

ras; ademds, se aprecid que el método permitla registrar
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otro parametro de las células de Leydig: el tamafio. Consi-
derando qgue 1aS'diferehcias de tamafic de las células podria
resultar de deformaciones causadas por las condiciones del
ensayo, fTue necesario controiar la exactitud de Ta
medicion del Area como aproximacidn al tamafio celular. Para
esto, se midid Ta altura de las células pequefias y grandes
en cierto nlmero de preparaciones (metodo 11). Los
resultados obtenidos como radio de cada celuia se
expresaron como area celular estimada y se relacionaron
individualmente con los datos obtenidos para las mediciones
en el plano de observacidn (Figura 9). La curva de
regresion obtenida muestra gue las celulas son.
practicamente esféricas, en el caso de células pegueflas vy
Tigeramente ovoides en las células de mayor tamafio. Si se
observa en un mismo grupo de los tres grupos celulares
seleccionados por la medicidén en el plano, existen diferen-~
cias 1importantes de area celular medida por el radio, sin
embargo, en promedio estas diferencias son significativa-
mente distintas,

Estas observaciones permiten concluir que el area
celular estimada, tiene correlato con el tamaﬁo de Tas

t

cédlulas, y por tanto, cada vez que se mide gue una celula
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Figura 9: ANALISIS DE CORRELACION DEL AREA CELULAR ESTIMA-
DA A PARTIR DE MEDICIONES INDEPENDIENTES DEL DIAMETRO
CELULAR EN EL PLANO HORIZONTAL A LA OBSERVACION Y DEL

RADIO CELULAR EN EL PLANO PERPENDICULAR.

Las cédlulas de Leydig coincubadas con gldébulos rojos-

proteina A de distintas preparaciones, fueron medidas en su

(en el plano herizontal de observacidn) y en el

didmetro
mediante un

radio (plano perpendicular a la observacion)
ocular graduado, tal como se detalid en métodos. Los resul-

tados se expresaron como areas celulares estimadas.
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es mayor que otra, es una observacidn relacionada con el
volumen total de 1la célula y no résu1ta del plano de
observacion.

Entonces cada vez gue se detectaba la secreciodn,
se midid también el diametro celular de células secretoras
y no secretoras, empleando un lente ocular graduado (método
11). Estas observaciones permitieron detectar que las
cdlulas secretoras de andrdgenos tienen en promedio un
menor ‘tamafo que las c&lulas nho secretoras (Figura 10),
diferencia que es mas evidente en incubaciones en presencia
de hCG, condicidn en la que la diferencia del tamafio de

T

ambos grupos tiene una significancia de P< 0,01.

2. Andlisis de la frecuencia de cé&lulas secretoras y no
secretoras de testostercna, en la poblacidn de celulas
de Leydig purificadas por la gradiente discontinua de

percoll 40-90%. \

Los valores promedio de tamafios celulares, dentro
de una poblacidn heterogénea, no permite apreciar la dis-
tribucidn individual de los distintos tipos existentes, de

modo que se analizd la distribucidn por tamafio en Tlas
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Figura 10: AREA CELULAR ESTIMADA PARA LOS SUBTIPOS DE
CELULAS DE LEYDIG SECRETORAS Y NO SECRETORAS DE TESTOSTERO-
NA.

Las monocapas de células de Leydig y gldbulos rojos-
proteina A se incubaron a 34° C por 90 min en presencia del
anticuerpo antitestosterona y en presencia gzzz7 © ausencia
de [ hCG. Se midid el diametro celular y se expresd el
Area celular estimada en el plano de observacidon. Los
resultados son el promedio + DS de 5 experimentos (*P<0,01

cuando se compard respecto a secretoras).
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subpoblaciones de células secretoras .y no secretoras;
purificadas por la gradiente discontinua de percoll. Para
este analisis se considerd la totalidad de 1las células
observadas en las 1incubaciones de 90 min en presencia Yy
ausencia de la hCG. E1 andlisis de distribucion de frecuen-
cia de las Areas celulares, demostrd que la mayor propor-
cion de cdlulas secretoras de testosterona tiene area de 78
- 122}Lm2, fanto en presencia der1a hCc@ (Figura 11A) como
en ausencia de la gonadotrofina (Figura 11B). E1 andlisis
de frecuencia, extiende los resultados de la Figura 10,
puesto que la mayor parte de las células secretoras son de
menor tamafio, comparanqo' con el grupo de células no

secretoras de testosterona, donde la mayor parte son de

Areas entre 78 - 167 /Lmz.

3. Analisis funcional de células secretoras vy no

secretoras purificadas por gradiente continua de

percell 10—-80%.

Puesto que el RHPA permitid la observacidn de que
la actividad secretora de testbsterona tiene relacidn con
el tamafio de la célula de Leydig, y dado que la gradienhte

discontinua de percoll no permite separar las células de
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Figura 11: ANALISIS DE FRECUENCIA DE LAS AREAS CELULARES
ESTIMADAS PARA CELULAS SECRETORAS Y NO SECRETORAS DE TES-

TOSTERONA.

Las monocapas de células de Leydig y gldbulos rojos-
proteina A se incubaron a 34° ¢ por 90 min en presencia de
anticuerpo antitestosterona y 25 UI/m1 de hCG (A) o ausen-
cia de 1a gonadotrofina (B). E1 analisis corresponde a los
resultados de la figura 10 ,con un total de 815 células

(A} y 440 células (B).
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Leydig en fracciones discretas, se investigd si 1la
gradiente continua de percoll 10-80%, permitiria separar
células de Leydig en fracciones definidas, tanto con res-
pecto al tamafio como por su actividad secretora. Luego de
separar las células como se sefiald en la Figura 3 (método
7b), se colectaron 5 fracciones de 3 ml cada una. Se
analizd cada fraccidn en forma separada mediante el RHPA.
La Tabla 1 muestra las caracteristicas de la purificacidn
realizada y la proporcidén de células esteroidogénicas
colectadas en cada fraccidon. La fraccidn F1 resuitd ser 1la
mas abundante en células intersticiales, sin embargo, 1a
proporcién de células esteroidogénicas es menor en esta
fraccidn, con respecto a los valores promedio de tincidn
para la actividad enzimatica 3 /S-HSD en 1las otras
fracciones. Asi mismo, aunque la cantidad de células
disminuye progresivamente en las fracciones 2, 3 y 4, la
proporcidn de células de Leydig se incrementa, de modo que
la fracciones 3 y 4 tienen incluso un mayor contenido de
células esteroidogénicas que la fraccidn obtenida en 1la
gradiente discontinua de percoll. La F5 resultd con 1la
mayor proporcidén de células de Leydig. En todas las

fracciones obtenidas, 1a viabilidad de las células
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No oélulas separadas | Células 3/5-HSD (+) | Viabllidad celular
on cada fracoion esteroidogénicas (%)}
(x 10% (%)
F1 3,77 * 0,46 471 + 23,3 888 + 3
F2 1,68 + 0,35 63,2 + 158 g2 = 25
F3 1,49 *+ 0,45 78,5 + 11,7 928 + 3
F4 066 + 0,15 8566 + 8,1 81 & 3,2
rs 1,04 + 0,7 891 & 4,1 891 + 4

TABLA 1:

GRADIENTE CONTINUA 10-80% DE PERCOLL.

CARACTERISTICAS DEL SUBFRACCIONAMIENTO DE LA

Las células de Leydig fueron colectadas en subfracciones de
densidad como se indicéd en métodos. Antes de ser incubadas
separadamente con gldbulos rojos-proteina A, se midid en

cada fraccidn

la proporcidn de células esteroidogénicas

obtenidas mediante la deteccidn de la actividad 3[5—HSD y

1a

DS y corresponden a 5 experimentos distintos.
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viabilidad celular mediante el método de exclusidn con
azul tripano. Los resultados se expresan como promedios +




separadas fue equivalente, y comparable a la obtenida en
todos los experimentos anteriores.

Por otra parte, al analizar individualmente Ila
actividad secretora de las células colectadas en cada
fraccidn, mediante el RHPA (Tabla 2), es posible obtener un
enriquecimiento de 1las células de Leydig secretoras
reguladas por hCG en las fracciones F4 y Fb5. Por otra
parte, en las fracciones Fl y F2, las células secretoras
no reguladas por hCG (basales), fueron mds numerosas. No
obstante, es <claro gque en ninguna de las fracciones
colectadas, se observd un porcentaje de células secretoras
superior al 52 % como el obtenido en 1los ensayos
anteriores. Por lo tanto, este fraccionamientec no permite
separar en grupos discretos a las células secretoras de las
no secretoras, aunque la fraccidn 5 permite la obtencidn de

una poblacidn enriquecida de células gue responden a hCG.

4. Tamafio de las células de Leydig purificadas por 1la

gradiente continua de percoll.

