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RESUMEN

En este trabajo se estudia si las respues-
tas tempranas y tardias de la LH/hCG se encuentran modifi-
cadas en la célula de Leydig desensibilizada por una dosis

Unica y elevada de hCG (100 UI).

Es bien conocido que la hormona luteinizante (LH)
0 su analoga la gonadotrofina coridénica humana (hCG), son
las principales hormonas reguladoras de la sintesis de
testosterona en las células de Leydig. La accidén de LH/hCG
comienza con la unién a receptores especificos localiza-
dos en la membrana plasmatica de la célula de Leydig.
Este evento estimula una serie de respuestas, clasifica-
das como tempranas y tardias de acuerdo a la secuencia

temporal de la interaccidén hormona-receptor.

Se estudid la metilacidn de fosfolipidos, la
que fue caracterizada como respuesta temprana de la accidn
de LH/hCG en la célula de Leydig. Esta observacidén se basé
en la utilizacidén de tres aproximaciones experimentales:
el uso de inhibidores de las reacciones de metilacidén de
fosfolipidos, la incorporacidén de 3H-metionina a fosfoli-
pidos totales de las membranas en células intactas y la

determinacidn de la actividad enzimatica fosfolipidometil-




transferasa (FMT) in vitro mediante 1la incorporacidén de
3H—S—adenosilmetionina (SAM) en suspensiones libre de
células. Nuestros resultados con inhibidores de las reac-
ciones de metilacién de FL, sugieren que estas reacciones
estan participando en la produccién de una parte de los
esteroides que son estimulados por LH/hCG. Estas gonado-
trofinas aumentan especificamente la incorporacidn del
precursor radioactivo 3H—metionina en células de Leydig
intactas, dependiendo de la dosis de hormona utilizada v

del tiempo de incubacidén con ella.

En células intactas, las metilaciones se
activan por la unién hormona-receptor y no por la produc-
cién de cAMP. Estas observaciones se basaron en estudios
en los cuales andlogos de cAMP y activadores de adenilato
ciclasa no estimularon la incorporacién de metionina
radioactiva a FL. Estos hallazgos fueron corroborados por
los estudios de la accidén de las subunidades individuales
de hCG, que no generan cAMP intracelular, de las cuales

solamente la subunidad B estimulé la metilacidén de FL.

Los resultados de los estudios in vitro
indicaron que la incubacidén previa con hCG y la subunidad
B estimulé la actividad enzimadtica FMT, indicando una
correlacién con los estudios en células intactas. Sin

embargo, otros resultados de este tipo, aparecen como
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contradictorios y se discuten a la luz de las evidencias

de la literatura.

En los animales desensibilizados por una
dosis tdnica y elevada de hCG (100 UI), se observé que la
incorporacidén de 3H—metionina a FL se encuentra inhibida
en el dia 1, 3 y 6 después del tratamiento. Sin embargo la
actividad enzimdtica sélo disminuyé el dia 3 cuando todos
los receptores de LH/hCG se habian internalizado. Estos
resultados permiten plantear la existencia de microdomi-
nios de la membrana en que coexisten cercanamente receptor

vy enzimas FMT.

La sintesis de RNA, una respuesta tardia de la
accién de LH/hCG, también se ve alterada durante la desen-
sibilizacidén con hCG; ésta disminuye en el segundo dia de
tratamiento, después de la disminucidén en la concentracidn
de receptores y en la sintesis de testosterona, indicando
que se trata de un proceso mas lento. Solamente en el dia
12 se recupera la capacidad de sintesis de RNA. Nuestros
resultados indican una disminucién mayor en los RNA poli

adenilados que en los RNA sin poli A.

En conclusién, en este trabajo se demuestra
claramente, que el proceso de desensibilizacidn produce

alteraciones generalizadas de 1la funcionalidad de 1la

A




célula de Leydig. Se observé que aparte de la disminucién
en la sintesis de esteroides, otras respuestas, como la

metilacién de fosfolipidos y la sintesis de RNA, se

encuentran modificadas.




SUMMARY

In this work, we have studied wether early and
late testicular Leydig cells responses to LH/hCG are
modified when animals are previously subjected to desen-

sitization with a single large dose of hCG (100 TIU).

It is well known that luteinizing hormone (LH) is
the main hormone regulating physiological testosterone
synthesis by Leydig cell. The same effect can be obtained
with human chorionic gonadotrophin (hCG), an LH analog.
Different responses classified in a chronological sequence
as early and late events, can be observed when LH/hCG
binds to its own receptor, located in the plasma membrane.
In this study, two events occurring at different times
have been analyzed: a) membrane phospholipid methylation,
characterized in this work as an early molecular event, b)

RNA synthesis, considered a late event.

Phospholipid methylation was classified as
an early action of LH/hCG on Leydig cells on the basis of
results obtained in three experimental designs: a) the use
of inhibitors of phospholipid methylation, b) the incorpo-

ration of 3H—methionine to total membrane phospholipids in
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intact Leydig cells, and c) the phospholipidmethyltrans-
ferase (PMT) enzyme activity in vitro trough the incorpo-
ration of 3H—S—adenosylmethionine (SAM) in free cells
suspensions. The results of this study with inhibitors,
suggest that methylation reactions are partially involved

in testosterone production.

OQur results show a specific dose - dependent
LH/hCG stimulatory effect on phospholipid methylation,
which also depends on the lenght of the incubation time
with the hormone. In intact Leydig cells, the increased
phospholipid methylation depends on hormone-receptor
interaction, and it seems to be independent of cAMP
related events. Indeed, adenylate cyclase stimulators
(cholera toxin and forskolin) fail to cause any effect on
phospholipid methylation. Furthermore, the isolated 8
subunit stimulates phospholipid methylation when it
interacts with LH receptor, in spite of, no cAMP produc-

tion is obtained.

Then, phospholipid methylation could be a
Leydig cell response activated by the ligand-receptor

interaction and not through a cAMP mediated mechanism

Nevertheless, in vitro enzymatic assays

demonstrate that phospolipid methyltransferase activity




may be stimulated not only by previous exposure of cells
to the hormone, but also through a mechanism presumably

involving cAMP dependent phosphorylations.