Cuando se analizd la distribucidn del area celu-

lar estimada en las distintas fracciones, se observd que en
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No células 33-HSD {+) |Porcentaje célules 3/5-HSD seoretoras
observadas en el RHPA de testosterona (forman placa)
sin hCG con hCG
F? 1878 263 + 12,9 24,4 % 6,7
F2 1149 234 + 50 257 + 5,4
F3 799 185 2 53 38,4 * 10,7
F4 1016 16,7 = 2,7 44,7 = 586
FS 575 139 + 5,0 523 + 10

TABLA 2: ESTUDIO DE LA FUNCION SECRETORA DE TESTOSTERONA
DE CELULAS DE LEYDIG PURIFICADAS MEDIANTE LA GRADIENTE

CONTINUA DE PERCOLL.

Las células purificadas en la gradiente descrita en 1la
Tabla 1, se incubaron en monocapas con gldbulos rojos-
proteina A durante 90 min. a 34° ¢ en presencia del anti-
cuerpo antitestosterona y hCG, o ausencia de la gonadotro-
fina. Luego se agregd complemento por 45 min adicionales.
Terminada 1la fijacidn como se describid en métodos, se
tiffleron las células para observar en las camaras a las
células de Leydig secretoras y no secretoras (total en
columna 1). Los resultados se expresan como promedio * DS
de 5 experimentos distintos (columnas 2 y 3).
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cada fraccion de la gradiente, el promedio del &rea celular
estimada fue semejante en todas ellas (Figura 12). Pero si
este anAlisis se efectla separadamente para células
secretoras Yy no secretoras, se encontrd nuevamente que el
tamafio de las células secretoras es menor que el tamafio de
células no secretoras en cada fraccidn, ya sea en presencia
o ausencia de la gonadotrofina (Figura 13A y B). Al idgual
que para el caso de la gradiente discontinua, en todas las
fracciones se observa un menor tamafio de las células
secretoras, sin embargo entre las fracciones no existen
diferencias significativas, como tampoco si existe o no hCG

en la incubacidn.

5. Distribucidn de frecuencia de Areas de células de Leydig

purificadas en la gradiente continua de percoll.

Finalmente, el andlisis que puede dar cuenta de
una separacion efectiva mediante l1a gradiente, entre célu-
las secretoras y no secretoras, en relacion al tamafio, es
la frecuencia de las areas celulares estimadas. La Figura
14 1ilustra que 1la gradiente, no permite una seleccidn
destacada por el tamafto celular. En todas 1las fracciones

se ubican células de los distintos tamafics discriminados.
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Figura 12: ESTUDIO DEL AREA CELULAR ESTIMADA DE CELULAS DE
LEYDIG OBTENIDAS POR LA GRADIENTE CONTINUA DE PERCOLL.

Monocapas de células de cada fraccidn y gldbulos rojos-
proteina A se incubaron tal como se indicd en la Tabla 1.
Para las células secretoras y no secretoras se midido el
diametro celular gue se expresa como Area celular estimada.
Los valores corresponden al promedio + DS de céiulas secre-
toras y no secretoras de testosterona presentes en cada
fraccidn en las condiciones de incubacién de estimulacidn o

no estimulacidén por hCG.
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Figura 13: COMPARACION DEL AREA CELULAR ESTIMADA PARA LAS
CELULAS SECRETORAS Y NO SECRETORAS DE TESTOSTERONA, PRE-
SENTES EN CADA FRACCION DE LA GRADIENTE CONTINUA DE PER-

COLL.

Los datos corresponden a las mediciones hechas en 1las
incubaciones sefialadas en la Tabla 2, pero seleccionadas
seglin  la presencia o no de placa hemoiitica. (A) incuba-
ciones realizadas en presencia de 25 UI/ml de hCG. (B)
incubaciones en ausencia de 1a gonadotrofina.
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En Tlas fracciones 4 y'5 hay una mayor propercion de
células con Areas en%re 44 - 122}Lm?,:con respecto a la
distribucidn observada en Tas primeras fracciones. Por
otra parte, si el analisis de frecuencia se hace
considerando la propiedad de secrecidn, se demuestra que
solo en las fracciones 1, 2 y 3 se puede observar una
distribucidn con mayor diferencia de tamafio relacicnada con
la funcidn secretora; no obstante, la separacidn no es
suficiente para discriminar ambos subtipos (Figura 15).

Una clara conclusidn de estos resultados es que
la propiedad de secrecidn de testosterona, que se observa
relacionada con un tamafio celular menor que el de Tlas
cdlulas no secretoras, ho puede separarse mediante el
emplec de gradientes de percoll. Las cé&lulas de Leydig
tienen una densidad que es independiente del tamafic celu-
lar. En este sentido es claro por ejemplo, que la fraccion
5 de méyor densidad tiene una distribucidn de ceiulas con
menor tamafio que la fraccidn 1, la mas liviana. Dado que 1a
obtencidn de 1a gradiente discontinua de percoll 40-80%, es
mas sencilla experimentaimente, se utilizd en la purifica-

cidn de células para todos los experimentos siguientes.
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E1 andalisis de frecuencia corresponde a los valores indica-

dos en la Tabla 2, para el total de células

cas.
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Figura 15: ANALISIS DE FRECUENCIA DE DISTRIBUCION DE AREAS
DE LAS CELULAS SECRETORAS O NO SECRETORAS DE TESTOSTERONA
PRESENTES EN LAS 5 FRACCIONES OBTENIDAS DE LA GRADIENTE

CONTINUA DE PERCOLL.

E]l andlisis de frecuericia corresponde a los valores indica-
dos en la Tabla 1 y Figura 12, seleccionadas de acuerdo a

la presencia o no de halo.
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IV. Estudio de la secrecidn de progesterona desde células

de Leydig purificadas.

No cabe duda que de todos los esteroides que se
encuentran en el macho, la testosterona es el producto de
la via de mayor importancia cuantitativa. Sin embargo, es
conocido que tanto a nivel sistémico como intratesticular,
también se encuentran otros productos esteroidales tales
como progesterona y estradiol. Bajo estos antecedentes, fue
propuesto como objetivo de la investigacidn detectar por el
RHPA, ademds de testosterona, la secrecidén de otro este-
roide como por ejemplo la progesterona. Esta proposicidn
formulada en el proyecto de tesis, se vio como una
necesidad, al observar a través de todos los experimentos
descritos, que sdlo un 52% de las células de Leydig
purificadas secreta testosterona, bajo condiciones de

estimulacidén de hCG.

1. Estudio en funcién del tiempo de incubacidn de 1la
secrecidn de progesterona desde células de Leydig

individuales.
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E1 objetivo de este estudio fue primero detectar
1a secrecion de progesterona desde células de Leydig indi-
viduales y, en segundo lugar, comparar las caracteristicas
de esta secrecion con respecto a la testosterona, en simi-
lares condiciones de incubacidn. Para ello se empled la
misma dosis de hCG que en los experimentos anteriores, sin
embargo, comoc se sabe que la secrecion de este esteroide
difiere de la de testosterona, fue necesario conocer en
este sistema de ensayo, el patrdn de secrecidn de
progesterona con respecto al tiempe de incubacion. La
Figura 16 demuestra que la secrecion de progesterona medida
por el RHPA difiere cualitativamente con respecto a 1a
secrecidn de testosterona por las mismas células. En primer
tdrmino, la proporcidn de células que secreta progesterona
en condiciones de ausencia de hCG, es decir, basales, es
muy baja al inicio de 1a incubacidn, y al cabo del tiempo
analizado se logrd obtener un 26,8 % + 7,8 de células de
Leydig en la subpoblacidn de céluias secretoras de
progesterona.

Es notable, por otra parte, gque transcurridos
sdlo 15-30 min de incubacidn en presencia de la gonadotro-

fina, ya se expresa casi la totalidad de las ceélulas con
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Figura 16: EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA PRO-
PORCION DE CELULAS 3 A5-HSD CON ACTIVIDAD SECRETORA DE PRO-

GESTERONA (que forman placas).

Las monocapas de células de Leydig purificadas por 1la
gradiente discontinua de percoll y gldbulos rojos-proteina
A se incubaron a 34° C en l1os tiempos indicados en 1la
figura en presencia del anticuerpo antiprogesterona y hCG
() o ausencia de Ta gonadotrofina (® ). Luego del tiempo
de incubacidn, se agregd compiemento por 45 min. Los resul-
tados son el promedio + DS de 12 experimentos en duplicados
(* P= 0,05 cuando se compard con estimuladas con hCG 25

Ui/mil).

98




actividad secretora, de modo que con respecto al patréon de
secrecidn de testosterona, las células secretoras de pro-
gesterona parecieran estar reclutadas en un tiempo menor;
mientras que el maximo de incorporacidn de células a la
fraccidn secretora fue de 37,8 ¥ + 5,7, al cabo de 90 min
de incubacidn.

Fue evidente por estos resultados, que para la
deteccidn de 1la secrecidn de progesterona es también
adecuada una incubacidn de 90 min; la prolongacidén de 1a
incubacidén hasta 1os 180 min no sirvid para observar una

mayor proporcidn de células en actividad secretora.

2. Estudio de las condiciones de ensayo sobre la secrecidn

de progesterona.

Como ya se seflald para el estudio de 1a secrecidn
de testosterona, se evalud en este caso el efecto de 1los
factores que inciden en el ensayo. La Figura 17 resume este
estudio y se muestra que igual como se observd para la
secrecidn de testosterona, 1a reaccidn ocurre sdlo si en la

incubacidén hay anticuerpo, y si el complemento se agrega
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F'igur"a 17: EFECTO DE LAS MODIFICACIONES DEL MEDIO DE
INCUBACION NORMAL SOBRE EL PORCENTAJE DE CELULAS SECRETORAS
DE PROGESTERONA.

Las monocapas de células de Leydig y gldbulos rojos-
proteina A se incubarcn a 34° C por 90 min en 1las condi-
ciones 1indicadas. E1 complemento se agregd después del
tiempo de incubacidn por 45 min. Los resultados son el
promedioc + DS de los experimentos indicados en la figura.
(a P= 0,05 cuando se compard con estimuladas con hCG 25
UI/ml; a,b P<0,001 cuando se compard con basal).
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durante el tiempo adicional de incubacidn. De igual forma,
la. presencia de albimina no disminuye la sensibilidad del
RHPA para la deteccidn de progesterona. Tampoco 1a
presencia del doble de concentracidn del anticuerpo

modifica el ndmero de células secretoras.

3. Factores que modifican la proporcidn de células de

Leydig secretoras de progesterona, segdn el RHPA.

Dado que sdlo un 37% de las células de Leydig
secretan progesterona en las condiciones de incubacidn
dptimas, se analizd qué otros factores, ademds de hCG,
pueden modificar la secrecidn de este esteroide. Para esto
las incubaciones se hicieron con un medio de incubacidn que
contenla los agentes o factores que se indican en la Figura
18. Esta serie experimental, demuestra nuevamente dque la
proporcién de células no secretoras no resulta COMmoO
producto de una disfuncidn en el receptor de la
gonadotrofina o en el sistema efector, dado que el efecto
de hCG se 1logra cuantitativamente con la presencia de
8(Br)-cAMPc en el medio. Por otra parte, el andlisis del

efecto de los precursores esteroidogénicos, demuestra que
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Figura 18: ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE MODIFICAN * LA
ESTEROIDOGENESIS, SOBRE LA PROPORCION DE CELULAS SECRETORAS

DE PROGESTERONA.

Las monocapas de células de Leydig y gldébulos rojos-
protelna A se incubaron a 34° C por 90 min. Las incuba-
ciones se hicieron en presencia de los factores sefialados
sin 1la gonadotrofina, para el caso de 8(Br)-cAMP o 22-R-
hidroxicolesterol; y en presencia de hCG 25 UI/m1 para 1los
ensayos en presencia de estradiol, dietilestilbestrol,
testosterona y aminoglutatimida. Luego del tiempo de incu-
bacidn se agregd complemento por 45 min. Los resultados son
el promedio + DS de los experimentos indicados en la figura

(a P<0,001 cuando se compard con respecto a estimuladas con
hCcG 25 Ul/m1).
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las células de Leydig estan dotadas con una suficiente
cantidad de sustratos esteroidogénicos enddgenos, y que una
limitacidn en el sustrato disponible no da cuenta tampoco
del ndmero de células secretoras, ya que la presencia de
sustrato adicional en el medio no contribuye a obtener una
mayor proporcidn de células secretoras de progesterona.

Por otra parte, resulta interesante el andélisis
del efecto de otros esteroides en el medio de incubaciédn.
Testosterona vy estradiol, dos productos esteroidales
posteriores a la produccidn de progesterona, disminuyen el
ndmero de células que secretan este uUltimo esteroide, a
una proporcidén equivalente a las incubaciones en ausencia
de la gonadotrofina. Con respecto a la accidn de estradiol,
los resultados muestran que el efecto es comparable al
obtenido en incubaciones en presencia del estrdgenoc
sintético dietilestilbestrol. -

Finalmente, asi como fue hecho para el estudio de
la secrecidn de testosterona, se hicieron incubaciones en
presencia de aminoglutatimida 0,5 mM, inhibidor de la
sintesis de esteroides; este agente también reduce la
proporcidn de células secretoras de progesterona, al igual

que para el caso de células que secretan testosterona; sin
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embargo, la reduccidn en el ndmero de cédlulas secretoras de
progesterona es mayor gque la observada para la secrecidn de
testosterona, puesto que se compara cuantitativamente a 1la

proporcidn de células basales o en ausencia de hCG.

4. An&lisis morfométrico de células de Leydig secretoras vy

no secretoras de progesterona.

El RHPA permitid también, para el caso de células
secretoras de progesterona, distinguir claramente dos
subtipos de células de Leydig: secretoras y no secretoras
de progesterona. Tal como resultd para el caso de las
cédlulas que secretan testosterona, se observd el Area
celular estimada a partir de la medicidn del didmetro
celular. Los resultados de estas observaciones se muestran
en la Figura 19, en donde se manifiesta que las células de
Leydig secretoras ¥y no secretoras de progesterona se
distinguen en cuanto al tamafio. En este caso, el andlisis
de los grupos celulares se hizo sdlo en condiciones de
estimulo por hCG, dado gque como se observd en los

resultados anteriores, las condiciones de la incubacidn no
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Figura 19: AREA CELULAR ESTIMADA PARA LOS SUBTIPOS DE
CELULAS SECRETORAS Y NO SECRETORAS DE PROGESTERONA.

Las monocapas de células de Leydig y gldébulos rojos—protei-
na A se 1incubaron a 34° C por 90 min en presencia del

anticuerpo antiprogesterona y 25 Ui/ml de hCG. E1 comple-
mento se agregd por 45 min después del tiempo de incuba-
expre-

cidn. Se midid el didmetro celular y los resultados
san el promedio + DS del area celular estimada en 5 expe-

rimentos ( * P<0,001 cuando se compard respecto a células

secretoras).
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tienen efecto en las caracterlsticas de tamafio celular, hCG
sdlo maximiza las propiedades de secrecidn de las células.
Asi mismo, se analizéd la frecuencia de las Areas
en las subpoblaciones de células de Leydig secretoras y no
secretoras. La Figura 20 ilustra los resultados de este
andlisis, se puede apreciar que también la frecuencia de
distribucidn de Areas celulares es claramente distinta ¥
las células secretoras de progesterona son mas

frecuentemente de tamafio menor que las no secretoras.

V. Deteccidn de la secrecidn de estradiol desde células de

Leydig purificadas mediante el RHPA.

Finalmente, se analizd también la secrecidén de
estradiol usando el RHPA. El objetivo de este estudio se
limitd exclusivamente a detectar la secrecidn de estradiol
desde células de Leydig purificadas, con el fin de comparar
cuantitativamente la proporcidn de células secretoras para
los tres principales esteroides de la vlia: progesterona,
testosterona y estradiol. Aun cuando se puede suponer que
las condiciones para la secrecidn maxima de estradiol

requiere de un tiempo mids prolongado de incubacidn, este
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GESTERONA.

las mohocapas de c¢élulas de Leydig vy gldbulos rojos-
proteina A.se incubaron a 34° ¢ por 90 min en presencia del
anticuerpo antiprogesterona .y 25 ul/mi de hCG. E1 analisis
corresponde a los resultados de ta Figura 19 y un total de

929 células.
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estudio se 1imitd a usar las mismas condiciones definidas
para la secrecidén de testosterona y progesterona. La pro-
porcidn de células secretoras de estradiol fue 20,1 % * 2,7
en presencia de la hCG y de 18,8 % 5,2, en ausencia de la
hormona. No obstante, ia proleongacidén de la incubacidn
hasta 1los 180 min, del mismo modo como se realizd en los
estudios anteriores, no logrd aumentar Tos valores

obtenidos, en presencia o ausencia de la gonadotrofina.

VI. Estudio de la secrecidn de 2 esteroides por el RHPA.

Todo el conjunto de resultados obtenidos en 1los
estudios descritos anteriormente, revelan claramente que
alin cuando las células de Leydig tienen el potencial enzi-
matico para sintetizar los distintos productos de Tla via
esteroidogénica, las células expresan esta potencialidad en
forma discreta, diferente cuantitativamente para Tlos 3
posibles productos esteroidogénicos analizados. Los estu-
dios finales de esta investigacidn estuvieron dirigidos a
distinguir si las diferencias observadas en la proporcidn
de células gue secretan los distintos productos esteroi-

dales se relaciona con la existencia de subpoblaciones de
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células secretoras para cada tipo de esteroide o bien, si
en la totalidad de las células existe la potencialidad para
producir y secretar varios productos de la via.