On the other hand, in desensitized animals,
it can be observed that phospholipid methylation is inhib-
ited at 1, 3 and 6 days after hCG treatment; phospholipid
methyltransferase activity is only inhibited on day 3,
when the entire LH-receptor population has been internal-
ized. In this way it 1is possible to establish a close
relationship between phospholipid methylation and number

of LH receptors localized in the plasma membrane.

Late responses to LH/hCG are also modified
during desensitization. RNA synthesis, mainly RNA poli
(A), decreases the second day after hCG injection. This
has been considered a slow process, since receptors number
and testosterone production decrease the first day after
the hCG treatment. Only 12 days later, Leydig cells regain

their original level of RNA synthesis.

Thus, it appears that desensitization trig-
gers a general alteration of Leydig cells function, which
involves molecular mechanisms associated with membrane,

steroidogenic and nuclear events.




We may conclude therefore that, in addition
to the classical LH/hCG role of stimulating acute testos-
terone synthesis, these hormones can also regulate other
cellular events such as membrane phopholipid methylation
and RNA synthesis at the nuclear level. It seems possible
that both early and late responses may be involved in
sequential molecular regulatory processes associated to

Leydig cell steroidogenic pathway.




INTRODUCCICN

La génada tiene en el proceso reproductive fun-
ciones de producir gametos y hormonas, interrelacionadas ¥
bajo el control del sistema nervioso central (SNC) {Hauger
y col. 1977; Fabbri y col. 1989; Matsumoto y Bremner,
1987). En el testiculo, la funcién endocrina se realiza en
las células de Leydig (Tahka, 1986), que estan localizadas
en el tejido intersticial entre los tiibulos seminiferos
(en cuyo interior se encuentran las células de Sertoli vy
las células germinales en distintos estados de diferencia-
cién (Leblond y Clermont,1952; Parvinen y col. 1986).
Ademds de las células de Leydig, el tejido intersticial
contiene macréfagos, fibroblastos, vasos sanguineos y
vasos linfaticos (Christensen,1975). En la rata, aproxima-
damente el 16% del volumen testicular estd ocupado por
tejido intersticial y menos del 3% por las células de

Leydig (Mori y Christensen, 1980),

La produccidén de andrégencs por las células de
Leydig estd regulada principalmente por la hormona 1lu-
teinizante (LH) la cual es secretada Por la pituitaria
anterior en pulsos de alta actividad biolégica (Waters ¥y

col., 1990; Conn y col., 1987; Clarke y Cummins, 1987).




Este modo de secrecién mantiene la produc-
cién de andrdégenos, de tal forma que cambios en la ampli-
tud y frecuencia de los pulsos secretores se asocia a
variaciones en el estado reproductive (Brook ¥y col.,
1987). A su vez, y en forma reciproca, la secrecién de
gonadotrofinas estd controlada por la secrecién de pro-
ductos de origen testicular sobre el hipotdalamo y la
hipéfisis (Kalra y Kalra, 1983; Bardin y Paulsen, 1981;

Clayton y Catt, 1981).

Se ha demostrado que diversas hormonas pueden
modificar la funcidén endocrina testicular, sin embargo,
en una perspectiva fisiolégica, LH seria la Unica hormo-
na esencial para la produccién y mantencién de la tes-

tosterona (Zipf y col., 1978).

Desde el punto de vista de la regulacién de
la funcién testicular, se ha encontrado que LH/hCG son
capaces de causar una disminucidén del numero de receptores
para LH (down-regulation) cuando se encuentran en una
concentracién aumentada o bien cuando su accidén se prolon-
ga en el tiempo. Si este proceso, demostrado experimental-
mente, no se recupera en presencia de cAMP, se habla de
"desensibilizacién" de la respuesta celular, ya que la
respuesta esteroidogénica se encuentra disminuida frente a

un segundo estimulo de la hormona. Esta es una caracteris-




tica que actualmente ha sido reconocida para muchas hormo-
nas peptidicas y en muchos casos ha sido comprobado su
rol fisioldégico (Sibley y col., 1988). Si bien se ha
demostrado que la funcidén esteroidogénica estia alterada
durante la desensibilizacién de la célula de Leydig, se
desconoce aun si otras respuestas celulares gatilladas
por el estimulo hormonal, se encuentran modificadas. Este
constituye el problema central de esta tesis, donde se
pretende estudiar el proceso de desensibilizacidén de las

células de Leydig inducida por LH/hCG.

Antes de enunciar los objetivos de este
trabajo, conviene resumir algunos antecedentes acerca de
la funcidén esteroidogénica de la célula de Leydig y de los
mecanismos de accidén y regulacidn implicados en ella. Este
resumen lo he dividido en: I Fendmenos de interaccidn en

la membrana y II Fendémenos intracelulares.

I. Fendémenos de interaccién molecular en la membrana

plasmatica de la célula de Leydig.

Todas las sefales quimicas deben atravesar la
membrana plasmdtica para controlar los eventos citoplasma-
ticos y gendmicos de las células blanco, de modo que la

membrana comprende un sitio regulatorio importantisimo de
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las seflales hormonales extracelulares. La transmisién de
la sefial hormonal no es un proceso constante ni fijo para
un ligando quimico determinado, sino por el contrario, es
un proceso variable y adaptative que depende de la dosis
de hormona, de la etapa de desarrollo de la célula blanco
- en relacidn a sus células vecinas - y también del

estado metabdlico de dichas célulasg.

a) Mecanismos de accién de la LH/hCG.

La LH es una hormona glicoproteica y tiene
algunas similitudes estructurales con otras hormonas de
naturaleza glicoproteica como FSH, TSH y gonadotrofina
coridénica humana derivada de la placenta (hCG) (Ryan y
col., 1988; Gray, 1988; Gharib y col., 1990). La hCaG,
debido a su enorme similitud estructural con la LH, es
capaz de reproducir los efectos de la LH al unirse a los
mismos receptores, y por su larga vida media es utilizada

experimentalmente con preferencia a LH (Dufau y Catt,

1980).

Cada una de estas glicoproteinas consiste
en un heterodimero con dos subunidades asociadas no cova-
lentemente: la subunidad o (comin para todas ellas) y una

subunidad B, que le otorga la especificidad biolégica a 1a




hormona { Wilson y ¢0l.,1990). Las subunidades aisladas no
poseen actividad bioldgica por lo tanto la formacidn del
heterodimero es esencial para estimular de la sintesis de
testosterona (T) (Dufau y Veldhuis, 1987). Ambas subuni-
dades son glicosiladas en ciertos residuos ¥ contienen
numerosos entrecruzamientos intramoleculares (Sairam,
1989; Wilson y col., 1990; Browne ¥ col., 1990). Se ha
encontrado que las hormonas con un contenido menor de
carbohidratos (d-hormonas) interactian con el receptor
pero son incapaces de activar eventos intracelulares
(Sairam y Bhargavi, 1985). Desde este punto de vista,
constituirian antagonistas, es decir, compuestos que se
unen al receptor pero no inducen las modificaciones nece-
sarias de la membrana que transducen la sefial, impidiendo
asi la generacidn de ura respuesta celular especifica

(Browne y col., 1990).

La sintesis de testosterona es estimulada princi-
palmente por LH, y su accién comienza por la unién de
esta hormona a receptores de alta afinidad localizados en
la superficie de la membrana plasmitica de la célula de
Leydig (Catt y Dufau, 1978). Entre los diferentes even-
tos a nivel de la membrana plasmidtica que son iniciados
por la interaccidén de LH o hCG con los receptores de la

célula de Leydig, las proteinas que unen nucledtidos de




guanina (proteinas G) tienen un rol importante en 1la
activacién de la adenilato ciclasa de la membrana plas-
mitica (Johnson y Dhanasekaran, 1989). lLas acciones este-
roidogénicas y tréficas de LH sobre la célula de Leydig
serian pues mediadas por la activacidén de proteinas
kinasas A y posterior fosforilacién de proteinas regulato-
rias, incluyende aquellas que controlan las enzimas este-
roidogénicas involucradas en la biosintesié de andrdégenos
(Dufau y Catt, 1978; Catt y col., 1980). Sin embargo,
debido a que LH estimula la sintesis de testosterona a
valores cercanos a la respuesta maxima, antes de que cAMP
sea detectado experimentalmente, algunos autores han
planteado que otros mecanismos, ademds del cAMP, podrian
estar operando en la célula de Leydig (Themmen y col.,
1985a;1985b). Una explicacién probable para la primera
observacién serfa la existencia de una heterogeneidad
citoplasméatica, la cual implica que pequefios cambios en la
concentracién total de cAMP {no necesariamente detectables
experimentalmente) puedan inducir cambios locales en 1la
molécula de proteina quinasa., Estos cambios locales
pedrian ser suficientes para amplificar 1la respuesta
original de LH/hCG activando la proteina quinasa A. Esta
hipétesis fue abordada experimentalmente determinando la
cantidad de cAMP unide a la subunidad regulatoria de 1la

proteina quinasa A, Los resultados indicaron que LH produ-
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cia un aumento en el ndmero de moléculas de la subunidad
regulatoria de la proteina quinasa A unidas a cAMP ¥ una
disminucién del nidmero de moléculas libres de la subunidad

regulatoria { Dufau ¥ col., 1980).

No obstante que estos resultados sugieren
fuertemente que cAMP es un mediador de la accién de LH,
algunos autores postulan que otros sistemas mediadores,

como proteina quinasa C ¥y cat?-

calmodulina, también
podrian estar involucrados en el control de la esterocido-
génesis testicular (Lin, 1985; Hall y col.,1981; Welsh ¥y
col., 1984; Cooke y Sullivan, 1985; Sullivan y Cooke,
1986). Sus observaciones, implicarian que LH activa més de
un mecanismo transductor (proteina quinasa A y proteina
guinasa C}. Aunque ambas propuestas (la compartamentaliza-
cién de cAMP y otros sistemas de transduccidn como pro-

teina quinasa C y cat?

-calmodulina) pudieran no ser ex-
cluyentes, es posible pensar, gque mecanismos alternativos
al cAMP estén operando en células distintas, empleando

distintos segundos mensajeros intracelulares.

Recientemente, se ha postulado, que la
accién de la LH/hCG involucra canales de Cl~ (Duchatelle
Yy Joffre, 1987) y que este seria un mecanismo que opera,
previamente a la produccién de cAMP (Choi ¥y Cooke, 19394Q).

Estos antecedentes se basan en estudios con bloqueadores
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de canales de Cl~ los que inhiben la respuesta esteroido-
génica estimulada por LH a bajas concentraciones de hormo-
na (< 1 ng/ml) y no a concentraciones elevadas (100

ng/ml).

LH también ejerce acciones tréficas sobre
la célula de Leydig a nivel de su crecimiento y diferen-
ciacidén, lo que se pone en evidencia por cambios de la
morfologia celular durante el desarrocllo sexual del animal
(Bordy y col., 1984; Knorr y col., 1970). La accidn
crénica de LH sobre la célula de Leydig involucra una
regulacidn de los receptores de membrana para LH y
prolactina, como asi mismo otros procesos de membrana,
procesos intracelulares relacionados con la via esteroido-
génica que conduce a la secrecidén de andrégenos y proce-
sos a nivel gendmico entre los que se encuentran la sinte-

sis de RNA y proteinas (Dufau y Catt, 1978).

b) Caracteristicas de los receptores testiculares para LH.

La existencia de los receptores de LH/hCG en
la membrana plasmatica de la célula de Leydig del testicu-
lo ha sido demostrada por una serie de metodologias entre
las que se incluyen estudios de microscopia electrénica,

enzimaticos e inmunoquimicos (Dufau y Catt, 1978).




Los receptores gonadales para LH/hCG se han
caracterizado recientemente y se los identifica como
glicoproteinas de transmembrana de estructura dimérica
con un PM de 190,000 ( Mc Farland y ceol., 1989; Frazier y

col., 1890; Ascoli y Segaloff, 1989).