Con este objeto, se analizd la proporcidn de
células que forman placa hemolitica, cuando la incubaciodn
se hace en presencia de dos anticuerpos. Los experimentos
se hicieron con una mezcla de anticuerpos antitestosterona
y antiprogesterona, pero manteniendo la misma dilucidn
final de cada uno de los anticuerpos, equivalente a 1la
utilizada en 1las 1incubaciones c¢on cada uno de Tos
anticuerpos. Los resultados observados muestran que las
células que secretan testosterona, progesterona o ambos
esteroides en condiciones basales, corresponderian a una
misma poblacidn, como ocurre en las poblaciones basales de
los tres tipos de secreciones estudiados (24,5 % + 8,0).
Sin embargo, en condiciones de estimuio por la
gonadotrofina, se pudo apreciar gue la proporcidn de
cdlulas secretoras se incrementd, de modo que un 64,3 ¥
8,3 de las células esteroidogénicas forman placa
hemolitica (Figura 21). Este valor fue significativamente
mayor que 1a proporcion de células secretoras s0lo de

progesterona o testosterona.
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Figura 21: PROPORCION DE CELULAS 3 A-HSD (+) QUE SECRETAN
TESTOSTERONA, PROGESTERONA O AMBOS ESTEROIDES EN MONOCAPAS
DE CELULAS DE LEYDIG CO-INCUBADAS CON GLOBULOS ROJOS-

PROTEINA A.

Monocapas de células de Leydig purificadas por la gradiente
discontinua de percoll vy gldbulos rojos-proteina A se
incubaron a 34° C por 90 min en presencia del anticuerpo
especifico y en presencia o ausencia de 25 UI/m1 de hCG
como se detalla en la figura. E1 compiemento se agregd
despuds del tiempo de incubacidn por 45 min. Los resultados
son el promedio + DS del nimerc de experimentos 1indicados
en la figura, en duplicados (a P=0,43 cuando se compard con
estimuladas con hCG en presencia de ambos antisueros; b

P=0,003 cuando se compard con estimuladas con hCG en
presencia de ambos antisueros).
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DISCUSION

La funcidn esteroidogénica de 1las células de
Leydig ha sido estudiada, tanto in vivo como in vitro y se
ha analizado 1la participacidn y contribucidén al proceso
esteroidogénico de los sustratos, las enzimas asi como la
accién de distintos reguladores de 1a via (11,18-21), 1la
cual produce entre otros esteroides, testosterona,
progesterona y estradiol.

Todos los estudios y aproximaciones efectuados
hasta ahora, se han hecho sobre la hipdtesis de que el
fendmeno celular de produccidn y secrecidn de los productos
esteroidales, se desarrolla en forma homogenea por Jla
totalidad de las células de Leydig. Sin embargo, reciente-
mente se ha reconocido a partir de estudios morfoldgicos
(8-10), inmunoldgicos, citoquimicos o funcionales
(59,70,71), que estas células presentan entre si
propiedades diferentes en su actividad. No obstante estos
antecedentes, hasta ahora no se habjia considerado 1la
posibilidad de que las células de Leydig presentaran en su
actividad mas caracteristica, es decir, la secrecidn de
esteroides, una respuesta propia para cada célula de la
poblacidén. Esta posibilidad es la que se ha abordado en el

presente estudio.
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Esta proposicidn se sustenta en observaciones
morfoldgicas, como por ejemplo gque las células de Leydig
presentan distinto tamafio y densidad de organelos intrace-
lulares, propiedades que se han asociado con un potencial
esteroidogénico diferente para cada célula (4,9,11). Por
otra parte, la diferencia de potencial esteroidogénica para
dichas células se ha relacionado con la actividad de 1los
tibulos seminiferos con los que las células de Leydig se
encuentran contiguas histolégicamente (8-10,75,76). Bergh y
col. (76) observaron gue las células de Leydig se
diferencian dentro del tejido intersticial de acuerdo a 1os
estados especificos del ciclo espermatogénico en el tdbulo
adyacente a cada célula. Estos autores sostienen por 1o
tanto que las células del epitelio germinal influyen
paracrinamente sobre la esteroidogénesis; esta influencia
se acentdia en los estados 7 y 8 del ciclo en el tdbulo, en
las que la espermatogenesis se hace testosterona
dependiente.

Estudios citoquimicos permiten relacionar ademas
las observaciones morfoldgicas con respecto a la
distribucidn de las enzimas esteroidogeénicas, tanto a nivel

de células aisladas como en cortes de tejidos (27,29,77).
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Asi mismo estudios inmunocitoquimicos demuestran que las
células de Leydig tendrian diferente cantidad de enzimas
esteroidogénicas distribuidas tanto en mitocondrias como en
el reticulo liso (8,10,25-27).

Para demostrar la relacidn entre las diferencias
morfoldgicas y de actividad enzimatica de las células de
Leydig en 1la capacidad individual de secrecidon de este-
roides, se requiere de una técnica que permita demostrar
directamente la funcidn secretora individual de las células
de Leydig. Uno de los objetivos propuestos en esta tesis,
fue precisamente obtener una técnica que permitiera el
analisis individual de la actividad secretora de
estercides.

Dicha técnica debe considerar que los esteroides
son de peso molecular bajo, quimicamente muy semejantes
entre si, difusibles a través de las membranas bioldgicas y
gue se secretan en baja cantidad (11). Teniendo en cuenta
las 1l1imitaciones especificadas anteriormente, se pensd en
la factibilidad de adaptar el RHPA para Tla deteccidon de
esteroides. Esta técnica permitiria no sdlo i1a posibilidad
de estudiar la actividad secretora célula a célula, sino

también reconocer la contribucidn de la actividad secretora

individual en la poblacidn celular.




APLICACION DEL RHPA COMO METODO DE DETECCION DE LA FUNCION

SECRETORA DE ESTEROIDES.

Para la adaptacion del RHPA para 1a deteccidn de
esteroides se requirid considerar ciertos aspectos
tedricos: la activacidon de la cascada de reacciones que
1leva a la accion enzimatica de lisis celular mediada por
el complemento, requiere que sobre la superficie de Tla
célula se unan por lo ﬁenos dos moléculas de anticuerpo que
unen al antlgeno. En teoria, la distancia a 1la cual se
acoplan los complejos antigeno~anticuerpo sobre la célula
gue se lisa (en este caso el gldbulo rojo), puede llegar a
restringir la fijacidn de C1 del complementoc a la regidn Fc
de 1las inmunoglobulinas. Para el caso de este estudio, en
que el antigeno es una molécula pequeﬁa, un esteroide,

podria significar menor posibilidad para gque Tas

inmunoglobulinas estén suficientemente cerca para
. 1 » 0

interactuar con Ci1. Este factor Jlimitante para Tia
interaccidn disminuiria s las molécuias de

inmunoglobulinas sobre la superficie celular son numerosas.
En otros estudios en Tos que se ha usado el RHPA, esto se

ha logrado a través de 1a unidn de proteina A sobre 1la
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superficie de los eritrocitos. La proteina A es un
polipéptido aislado de estafiloco aureus que une moTécu1§s
de inmunoglobulinas G mediante la regidn Fc de ellas, s{g
interactuar con el sitio de unidén al antigeno.
Los resultados preliminares obtenidos permitieron
! indirectamente concluir a partir de 1a medicidn de 1a unidn
de [3H]—T, gue efectivamente hay acoplamiento de proteina A
al gldébulo rojo, y que ésta une el anticuerpo utilizado.
Los calculos efectuados, a partir de Tos estudios de unidn,
demuestran gque un gldbulo rojo acopla por 1o menos 64
moléculas de proteina A. Esta estimacidn cuantitativa
'permitib asegurar que sobre la superficie del gidbule rojo
hay un ntmero suficiente de anticuerpos para el desarrollo
apropiado de la lisis mediada por el compiemento.
Como se ha seﬁa}ado, las células de Leydig secre-
tan un gran variedad de esteroides, todos con propiedades
fisico-quimicas semejantes, aunque de notable diferencia
funcional. Fue fundamental entonces demostrar que el anti-

cuerpo utilizado no reconoceria otros antlgenos que se

encontraran en el medio de incubacidn. Los ensayos prelimi-

nares demostraron que hay una alta especificidad en 1la

unidn de [SH]—T a los globulos rojos-protelna A-anticuerpo:
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el desplazamiento de 1a unidn en presencia de un exceso dg
500 veces de hormona no radioactiva, usando testosteroné,
DHT, progesterona o estradiol, sdlo testosterona redujo 1la
unidn en un 50%, mientras que la misma concentracidon de
DHT, sdlo un 12% del total de testosterona unida.
Finalmente, en este tipo de ensayos se encontrd que un
exceso de progesterona o estradiol, no produjo competencia
para la unidn de la hormona radioactiva. Estos datos
permiten afirmar por tanto, que el anticuerpo utilizado
estd midiendo efectivamente 1la unidn de andrdgenos. Mas aln
se considerd que para el caso de las células de Leydig de
rata aduita, testosterona es el tipo de androgeno de mayo?
importancia cuantitativa, ya que es conocido que estas
células producen en muy bajas concentraciones 5 od_-di-
hidrotestosterona y dehidroepiandrosterona (73,80), que son
Tos esteroides por los gque el anticuerpo pocdria mostrar
reactividad cruzada. '

Fue también necesario demostrar que la unidon del
antigeno, sobre 1la superficie de 1los gldbutos rojos,
depende de Td'disponibiTidad del antisuero. Los resultados
obtenidos de los ensayos demostraron gue este requisito se
cumple para el caso de 1% unidn de testosterona (Figura 1).