La capacidad de unién del receptor de LH en la
rata adulta es de 1 pmol/g de tejido, que es equivalente a
20000 sitios de unién por célula de Leydig (Dufau y Catt,
1978). Esta concentracidén de receptores es excesiva en
relacién a la respuesta esteroidogénica, es decir, para
obtener una respuesta esteroidogénica maxima, basta con la
ocupacidén de alrededor de un 1-10% de los receptores de LH
(200- 2000 receptores en promedio). Después de 1la
saturacién de los receptores de LH con hCG in vivo, el
complejo hormona-receptor se internaliza en un proceso
relativamente lento { 6-24 h) (Hermo y Lalli, 1988; Conn y
col., 1978; Dufau y col., 1984; esta tesis). Reciente-
mente, empleando anticuerpos monoclonales para el receptor
luteotréfico se ha demostrado que la unién de LH no esti-
mula la sintesis de T, a mencs que vaya acompafiada de una
microdistribucidon del complejo hormona-receptor {Barafiao y
Dufau, 1983; Hsueh y col., 1976 }. Estudios con mé&todos
de fotoblanqueado han demostrado que la constante de
difusidén de los receptores ocupados con hCG es sustancial-

mente menor que cuando estan ocupados con LH. Tan marcada
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diferencia en la movilidad lateral podria explicar la
menor velocidad de internalizacién observada complejo
hormona-receptor con hCG que con LH (Niswender y col.,
1983). La microagregacidén de un limitado nimero de
receptores es indispensable para la activacidn de 1la
adenilato ciclasa y posterior produccién de T, y conduce
a un fendémeno mas generalizado de macroagregacidn y
"capping" de los receptores de LH. Este proceso que ini-
cialmente causa la activacién de la sintesis de andrége-
nos, causa también un periodo de insensibilidad en 1la

respuesta de la célula de Leydig.

c) Regulacién de los receptores de LH

La regulacidén de los receptores es decisiva en
la modulacién de la respuesta de la célula blanco a la
estimulacién hormonal. Muchas hormonas proteicas modulan
la sensibilidad de sus tejidos blanco regulando el ntmero
de receptores de la membrana celular, como es el caso de

LH en las células de Leydig de la rata madura (Huhtaniemi

y col., 1982). Se ha observado ademds, que otros ligandos
tales como prolactina (PRL), FSH, estrdégenos, arginina -
vasotocina (AVT), factores semejantes a LHRH y otras

sustancias quimicamente indefinidas producidas por Sertoli
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son capaces de regular el ntimero de receptores para LH
{Ota ¥y col., 198683 Chan y col., 1981). BEn roedores, FSH y
PRL parecen tener un rol central en la regulacidén de los
receptores para LH especialmente en la induccidén de recep-
tores durante el periodo puberal (Huhtaniemi ¥ col.,
1984); por este proceso, la exposicién a dicha hormona
aumenta la unién posterior a LH {(Chen y Payne,1977; Hsueh

¥y col., 1978).

Al menos dos mecanismos diferentes parecen
estar implicados en la regulacién positiva de los recep-
tores de LH. Tratamientos cortos de los animales con la
hormona o bien una dosis fisiolégica de LH, induce una
elevacién lenta peroc sostenida del nimeroc de receptores
hoemélogos (up - regulation), la que se evidencia después
de 1-2 dias. Esta situacidn parece ser el resultado de la
accidn tréfica de LH sobre la induccién y mantencidén de

los receptores de LH en la célula de Leydig.

Por el contrario, una dosis tnica suprafi-
siolégica de LH (1-10 ng) produce un aumento rdpido de los
receptores 3-8 h después de la administracién {(Huhtaniemi
¥y col., 1978}, Esto se explica por el desenmascaramiento
de los receptores cripticos y/o incorporacién de recep-
tores pre-sintetizados en la membrana ya que esta situa-

cién no es modificada por inhibidores de la sintesis
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d)

proteica (Barafiao y Dufau, 1983). Sin embargo, después
del aumento inicial transiente de los receptores (up-
regulation), altas dosis de LH inducen una importante
disminucidn del namero de receptores para LH (down-
regulation) seguido por una respuesta disminuida de 1la
célula de Leydig a una posterior estimulacidén hormonal
{(desensibilizacién) (Hsueh y col., 1977{ Catt ¥y col.,

1979; Cigorraga y col., 1978}).

Activacién hermonal de la Adenilato Ciclasa

El mecanismo por el cual las hormonas
estimulan la adenilato ciclasa involucra una modificacién
de proteinas G ( Rodbell, 1880). Estas forman una comple-
Ja familia de heterotrimeros asociados a la membrana y
estdn compuestas por las subunidades a, $§ ¥ t. Las difer-
encias en la subunidad a sirven para distinguir a las
diversas proteinas G hasta ahora encontradas (Birnbaumer v
col., 1991). La subunidad a contiene el sitio de unidn a )
nucleétidos de guanina, que en el estado inactivado esti
ocupado por GDP y en el estado activo por GTP {(Fig.1l). La
subunidad a posee también una actividad GTP-asga y contiene
los sitios para la ADP-ribosilacién catalizada por toxinas

bacterianas. En presencia de la hormona o del agonista,

20




GTP
'GTP AdCyc
s {inactivo)
INTERNALIZACION .
| 5 P
H+R—H- L/H -R- Ga‘ /olg AdCyc (inactiva)
GDP GTF ATP
Gc;s cAMP+ PPi
/ x\\“““——f*s
GDP cbp

FI1G.1 ESQUEMA DEL MECANISMO DE ACTIVACION DEL SISTEMA
ADENILATO CICLASA.

H: Hormona; R: Receptor; Gs: Proteina Gs {({estimulatoria),
subunidad regulatoria de la Adenilato ciclasa (AdCyc s);
a,8 y gama: Subunidades de la proteina Gs; AdCyc: enzima
adenilato ciclasa, GTP: guanosina 5'~trifosfato, GDP:
guanocsina 5'~difosfato
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los receptores activan las proteinas G catalizando el
intercambio del GDP unido por GTP (Allende, 1988), La
unién de GTP produce la disociacidn de los complejos Bx y
a-GTP. El complejo a—-GTP regula la actividad de 1la adeni-~
lato ciclasa a través de la subunidad ag (GS) ( que puede
ser ADP ribosilada por la toxina del célera), responsable
de la activacién de la adenilato ciclasa, como asi también
por a4 (Gi) {sustrato de la toxina pertussis), responsable
de la inhibicidén de la adenilato ciclasa (Johnson y Dha-

nasekaran, 1989).

La adenilato ciclasa de células de Leydig es
dependiente de la adicién de nucledtidos de guanina para
la respuesta hormonal (Dufau ¥ col., 1980). Asi, su
estimulacién por LH/hCG aumenta en presencia de analogos
de GTP no hidrolizables (Gpp(NH)p). La unién de este
nucleétido a membranas de células de Leydig reveld un
sitic de unién de alta afinidad (Ka 1-3 x 107M“1) v de
alta capacidad {5-20 pmol/mg de proteina de membrana).
LH/hCG estimulan la unién de Gpp(NH)p en forma dosis
dependiente. La concentracién del nucledtido unide a las
membranas es mayor que el nimeroc de sitios de unién para
LH/hCG, sugiriéndose una amplificacidén de la reaccidn de
unién de la gonadotrofina (Dufau y col., 1984). La inter-
accidon del complejo hormona-receptor con la subunidad

regulatoria G implica un desplazamiento de estas proteinas

22




a través de la membrana plasmatica y va acompahada de un
reemplazo de GDP por GTP lo que en definitiva se traduce
en una activacidén de esta subunidad y la posterior activa-
cién de la subunidad catalitica de la adenilato ciclasa.
La cantidad de cAMP producido como consecuencia de esta
activacidén enzimatica, por muy pequefia que sea, es capaz
de estimular a la proteina quinasa A (PK A) (Catt y col.,
1980), generando una cascada de fosforilaciones proteicas
dentro de la célula de Leydig. Las células de Leydig
tienen la capacidad de responder con la maxima produccién
de T, al ser estimuladas con concentraciones bajas de
LH/hCG (del rango de 1 a 5mUI/ml, 10_13M), las que generan
un aumento apenas detectable en los niveles intracelulares
de cAMP ( 2 x 10_9M) ( Brown y Bhalla, 1991). El1 cAMP
producido ocupa sélo un 15 a un 20% de los sitios de uniédn
que existen para este nucledtido ciclico dentro de la
célula y que corresponden en su mayor parte a la subunidad
reguladora de la proteina quinasa A. El aumento de la
concentracién de LH/hCG se traduce en una mayor produccién
de cAMP y proteinas quinasas, sin embargo, esto no repre-

senta una mayor sintesis de testosterona.
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e) Ca*z v reguladores paracrinos de la funcién esterocido-

génica.

La mayoria de los procesos bioldgicos re-
quiere de Ca+2, al menos como agente permisivo. En la
esteroidogénesis de la célula de Leydig, el cat? parece
tener un rol regulatorio ( Hall y col., 1981; Welsh ¥
col., 1984; Lin, 1985; Cooke y Sullivan, 1985), ya que la

produccidén maxima de testosterona estimulada por LH sélo

+2

puede ser alcanzada en presencia de Ca . Sin embargo, la
accidén de Ca+2 requiere de calmodulina, ya que trifluo-
perazina , un inhibidor de calmodulina, inhibe la accién
esteroidogénica de LH ( Hall y col., 1981). Algunos

estudios sugieren que calmodulina esta involucrada en el
transporte de colesterol a la mitocondria y que proteinas

quinasas dependientes de Ca.+2

-calmodulina estan involu-
cradas en el control de la esteroidogénesis testicular

(Hall y col., 1981) (Sullivan y Cooke, 1986).

Aunque LH es el factor hormonal principal
que regula la funcidén de la célula de Leydig, estas célu-
las reciben otros estimulos hormonales que ejercen una
accion moduladora de la funcién celular. Algunos de
ellos ejercen una accidén paracrina (al ser secretadas por
células vecinas) a través de receptores especificos

localizados en la membrana plasmaAtica de las células de




Leydig (Sharpe, 1986). Sin duda, entre los principales
reguladores paracrinos de la funcién de la célula de
Leydig estdn leos péptidos semejantes a LHRH, presumible-
mente secretados por las células de Sertoli, gque ejercen
efectos estimulatorios e inhibitorios directamente sobre
las células de Leydig (Hsueh y Jones, 1981; Bourne y col.,
1982; Sharpe y Cooper, 1982a; Sharpe, 1983; Sharpe y Coo-
per,1983; Browning y co0l.,1983) a través de segundos men-
sajeros diferentes de cAMP. Se ha encontrado, que el fac-
tor semejante a LHRH induce cambios en el metabolismo del
fosfatidilinositol, permeabilidad al ion Ca+2 ¥ produc-
cién de prostaglandina E (Cooke y co0l.,1984; Molcho ¥ col.
1984). Otros péptidos de origen neurohipofisiario, la
arginina-vasotocina(AVT) y arginina-vasopresina(AVP) ejer-
cen una accidn antigonadal a través de receptores locali-
zadogs en lag células de Leydig, (Meidan y Hsueh, 1985;
Adashi y Hsueh, 1982) presumiblemente via la subunidad
Gai de la adenilato ciclasa (Adashi y Resnik, 1984). Tam-
bién se han encontrado en estas células, receptores para
prolactina (PRL), factor de crecimiento semejante a insu-
lina (IGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF) cateco-
laminas y benzodiazepina (Ascoli, 1981; Welsh y Hsueh,
1982; Meidan y Hsueh,1985; De Souza y co0l.,1985; Handels-

man y col., 1985; Anakwe y col. 1885).
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La funcién esteroidogénica era considerada
la tdnica funcidén de la célula de Leydig pero actualmente,
es evidente que estas células sintetizan otros compuestos
bicactivos como péptidos derivados de la proopiomelanocor-
tina {POMC){Shu-Dong y col., 1982; Margioris y col., 1983)
y también un factor con actividad semejante a la renina
{Parmentier ¥y col., 1983), ambas involucradas en el con-

trol paracrino y autocrino de la funcidén testicular.