Para la concentracidn de gldbulos rojos-proteina A
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empleada, se alcanzd una saturacidon de Ta unidn con una
dilucién 1:15.000 del antisuero, la cual es semejante a la
utilizada para el ensayo corriente de radioinmunoensayo
para testosterona (73). Para todos los estudios realizados
posteriormente en co-incubacidn de gldbulos rojos-proteina
A y de células de Leydig, se trabajd con una dilucidn final
de 1:10.000 del antisuero. La comprobacidn de dque 1la
eleccidn de esta dilucidn de anticuerpo no es limitante, se
vio posteriormente corroborada cuando se observd que no
hubo efecto sobre la proporcidn de células secretoras al
agregar el doble de la concentracidn del anticuerpo.

Ademas fue importante controlar gue no hay unidn
significativa de protelna A con otros anticuerpos que se
podrian encontrar en el medio de incubacidn; los que por
unidn a sus antigenos, interfirieran en la sensibilidad vy
la especificidad del ensayo. Para esto se determind que 1la
ausencia del anticuerpo no permitia wuna reaccidn de
incorporacidn significativa de marca o de hemdiisis. Aungue
la presencia de otros anticuerpos en la incubacidn no se
puede descartar, éstos no influyen sobre 1a actividad de
secrecidn de esteroides, adin en incubaciones en ausencia de

la hormona gonadotrofina coridnica hCG.
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Allin cuando el método de RIA y el RHPA no son
directamente comparables, Neill y Frawley, asi como otros
grupos que han realizado adaptaciones del RHPA para
estudiar distintas secreciones celulares, han estimado que
el RHPA posee una sensibilidad semejante o superior a Jla
del radioinmunoensayo (50-64). La experiencia recogida
durante esta investigacidn permite sostener algo semesjante
para el estudio de 1la secrecidon de esteroides. Esta
afirmacion se sostiene sobre la base de dos argumentos: que
el RHPA mide Ta secrecidn desde las céiulas de Leydig
mediante la hemdlisis de eritrocitos, y permite detectar al
cabo de sdlo 15-20 min de incubacidn, diferencias
apreciables entre células estimuladas con gonadotrofina con
respecto a las no estimuladas. Por otra parte, en teoria,
el Timite de deteccidn para el RIA, requiere de 1la
participacién en la funcidn secretora, de por 1o menos 60
células de Leydig incubadas por 3 h, mientras gque el RHPA
permite distinguir una célula secretora en ese mismo
tiempo.

Finaimente cabe precisar gue el método no da una
medida cuantitativa de la secrecidn. La adaptacidn realiza-
da en este estudio asi como Ta descrita por otros autores

para otro tipo de secreciones, no ha pretendido una
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aproximacidn cuantitativa. Sin embargo, existe una
correlacidén lineal entre el area de hemdlisis con respecto
al tiempo de incubacidn, hasta los 60 min. E1 area de
hemdlisis representa una estimacidén de 1a cantidad de
esteroides secretados puesto que se sabe por distintos
estudios 1in vitro, que la secrecidn aumenta con el tiempo
de incubacidn. En 1los resultados presentados se puede
apreciar que el area de hemdlisis de las células en condi-
ciones de incubacidn normal (25 UI/ml1 de hCG, anticuerpo
antitestosterona, complemento y 90 min de incubacidn), es
en promedio mayor que el area de hemdlisis de las células
en ausencia de la gonadotrofina, condicidn en la que la
secrecidn de testosterona es cuantitativamente mas baja. EI
hecho de que con incubaciones mayores de 60 min el aumento
del &rea de hemdlisis es menor, no implica que la secrecidn
desde cada célula halla finalizado, sino mas bien que el
producto secretado se diluye cada vez mads por la difusidn a
medida que se aleja de la ceélula que secreta.

Los resuitados presentados permiten reconocer que
el Aarea de hemdlisis producida por 1a secrecidén de este-
roides es menor que la cobservada para Tla secrecidn de

diferentes péptidos (50,55-57,62). Para dar cuenta de esta
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diferencia hay que considerar fundamentalmente dos fTactores
distintos: qﬁe el esteroide debido a su estructura,
presenta menos epitopos que un péptido y, por otra parte,
que la concentracidn utilizada del anticuerpo es bastante
menor que la utilizada pard la deteccidn de péptidos.
Estas observaciones permiten suponer que una
estandarizacion cuantitativa parece alejado de las
posibilidades reales del método. Probablemente la medicién
y cemparacibn de las areas de 1lisis en distintas
condiciones experimentales, constituya ia mejor
aproximacidn semicuantitativa. Esta ha sido emplieada por
los distintos grupos que han recurrido a la técnica del
RHPA para estudiar la secrecidn de productos peptidicos
(50-53,57,62).

Finalmente, cabe sefialar que la identificacidn vy
medicidn de halos para la obtencidn de resultados presenta-
dos en esta tesis, se hicieron considerando un tamafio
minimo de &area de hemdlisis de 200 f&mz. Sin embargo, cabe
hacer notar que la distincidn entre area de hembdiisis
pequefia y espacios vacios de eritrocitos, suele ser mas
dificil para el caso_de células secretoras pequefias. Este
hecho puede dar cuenta a 1o menos, en parte, de los valores

de hemdlisis obtenidos en condiciones de ausencia de
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anticuerpoc o compiemento.

DEFINICION DE LA HETEROGENEIDAD DE LAS CELULAS DE LEYDIG

1

CON RESPECTO A SU FUNCION SECRETORA DE ESTEROIDES.

Los resultados preseéntados en esta investigacidn
representan Jla primera' deteccidn directa del producto
esteroidal T1iberado ai medio, por células de Leydig indi-
viduales. Se demostrd que la actividad secretora de varios
esteroides es diferente entre células aparentemente simi-
lares tanto por los procedimientos de purificacidn como por
la deteccidn en ellas de la enzima 3 f5-HSD.

E1 estudio se hizo con una poblacidn enriquecida
en células de Leydig. El1 rendimiento y pureza de las célu-
las de Leydig obtenidas, fue determinada mediante el reco-
nocimiento de 1la actividad enzimatica 3 /b -HSD, marcador
especifico de estas células. La especificidad de Tla reac-
cidn de reconocimiento de esta actividad enzimatica es alta
(25-31). Aungue existen otras actividades deshidrogenasas
que podrian oxidar secundariamente al A-NAD y al NBT utili-
zando sustratos enddgenos, esto se evita realizando Ta

reaccidn de tincidn con tiempos cortos de incubacidn ¥y




concentraciones altas de sustrato esteroidogénico.

En este trabajo, la purificacidén de las ceélulas
mediante Tla gradiente de percoll discontinua, permitid
obtener una poblacidn en la que se tifien especificamente
para el reconocimiento de 1a 3/5-HSD, un 75 % de las célu-
las, resultado que es comparable a 1a purificacidn 1ograda'
en el método original (67-71). La proporcidn de células gque
tienen la actividad enzimatica 3 /-HSD fue constante Tluego
de todos 1los procedimientos del ensayo. Vale decir, la
proporcidn de células que presentan actividad 3[5-—HSD en
las células recien purificadas se mantiene 1Juegoc de la
fijaciédn a 1la matriz de poli-l1-lisina, el periodo de
incubacidén, Tijacién con glutaraldehido y 1los lavados
posteriores.

lLa eleccidn del método de fijacidn de ceélulas o
tejidos es fundamental para i1a mantencidn de 1a integridad
y caracteristicas funcionales. Para la adaptacidon del RHPA
para la deteccidn de la secrecidn de esteroides, parecia
fundamental mantener la actividad enzimatica 3% -HSD de las
células. En este sentido un estudio previo gue se realizd
en cdlulias de Leydig y suprarrenales, demostrd que el
glutaraldehido no afecta 1a deteccidn de la enzima, aun

cuando si afecta las intensidades de la coloracidén en las
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distintas células (82). Este antgcedente permitid encontrar
las condiciones de dilucidn de glutaraldehido que Jlograran
la fijacidn de Tlas cé]u]és, manteniendo Ta actividad
enzimadtica 3 /b-HSD.