Cualgquier tejido que contenga numeroscs
tipos celulares necesita una coordinacién de las funciones
de los diferentes tipos celulares, pero en el testiculo,
donde practicamente todas las funciones estdn reguladas
por LH y ¥SH, surgen dudas sobre la necesidad de una
regulacidén de ese tipo. Sin embargo, los mecanismos de
control local sirven de mediadores o moduladores de la
accidén de las gonadotrofinas de acuerdo a los requerimien-
tos locales v existen ademds, factores adicionales relaci-
onados con la organizacién estructural tnica del testiculo
que potencian la importancia de las regulaciones paracri-
nas {(Sharpe, 1986). Recientemente, se ha demostrado que
la T, pero no otros productos de las células de Leydig,
Juega un rol fundamental en muchas de estas interacciones,
de aqui la importancia de que la produccidén de esta hormo-

na en las células de Leydig esté sometida a un control
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fino de regulacién (Sharpe y col., 1990; Saez y col.,

1989) (Fig. 2).

II Fendmenos intracelulares

a) Estercidogénesis.

La célula de Leydig estid altamente especial-
izada en la sintesis y secrecidén de andrégenos. La organi-
zacidén de las enzimas gue participan en lg esteroidogéne-
sis esta compartamentalizada en la mitocondria, reti-
culo endoplésmiceo liso (REL}) ¥ citoplasma. La testostero-
na es sintetizada a partir del colesterol gue es captado
por la célula (también existe sintesis de noveo) y trans-
portado a la mitocondria donde se produce la ruptura de
la cadena lateral para formar pregnenolona (Shikita ¥
Hall, 1974). La posterior conversién de pregnenolona a T
ocurre en el REL y requiere al menos 4 reacciones enzi-
maticas catalizadas por las siguientes enzimas :17 a-
hidroxilasa, C 17 -20 liasa, 17 B-hidroxiesteroide deshi-
drogenasa 3r4?—3 ketoisomerasa. La secuencia enzimatica ¥y
las contribuciones relativas de las vias A% v A% varian
seguin la especie. En la rata, la via preferida es laE%

(Fig. 3).
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AV P

PRL

Sertoli

FIG. 2 PARTICIPACION DE FACTORES REGULATORIOS ENDOCRINOS
PARACRINOS Y AUTOCRINOS SOBRE LA FUNCION DE LA
CELULA DE LEYDIG. ’

H: Hipotalamo; P: Pituitaria; LH: Hormona Luteinizante;
FSH: Hormona Foliculo Estimulante; C: Vaso Capilar; AVP:
Arginina-Vasopresina; LHRH: Hormona liberadora de gonado-
trofinas; LHRH#*: Péptido semejante a2l factor liberador de
gonadotrofina; PKA :Proteina Quinasa dependiente de cAMP;
PKC: Proteina Quinasa C; Col: Colesterol; Preg: Pregneno-
lona; N: Nicleo; T: Testosterona: E: Estradiol; PRL:
Prolactina; M: Membrana Basal.
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Membrano caluler

-
LH/hCG COLESTEROL- PREGNENOLONA
n A1
45 3p- Higrozinsternioe deshidro
PROGESTERONA UV

l Tl - hid:cailau‘

I7-HIDROXIPROGESTERONA REL
l C7-20 liaso

ANDROSTENEDIONA v '\
17- cotoestarnide reduilasa

TESTOSTERONA

Aromotase

ESTRADIOL

FIG. 3 RUTA ESTEROIDOGENICA DE LA SINTESIS DE TESTOSTE
RONA. (Ruta 4~ eno, preponderante en la rata).
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La testosterona sintetizada, es aromatizada
a estradiol (Ez) por la enzima aromatasa (Valladares vy
Payne, 1980), una mono-oxigenasa dependiente de citocromo
P-450, cuya actividad es regulada por LH/hCG (Tsai-Morris
y col., 1985}. El E, es sintetizado en la célula de Leydig
del animal adulte y su secrecidén aporta a la circulacidn
periférica entre un 20 y 25% de los estrégenos circulantes
totales. Aunque la secrecidén de Eo testicular puede ser
de poca importancia & nivel periférico, es considerado
actualmente uno de los principales responsables de 1la
regulacidén autocrina testicular ya que es un factor impor-
tantisimo en la regulacidén del proceso esteroidogénico
(Payne y Valladares, 1980; Valladares y Payne, 1979; Ronco

¥y col., 1988).

Logs antecedentes acerca del proceso esteroi-
dogénico en la célula de Leydig , ¥ de su activacién por
LH/hCG y de otros agentes, resumidos en I y II, nos permi-
ten analizar el fendmeno de la desensibilizacién, proble-

ma central de esta tesis.

Lé estimulacidén hormonal de células y teji-
dos da inicio a una serie de reacciones bioquimicas
caracteristicas gque constituyen la respuesta celular
especifica a una hormona determinada. Un rasge funcional

en los sistemas de transduccidén de sefiales es la adapta-
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cidn de la célula blanco a la presencia continua de la
sefial extracelular, lo cual produce una serie de modifica-
ciones de la funcionalidad de dicha célula. Un ejemplo de
estos hechos lo constituye el proceso de desensibilizacidn
inducido por hormonas, que ha sido descrito para un gran
nimero de hormonas (Tell y col., 1978) en diferentes tipos

celulares.

El modelo experimental de desensibiliza-
cién, ha sido frecuentemente utilizado para conocer los
mecanismos de regulacidén de la funcionalidad de la célula
de Leydig. Se ha encontrado que la elevacidédn de los
niveles de LH circulantes, ya sea fisiolégicamente o por
una dosis farmacolégica de la hormona, produce una altera-
cién en la respuesta de la célula de Leydig frente a un

estimulo posterior de LH/hCG.

Hsueh y col., (1976) y Sharpe (1976) fueron
los primeros en informar que el proceso de desensibiliza-
cién iba acompafiado de una disminucién del nimero de
receptores testiculares para LH (down-regulation)
(Melner y Abney, 1980). Ellos describieron también que
este fendmeno producia una disminucidén del cAMP, conma
consecuencia del desacoplamiento entre receptor-adenilato
ciclasa (Ezra y Salomo, 1980), ¥y de la produccidén de

testosterona durante las primeras horas después del
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tratamiento hormonal. La pérdida de la respuesta de tes-
tosterona después del tratamiento con hCG era inicialmente
raralela a la pérdida de la respuesta de cAMP, reflejando
que la pérdida de la actividad esteroidogénica era conse-
cuencia de la accién reguladora del cAMP sobre la sintesis
de testosterona (Catt y Dufau, 1978). Sin embargo, algunos
autores encontraron que la desensibilizacidén de la
respuesta de cAMP no era la responsable de 1la ausencia de
respuesta de T, ya que la desensibilizacién esteroidogéni-
ca no era revertida por la adicidén de andalogos de cAMP in
vitro (0'Shaughnessy y Payne, 1982; Chasalow y col.,

1979).

La recuperacién de la respuesta de testoste-
rona ocurria cuando soloc un pequefio porcentaje de 1los
receptores y cAMP habia reaparecide, indicando la presen-
cia de receptores de "reserva" en relacién a la esteroido-

génesis (Sharpe, 1977; Zipf y col., 1978).

Esta estrecha relacidén entre contenido de
receptores de LH y respuesta de cAMP durante la desensibi-
lizacidén inducida por hCG, indica que la mayoria de los
sitios de unidén funcionales en la célula de Leydig, estén
acoplados al sistema adenilato ciclasa (Browne y Bhalla,

1991).
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En la rata madura, la desensibilizacidén de
la célula de Leydig no estia solamente asociada con modifi-
caciones de la membrana plasmdtica sino que también a
cambios funcionales de la maquinaria sintetizadora de
androgenos. La desensibilizacidén intracelular estda asocia-—
da con varias lesiones especificas en la via de la biosin-
tesis de T, que estédn relacionadas, aunque no sean su
causa, con el grado de down-regulation de los receptores y
con la desensibilizacidén de la adenilato ciclasa inducida
por LH/hCG (Cigorraga y col., 1978; Chasalow y col., 1979;

Hsueh y col., 1977).

Se han identificado por lo menos dos defectos en
la via esteroidogénica gque conducen a una disminucidn en

la sintesis de T.

1) Lesién en las primeras etapas de la via, es decir,
antes de la produccién de pregnenclona. Se piensa que
este defecto seria consecuencia de un aumento de 1la
proteina mitocondrial que inhibe la actividad de
clivaje de la cadena lateral del colesterol (Hattori y
col., 1984). Esta lesién, se produce al tratar con
grandes dosis de hCG, y va acompafiada de una impor-
tante pérdida del nimero de receptores (70%), lo que
conduce a una disminucidén de la produccién de pregne-

nolona y testosterona.

33




2) Lesidén de las enzimas microsomales, cuyo resultado es
una disminucién de las actividades de enzimas microso-
males 17 a- hidroxilasa y Cy7_p0 liasa, y la produc-
cidén con dosis menores de LH/hCG, de una pérdida de
aproximadamente un 50% de los receptores de LH (Dufau
y Catt, 1978; Nozu y col., 1981b; Nozu y col., 1981c).
El grupo de Dufau (Nozu y col.,1981a; 1981b ; Cigorra-
ga y co0l.,1978) ha propuesto que esta lesidn seria una
accidén regulatoria negativa del estradiocl como conse-
cuencia de la activacidén de la aromatasa por LH/hCG
(Aquilano y Dufau, 1983). Esta regulacién estaria
mediada por el receptor de estradiol ya que en presen-
cia de LH se encontré un aumento de los receptores
nucleares para E,y (Nozu y col., 1981b). Esta hipétesis
esta apoyada por resultados que indican que las
células de Leydig fetales y neonatales no se desensi-
bilizan, lo que coincide con una ausencia de receptor
de estrdégenos a esa edad (Huhtaniemi y col., 1984;

Warren y col., 1982; Keel y Abney, 1985).

Estos antecedentes estan indicando que el proceso
esteroidogénico se encuentra totalmente alterado en la
célula de Leydig desensibilizada. Sin embargo, no se
conoce en estos momentos si existen otras respuestas
mediadas por LH/hCG que se vean alteradas durante la

desensibilizacidn.

{
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Las respuestas de LH/hCG se han clasificado
en tempranas y tardias seguin la relacién temporal de ellas
con la interaccién hormona - receptor. En este trabajo se
analiza una respuesta temprana y otra tardia que son
inducidas por LH/hCG, y se estudia su modificacién du-
rante la desensibilizacidén de la célula de Leydig.
Consideramos como una respuesta temprana, la metilacién de
fosfolipidos en la membrana plasmdtica y como respuesta

tardia la sintesis de RNA.

Reacciones de Metilacién de Fosfolipidos.

La mayoria de las funciones de la membrana plas-
matica estadn relacionadas con la composicién y organiza-
cién de las proteinas y lipidos que la constituyen. En
algunos casos, como se ha observado en células de Leydig,
el contenido fosfolipidico puede modificarse por la
accidén hormonal (Lowitt y col., 1982). En las células de
Leydig, el principal componente fosfolipidico es 1la
fosfatidilcolina, la cual puede ser sintetizada por via
de las transmetilaciones y por via de la CDP-colina (Mato
vy Alemany, 1983; Pritchard y Vance, 1981). Esta dltima es
la principal ruta metabdélica para la sintesis de fosfati-

dilcolina (FC), sin embargo, actualmente existen eviden-




cias que 1indican que varias hormonas estidn regulando la
sintesis de la fosfatidilcolina a través de reacciones de
metilacién (Sariba-Schraby y col., 1984; Milvae ¥y col.,
1983; Kelly y col., 1985; Hirata y Axelrod, 1980; Merida y

Matco, 1987; Llanos y Meizel, 1983).

Se ha observado que la unién de algunas hormonas
¥y otros efectores proteicos a su receptbr egpecifico,
produce la activacidn de la N- metilacidén de FL. lo que
ha llevado a proponer que la metilacidén de FL tiene una
funcidén regulatoria en la transmisidén de la sefial hormonal
dentro de la membrana {(Hirata y col., 1979; Mato y Alema-

ny, 1983; Nieto y Catt, 1983).