La combinacidn del RHPA junto con 1a reaccion de
tincidn citoquimica para 1a actividad 3 /b—HSD permitio
identificar simultaneamente a las células de Leydig y su
actividad secretora de esteroides. Asi se encontrd que en
la poblacidn total en presencia de hCG, sdlo la mitad de
ellas secreta el principal producto androgénico: 1la tes-
tosterona.

Este resultado 1lamd enormemente 1la atencidn,
considerando que este esteroide es el principa1 producto de
la via, desde un punto de vista cuantitativo. Esta
observacjén 11evd necesariamente a precisar si la actividad
celular era la optima o si habla otra Tlimitacidn en el
sistema como una carencia de sustratos, falla en la accidn
de la gonadotrofina, u otra limitante derivada de Ta
técnica.

En primer lugar todos Tos controles de Ta

viabiilidad celuiar, demostraron que las células Tuego de

todo el procedimiento experimental, se encuentran intactas,
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al menos en su capacidad de excluir el azul tripano. Este
resultado era esperable, dado que las células de Leydig
purificadas han demostrado una elevada viabilidad luego de
incubaciones incluso mas prolongadas gue las efectuadas en
estos ensayos.

Otra caracteristica de estas células que permitid
identificar con exactitud la viabilidad celular, es 1la
respuesta esteroidogénica al estimulo de hCG. La observa-
cidn de la proporcidn de céiulas secretoras en el RHPA es
evidente. Luego del estimulo con 1la gonadotrofina, se
observa una nhotoria incorporacidén de un mayor ndmero de
células a la fraccidn de células secretoras. Este aumento
es dependiente tanto del tiempo de incubacidn como de Ila
concentracion de la gonadotrofina, observacidn que refleja
claramente la respuesta a la accidn hormeonal y no como
resultado de un artefacto de la técnica.

Por otra parte, las células de Leydig que demos-
traron ser no secretoras por el RHPA, a pesar de estar en
las mismas conhndiciones de incubacidon que tas secretoras,
muestran las caracteristicas suficientes para ser consi-
deradas cdlulas de Leydig: En primer lugar muestran 1inte-
gridad celuiar puesto que se identificaron sobre 1a base de

1la presencia del ndcleo en su interior. Ademds, son células
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gue presentan Ta tincidén citogquimica para Tla actividad
enzimatica 3 »-HSD. Estos argumentos 1levaron a establecer
que estas células son Leydig, pero que no estan secretando
el esteroide que se analiza.

Por otra parte, se controld el efecto de 1la
presencia en el nedio de incubacidn del antisuero, el
complemento, el rojo fenol y la albimina en el desarrolio
de Tlas placas de hemdlisis. Tal como se habia demostrado
por estudios preliminares con células en suspensidn, la
presencia del antisuero y del complemento son fundamentales
(Figuras 7 y 17) para el optimo desarrollo de las placas de
hemdlisis. La ausencia de cualquiera de dichos factores
determina la observacidn de un nlmero muy reducido de
células esteroidogénicas que %onman placas (5-8 %). Este
resultado que representa da hemdlisis inespecifica, en
parte se explica por que la identificacidn de placas de
hemdlsis se hace especialmente dificil de diferenciar
cuandoc las céluias segrétoras son pequeflas, y 1las placas
observadas son siempre de Aareas muy peqguefias.

También se controld en las incubaciones de

cdlulas en monocapas el efecto de rojo fenol, que esta

incluido en el medio de incubacidn. Se ha descrito que en
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algunas células la estructura fendlica de este indicador
tiene una accidn semejante a la de estrdgeno (73,79). Sobre
las céiulas de Leydig, se ha descrito que estradiol tiene
efecto inhibitorio (45-47,83). En el sistema de incubacion
aqui descrito, se observd que las incubaciones de céluilas
en monocapas eh presencia o ausencia del indicador, no
manifiestan diferencias, y por 1o tanto se comprobd que 1la
inclusidn del colorante en este sistema no modifica la
proporcidn de células secretoras de esteroides.

Finalmente, era también importante evaluar el
efecto de 1a alblmina en el medio de incubacidn. Esta
proteina se requiere como proteccidén de las células a 1o
largo del procedimiento experimental, sin embargo, se sabe
que tiene una alta capacidad de unidn con esteroides
(73,79), y de esta forma podria representar una competencia
cuantitativamente importante para 1a unidn especifica del
anticuerpo al esteroide. A pesar de que se observd una
competencia respecto a incubacicnes en ausencia de aibiumina
(menor porcentaje en presencia de 1a proteina respecto a
incubaciones sin albimina), esta diferencia no fue

significativa, por lo tanto todas las incubaciones fueron

efectuadas en presencia de 1a proteina considerando el

efecto protector para las células de Leydig.
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Todo Jo anterior Tleva entonces a concluir que
Jos componentes del medio de incubacidén no determinan
ninglin tipo de limitacidn sobre la proporcidon de células

o

secretoras.

E1 método entonces, en estas condiciones?
registra la capacidad de secrecion de caaa célula; de modé
entonces que en una poblacidn de células de Leydig, iden-
tificadas por su potencial esteroidogénico, un 52 %+ 13 % de

ellas secretan testosterona, un 38 1+ 8 % secretan

]

progesterona y sblo el 20 + 3 % secretan estradiol. Aun

cuando en principio resultd 1lamativo que el nlmero de

células secretoras para cada esteroide fuese tan 1limitado, .

esta observacidn concuerda con Tos resultados obtenidos en
el estudio de otras células endocrinas mediante el RHPA,
dado que también se aprecia en ellas que sdlo una fraccidn
de las cdlulas secretan el producto estudiado (50-64).

Uha vez aclarados los aspectos del método que
podrian haber influido en 1la obtencién de wun nlmero
Timitado de células secretoras, se anhalizd, por otra parte,
la participacidn de distintos factores cuya acciodn
reguladora sobre la sintesis de esteroides testiculares es

cohocida; esta vez, analizando su accidn sobre la funcidn
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secretora de esteroides. De éstos, se estudid la accidn de
hCG, Ta disponibilidad de sustratos esteroidogénicos, Ila
accidn de los esteroides producidos y de inhibidores
sintéticos de 1a via (Figuras 4-6,16,18).

E1 factor que primeramente se estudid Fue Ia
participacién de 1la gonadotrofina hCG. E1 efecto de Ila
hormona se pudo apreciar claramente en parametros
caracteristicos de la funcidn celular como: 1- nlmero de
células secretoras, 2- respuesta secretora frente a 1la
dosis de 1la hormona, 3- respuesta secretora a hCG con
respecto al tiempo de incubacidn y, 4- a&rea de lisis
celular (Figuras 4-6,8,16). Sin duda todas estas
observaciones fueron demostrativas de la validez del ensayo
del RHPA, puesto que reflejan la respuesta individual de
las células a la conocida accidn de esta hormona sobre TJas
células de Leydig.

Claramente el nlmero de células que secretan vya
sea testosterona o progesterona en ausencia de la hormona
es bajo: 25 + 10 %, valor que es superior significativa-
mente a 1los obtenidos en ausencia del anticuerpo o del
complemento para incubaciones de 390 min. La presencia de la
hormona en el medio de incubacidn, incrementa de manera

dependiente de 1la dosis, el nimerc de células que se
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incorpora a la actividad secretora de esteroides,
incorporacién gque es también dependiente del tiempo de
incubacidn (aunque de distinta forma para ambos tipos de
esteroides). Mientras el nlmero maximo de células
incorporadas a la actividad secretora de progesterona se
observa ya a los 20 min, para la secrecion de testosterona;
para la secrecion de testosterona se puede apreciar solo
recién a los 60 min. En conjunto, todas estas observaciones
demuestran que Ta hormona tiene un claro efecto sobre Ta
secrecion de los esteroides analizados por el RHPA.

Como yva se ha comentado, este estudio representa
el primer analisis de la respuesta secretora individual de
cdlulas esteroidogénicas, y por 1o tanto no hay otros
trabajos con - los cuales comparar la respuesta de estas
cédlulas. Sin embargo, resulta atractivo homologar Ta
observacion por el RHPA de la seleccidn de Tlas ceélulas
secretoras de esteroides en tiempos relativamente muy
cortos por accién de la gonadotrofina, , con las
observaciones, ya sea in vivo o in vitro del rapido efecto
de esta hormona para aumenta} la concentracion de
esteroides (8,9,17,22). Esta comparacidn se sostiene

también sobre la base del efecto observado de 1a hormona
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sobre el Aarea de hemdlisis, que como ya se discutid,
representa una estimacidn semicuantitativa de los
esteroides secretados desde la célula.

De los resultados anteriores es importante
destacar ademds la distincidn de una poblacidn de células
de Leydig que mostraron actividad secretora de esteroides,
en ausencia del estimulo de la hCG. Es decir, células que
desarroliaron placa de hemdlisis sin estar presente la
hormona. Para los tres esteroides estudiados, l1a proporcidn
de estas células basales dentro de la poblacidn fue de un
25 + 10 %. Nuevamente resulta atractivo homologar esta
observacidn con estudios en Tlos que se aprecia una
produccioén basal de esteroides en condiciones de ausencia
de la hCG, en células en suspensidén (12,14,17), que
resultaria entonces de 1la produccidén y 1liberacidén de
esteroides desde algunas células basales, ¥y no como
consecuencia de la liberacidn de una pequefia cantidad de
esteroides desde todas las células. Estos resultados que
revela la existencia de células basales o secretoras de
esteroides independientes de 1l1a hCG, es de una gran
importancia. Por primera vez se describe dentro de Ila
poblacidn de células de Leydig a un subgrupo de éllas que

mantiene una actividad celular controliada independiente de

130




gonadotrofina. Dado que el control de 1la actividad
esteroidogénica de estas células es por el momento
desconocida, desde un punto de vista funcional no se puede
descartar que la hormona s1 modifique 1la cantidad de
esteroides producidos y secretados.

Constituye también una evidencia mas para soste-
ner la proposicidn de la heterogeneidad en 1la funcidn
secretora de Tas células de Leydig, puesto que este grupo
celular debe estar sometido a un nivel de regulacidn de Ja
secrecidn distinto al de hCG. Este hecho ya las hace dis-
tintas respecto a las células que si responden a la hormona
hCG. Fisicldgicamente estas células son desconocidas

E1 resultado gque para los fines de este estudio
constituyd evidencia suficiente para asegurar que la
hormona no tiene Timitacidn para establecer la respuesta
de las células de Leydig, fue el andlisis del efecto de
8(Br)-cAMP, un andjogo al sistema efector intracelular de
ia hormona. En estudios previos en este laboratorio y en
otros grupos, se ha logrado establecer las condiciones en
que este andlogo difunde al interior celular. Se observod
que Tla presencia en el medio de incubacidén de 8(Br)-cAMP,

remeda cuantitativamente el efecto de l1a gonadotrofina, por
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lo tanto, es posible pensar gue las céliulas no secretoras,
o no tienen receptor para hCG o bien el cAMP que se denera
para activar el proceso estercidogénico Tleva a otros
productos que no sﬁn detectados por el anticuerpo
utilizado. ET1 propdsito de este experimento fue demostrar,
gue en condiciones de disponibilidad maxima de un analogo
de] efector intracelular de la gonadotrofina, la respuesta
secretora de esteroides se mantenia limitada sdlo a algunas
células. |

La informacion disponible en 1a literatura permi-
tiria relacionar la observacidn d? la heterogeneidad en 1la
funcidn secretora encontrada en este estudio, con respecto
a Tlas caracteristicas de maduracidn funcional de 1las
células de Leydig. Por ejempio, 1a capacidad
esteroidogénica de estas célu]as no sdlo se ha asociado a
la disponibilidad de receptores para LH/hCG y la activacion
de é&stos (2,3,16,17), sino que principalmente al mayor
desarrollo de estructuras subceluiares con activa
participacidon en el proceso, como son 1as mitocondrias,
reticulo liso y microsomas (4,9,11), factor gue durante las
etapas del desarrollo de la rata varia notablemente (4-
6,10,12,27,28).

Por otra parte, l1os estudios realizados permiten
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sostener que la secrecidn de esteroides no estd limitada
por el suministro de precursores metabdlicos. Las
incubaciones con un exceso de sustratos esteroidogénicos,
no producen un aumento de Ta fraccion de células
secretoras. Los estudios bioquimicos, sefialan gue Jlas
células de Leydig estan dotadas de sustratos esteroidales
suficientes (11,85,86), de modo que, in vitro, son capaces
de mantener una respuesta de produccidon de esteroides
incluso por la accidn sostenida del factor gonadotrdéfico.
Mas adin, previo al agotamiento de 1las reservas de
precursores esteroidales, se ha observado que las células
de Leydig se desensibilizan, es decir, pjerden la capacidad
de responder a nueva dosis de la hCG por disminucion de
receptores (17,84). Este proceso se ha relacionado mas bien
a un rol de regulacidn de la produccidn de esteroides a
nivel sistémico y no a un mantenimiento de los suministros
de colesterol u otros precursores. Por otro lado, 1las
células 1in vivo, estdn continuamente siendo suministradas
de colesterol en las distintas etapas del desarrollo y de
la vida reproductiva del macho (11)}.

También se estudid por el RHPA, si la sintesis de

esteroides en Tas c¢élulas secretoras y no secretoras

133



efectivamente esta desarrollandose, puesto gue hasta aqul
se ha supuesto que la produccion de esteroides desde Tlas
células ocurre en forma homogénea considerando gue estas
células muestran Ta actividad enzimatica 3 A-HSD, y por
otro lado, la 1literatura ha concluido sin mayores
evidencias, que el proceso ée secrecidon en las células
esteroidogénicas es un fendmeno que ocurre linealmente con
1a sintesis (11). Es decir, .esta hipotesis no considera la
posibi]idad de que los metabolitos producidos se almacenen
en vesiculas de secrecibn, sino que los esteroides difunden
1ibremente a través de la membrana celular inmediatamente,
para cumplir roles hormonales sistémicos.

Para aproximarse a la relacidn entre la sintesis
y la secrecion de esteroides, se analizd el efecto de
agentes modificadores de la produccidn de Ta via
esteroidal. Por ejemplo, estradiol, que siendo uno de Tlos
productos de la via, se ha descrito como un inhibidor de la
esteroidogénesis en células de Leydig in vitro e in vivo
(45-47). Cuando este esteroide se agregd al medio del RHPA,
se.encontrd que redujo la proporcidn de células secretoras
de testosterona a un 20 + 3 % y progesterona a un 22 * 4 %,
efecto que resultaria-como consecuencia de una inhibicidn

de 1a via en 1a sintesis de esteroides. Esta conclusidon se
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vid posteriormente corroborada al analizar 1la actividad
secretora de células de Leydig en incubaciones en presencia
- de aminoglutatimida. Este inhibidor especifico de la via de
sintesis de testosterona (48,4%), produjo una notable
reduccion en la proporcidn de células secretoras de
testosterona y progesterona, a un 37 + 2y 18 * 6 %,
respectivamente

Dado que se encontrd gue la inhibicidn de ambos
agentes difiere cuantitativamente sobre la respuesta
secretora es algo diferente, podria pensarse que la causa
de esta diferencia se debe a los distintos mecanismos de
accion de ambos agentes sobre la via. Auhgque el RHPA no
aporta datos especificos que se refieran al mecanismo de
inhibicidén de estradip1, la semejanza cuantitativa en la
inhibicidn producida por este esteroide con respecto Tlos
resultados obtenidos en presencia de DES, sugiere que
estradiol actlia mediante los receptores intracelulares,
proteinas existentes en estas células (46-49) gue
modificaria la sintesis de las enzimas esteroidogénicas a
nivel gendmico o bien, para modificar alostéricamente Tla
actividad enzimatica. Por otra parte, el mecanismo de

accion de aminoglutatimida es menos conocido. La literatura
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propone para este agente una accidén directa sobre las
enzimas que transportan colesterol al interijor de Jla
mitocondria para su metabolizacidn (48).

Independientemente del mecanismo, una vez mas es
dificil establecer una equivalencia cuan£1tativa entre la
reduccidn parcial sobre la proporcidon de células secretoras
de testosterona o de progesterona observada en estos
estudios, con Tla inhibicidn sobre la cantidad de estos
esteroides causada por estos mismos agentes, en otro tipo
de ensayos. No obstante, sl se puede relacionar
cualitativamente la respuesta esteroidogénica. Por
ejemplo, células de Leydig incubadas in vitro en presencia
de aminoglutatimida, producen mencos testosterona, sin
embargo siempre existe una concentracidn de este esteroide
que se detecta en el medio. Podria postularse que este
nivel basal de testosterona se debe a 1la secrecidn de
cdlulas que en el RHPA aun en presencia de este inhibidor,
secretan esteroides, es decir, las células cuya regulaciodn

es independiente de hCG.
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Por otra parte, andlisis histoldgicos tanto del
tejido testicular completo (8-10), como de células aisladas
(14,27,28,71,77) que demostraban una heterogeneidad morfo-
ldgica y enzimatica, son los antecedentes gue sustentaron
la observacion preliminar de una relacidn entre la funciodn
secretora y el tamafio celular, otro parametro que nos
sirvid para estudiar la heterogeneidad de las células de
Leydig.

Claramente se observd en este estudio que se
puede distinguir la subpoblacidn secretora de la no secre-
tora por su menor tamafio. Para ambos tipos de secrecion
estudiados en esta tesis, se encontrd una significativa
diferencia entre céluias secretoras y no secretoras, obser-
vacidn que se puede relacionar coh los estﬁdios morfoldgi-
cos en los que se concluye que el potencial esteroidogénico
depende mas del desarroilo intracelular mas que del tamafio
de 1la c¢élula. Mas aﬂﬁ, se encontrd que el tamafio de las
cdlulas secretoras de testosterona es significativamente de
mayor tamafio que las células secretoras de progesterona.
Esta (ltima observacion podria constituir una fuerte argu-
mentacion hacia la existencia de la heterogeneidad de Jlas

células de Leydig.
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La observacidon de una asociacidn entre la funcidn
secretora de Jas células Leydig con el tamafic celular,
resultado que concuerda con lo descrito en la Titeratura en
cuanto a la relacidn entre la capacidad esteroidogénica vy
la morfologla de las células de Leydig, planted la posibi-
1idad de obtener células secretoras, separadas de las no
secretoras mediante un procedimiento de separacidn diferen—
cial. La gradiente continua de percoll permite obtener
células en fracciones determinadas de acuerdo a las carac-
teristicas de diferenciacidn (27,28), también por su
tamafio. En este estudio no se produjo una separacion efec-
tiva de las células, de acuerdo al tamafio, Tas distintas
fracciones colectadas (Figuras 14 y 15). Sin embargo, las
primeras fracciones colectadas de 1a gradiente, tienen
mayor contenido de las células gue se han identificado como
independientes de la hormona; puesto que incubaciones en
presencia de 1la gonadotrofina, la proporcidén de células
secretoras no aumentd. Si la distribucidn de las células se
analiza de acuerdo al tamafio de 1a celula, se encuentra gue
no existe un patrdn de distribucidn del tamafio que permita

: discriminar una separacidén entre los tipos celulares.

\ Entonces se puede concluir que la gradiente continua de
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percoll separa las células de Leydig de acuerdo a la densi-
dad de las células, mas que por su tamafio, que por cierto
varia por efecto de la separacidn desde el tejido en el que
se encontraba.

Las células de Leydig c¢con mayor potencial
esteroidogénico evidencian también mayor desarrollo del
reticulo, cantidad de gotas de lipidos almacenadas y de
mitocondrias citoplasmasticas (4,9,11). Este hecho implica
que estas células son mas densas y, gue sometidas a una
sedimentacidn en gradiente de densidad, muestran un
coeficiente de sedimentacidén alto. Por lo tanto las células
mas densas se encuentran en fracciones de densidad mayor a
pesar que son mas pequefias en tamafio. Bajo este mismo
principio es que no se detecta en las fracciones 1 y 2, una
proporcién de células secretoras qgue sea superior a Jla
condicidn basal.

Es importante ademds seflalar que recientemente
una tesis de magister efectuada en nuestro laboratorio
demostrd por estudios de citofotometria, que 1a intensidad
de tincidn de la actividad 3[3—HSD, una medida del poten-
cial esteroidogénico de cada célula, pudo relacionarse con

el tamafio de 1las células (77). Contreras encontrd que
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células calificadas como pequefias (area celular estimada de
55 ;Ln@) mostraron una intensidad de tincidn significativa-
mente mayor que la intensidad detectada en células grandes

(area celular de 120 }Lmz).

Por 1o tanto, todos estos resultados junto a la
argumentacién dada en la literatura, permiten sostener la
hipotesis de la heterogeneidad de funcidn secretora de las
células de Leydig, y estas diferencias individuales tienen
retacidn con las caracteristicas ultraestructurales de cada
célula. Aungue la adaptacidn del RHPA aqui descrita, esta
limitada para el reconocimiento de 1las caracteristicas
ultraestructurales de las células de Leydig para distin-
guirlas ademds de acuerdo al potencial esteroidogénico, sin
embargo Jla relacidn con el tamafio aqui descrita permite
terminantemente definir las subpoblaciones detectadas.

Como ya fue discutido, Tla funcidn secretora de
los esteroides es una propiedad que no todas las células de
Leydig manifestaron, seguramente como resultado de una

regulacion del proceso esteroidogénico que para las
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distintas células de la poblacidn testicular difiere de
acuerdo a la participacidén de factores histologicos, celu-
lares vy mo1eéu1ares, gue debido al origen de éstos, son
caracterizados comS locales de accidn paracrina o autocri-
na, encontrandose entre éllos p;r'ejemp1o, a los mismos
esteroides y a peéptidos. !

La evidencia apunta principalmente a que estos
factores modifican Ta actividad de enzimas claves en el
proceso. En este sentidq,'Lieberman (90) ha propuesto que
el praceso esteroidogénico estd organizado en las distintas
células esteroidogénicas como complejos multienzimdticos
que permiten Tla formacidén de uno o dos esteroides muy
similares de todos los que la via potencialmente puede
producir. De manera entonces que, podria pensarse como
explicacidn alternativa, que cada célula de Leydig esta
condicionada enzimaticamente para producir solo uno © unos
pocos esteroides y no todos los que la vié produce. Exis-
tirian asi subpoblaciones secretoras de testosterona,
progesterona o estradiol, otros esteroides o la combinacidn
de algunos de ellos. Este hecho podria implicar que cada

célula seria regulada de manera distinta para cada tipo de

esterojde. E1 efecto cualitativamente similar de hCG, Jlos
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esteroides y de un agente inhibidor de 1a via demostrado en
este estudio, sobre la secrecidn de testosterona y pro-
gesterona, permitiria suponer gue al menos estos factores
de regulacidén afectan en forma semejante a cada tipo de
célula secretora y que, por lo tanto, se trataria de célu-
las de caracteristicas funcionales similares. Por otra
parte, dado el hecho que el ensayo se hace con células
aisladas, cabe la posibilidad de que se pierda un factor de
regulacidn que sea dependiente de los contactos celulares
(11,87-89).

Se pensd en la posibilidad de estudiar en wuna
misma célula, 1la secrecidn de dos esteroides distintos.
Esto podria dilucidar algunas de las proposiciones
pianteadas. Estd descrito para el RHPA, la demostracidn de
la secrecidn de varios productos en forma secuencial para
la misma célula. Para esto se estudia la secrecidén de un
antigeno mediante el respectivo anticuerpo, y luego se
agrega a las camaras de ensayo una nueva cantidad de
gldbulos rojos proteina A con el anticuerpo para un segundo
antigeno, prolongando la incubacidn (62). Aunque

tedricamente este tipo de aproximacidn ofrece una novedosa

perspectiva para analizar Ta esteroidogénesis en el tejido
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testicular, requiere de 1la prolongacidon del tiempo de
incubacidn, gque en nuestras condiciones serian dafiinas para
la viabilidad celular.

De esta forma, se adaptd la incubacidn de céluias
de Leydig en pfesencia conjunta de los anticuerpos antites-
tosterona y antiprogesterona, comparado a Ta vez en incuba-
ciones con cada tipo de anticuerpo empleados en forma
separada. Si TJas células secretoras para cada esteroide
fuesenh subpobiaciones aistintas se habria esperado que Ta
proporcion de células secretoras en presencia de ambos
anticuerpos, fuera equivalente a la suma de ambos anticuer-
pos o al menos significativamente superior a la proporcidn
de células secretoras sdlo de testosterona o progesterona.
Los resuitados obtenidos, lievan a pensar que al menos un
tipo celular tiene la capacidad de sintetizar y secretar
Tos esteroides estudiados. '

A la luz de los resultados obtenidos, se puede
sostener que efectivamente las células de Leydig se encuen-
tran sometidas a microambientes regulateorios particulares a
cada célula. Dé esta forma, cada céluia responde secretora-
mente en forma heterogeénea dado gque 1a via se modifica por

la participacidon de ‘'varios Tactores. Probablemente 1la
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hormona hipofisiaria es el factor regulatorio mas impor-
tante, para condicionar a un nimero mayor de céluias a la
actividad secretora, como en este estudio se pudo determi-
nar. Estudios conjuntos con RHPA y técnicas inmunocitoqui-
micas que se puedan adaptar, podrian ser de gran utilidad
para precisar la accidn reguladora de los otros factores

finos de regulacidn del proceso esteroidogénico.

144




CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en esta investigacion
permiten concluir que:
1. E1 ensayo de placa hemolitica reversa es un metodo que
detecta 1la secrecidn de esteroides en forma especlifica
desde células de Leydig individuales y caracteriza subpo-
blaciones de células de acuerdo a la actividad secretora Yy
al tamafio de cada célula.
2. Existen subpoblaciones de células de Leydig secretoras y
no secretoras de testosterona y progesterona. Una propor-—
cidn de 1a§ céluias secret;ras, pareciera liberar ambos
esteroides.
3. Las cé&lulas secretoras de ambos esteroides son de menor
tamafio que las células no secretoras.
4, La influencia 1uteofr6fica es el factor principal sobre
Ja sintesis y secrecidn de esteroides; otros factores
estudiados actlan de manera inhibitoria sobre Ta proporcidn
de células secretoras.
5. La heterogeneidad en la funcidn secretora descrita en
este estudio se puede relacionar a la condicidn in vivo de
acuerdo a los estados del ciclo espermatogénico en el

tibulo y la dependencia de testosterona que esta actividad

tiene.
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