En estas reacciones de metilacidn, participa lg
enzima fosfolipidometiltransferasa (FMT) que se encuentra
ubicada tanto en la membrana plasmética como en la mem-
brana microsomal. La enzima cataliza la transformacidn de
fosfatidiletanolamina (FE) a fosfatidilcol%na {FC) (Fig 4
y 5 ), a través de sucesivas metilaciones que utilizan
S—-Adenosilmetionina {SAM) como agente dador de grupos
metilo {(Vance y Ridgway, 1988). El posible rol de la
metilacién de FL en la transduccidén de la sefial biolégica
ha interesado a varios grupos de investigacidén en los
iltimos afios (Hirata y Axelrod, 1980; Mato y Alemany,

1983; Nieto y Catt, 1983; Llanos y col., 1985), gque han
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FIG.4 CONVERSION ENZIMATICA DE FOSFATIDILETANOLAMINA A
FOSFATIDILCOLINA.
FE: Fosfatidiletanolamina; FME: Fosfatidilmonometiletano-
lamina; FDE: Fosfatidildimetiletanolamina; FC: Fosfatidil-
colina; SAM: S-adenosilmetionina; FMT:enzima fosfolipi-

dometiltransferasa.
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FIG.5 CICLO DE LA METIONINA Y MECANISMO DE CONVERSION
INTRACELULAR A S-ADENOSILMETIONINA (SAM).
MECANISMO DE ACCION DE 3-DZA, INHIBIDOR DE LAS
REACCIONES DE METILACION DE FOSFOLIPIDOS (FL)..

A: Enzima S-adenosil homocisteina hidrolasa; B: Enzima
Fosfolipido - metiltransferasa (FMT); {(-): Efectc inhibi-

torio de 3-DZA sobre la actividad de la enzima S-adenosil
homocisteina hidrolasa.
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utilizado distintos modelos experimentales para su estu-
dio. Dentro de estos grupos, se destacaron Hirata y Axel-
rod (1980), quienes postularon que la activacién de las
enzimas FMT producia un aumento en la fluidez de la
membrana plasmidtica lo que tendria importancia en los
distintos procesos asociados a ella como son: exposicidn
de receptores, acoplamiento entre las subunidades del
sistema adenilato ciclasa, la regulacién del transporte
activo de moléculas y la secrecidn por exocitosis. Ellos
propusieron la existencia de 2 enzimas FMT con diferente
distribucién en la membrana plasmética. Sin embargo,
recientemente, se logré purificar la enzima, a partir de
microsomas hepédticos, y se encontré que las tres activi;
dades metilantes estaban en una sola proteina de 18 KD

{Vance y Ridgway, 1988).

La aplicacidén de estos procesos de membrana al
mecanismo de accién hormonal plantea que la formacidén del
complejo hormona- receptor activaria las enzimas FMT por
un mecanismo ne aclarado adn, lo que facilitaria la
transmisién de la sefial hormonal. Se ha descrite gque
agonistas B - adrenérgicos producen un aumento de la
metilacién de FL en reticulocitos (Hirata y col., 1979) ¥
en células de astrocitomas (Mac- kenzie y Brophy, 1984)
mientras que glucagén (Castafio y col., 1980) y la isopre-

nalina {Marin-Cao y col. 1983) producen el mismo efecto




en hepatocites y la TSH en células tiroideas (Prasad y
Edwards, 1984). Este fendmeno se ha asociado a 1la
activacién de la adenilato ciclasa y a la posterior
respuesta celular. Sin embargo, en procesos no ligados a
la accién hormonal, también se ha postulado que las reac-
ciones de metilacién de FL estarian involucradas; en la
liberacién de histamina en mastocitos (Izhizaka y col.,
1980; Siraganian, 1983) ¥y en células basofilicas de ratas
leucémicas estimuladas con Ig E (Crews y col., 1980; Crews
vy col,, 1981)., En espermios de mamifero se ha encontrado
una relacién directa entre capacitacidn espermatica,

+2

metilacién de FL, entrada de Ca y actividad fosfolipasi-

ca (Llanos y Meizel, 1983).

Concretamente en células de Leydig, también
se ha estudiado la posible participacidn de las reacciones
de metilacidn de FL en la transmisidn de la sefial hormonal
de LH. Nosotros hemos planteado la hipdtesis que las
reacciones de metilacidén de FL estarian implicadas en la
accidén de la LH/hCG. Esta conclusién se basa en experimen-
tos utilizando inhibidores de las reacciones de metila-
cidn como 3-DZA y HTL, donde encontramos una inhibicidn
de la sintesis de T in wvitro {Llanos y col., 1985).
Resultados similares fueron obtenidos previamente por

Nieto y Catt (1983), quienes encontraron una elevada
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actividad enzimAtica FMT en células de Leydig, la que era
estimulada por hCG, toxina del cdlera (TC) 6 8 Br-cAMP,
concluyendo que en la activacién de la enzima estaria

implicado un mecanismo mediado por cAMP.

Sintesis de RNA .

Entre las respuestas de la célula de Leydig
a un estimulo de LH/hCG se ha considerado tradicionalmente
que la sintesis de RNA ¥y proteinas constituyen eventos
tardios, ¥a que se producen como consecuencia de tra-
tamientos crénicos con la hormona. Nosotros estudiamos la
sintesis de RNA en las células de Leydig desensibilizadas,
dando a conocer previamente algunos antecedentes de esta

respuesta tardia.

La accidén trdéfica de LH/hCG sobre la célula de
Leydig involucra una accidén a nivel gendmico; la estimula-
cién de la esteroidogénesis testicular regquiere de la
sintesis sostenida de RNA y proteinas (Mendelson y col.,
1975; Cooke y col., 1975; Coocke ¥y col., 1979). Se han
obtenide evidencias indirectas del efecto de la LH sobre
la sintesis de RNA través del uso de inhibidores de la

sintesis de RNA. Mendelson y col., (1975} han demostrado
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que cicloheximida y puromicina son capaces de inhibir la
respuesta esteroidogénica estimulada por hCG y que la
actinomicina D o la cordicepina reducen notoriamente esta
respuesta esteroidogénica. Estos efectos eran similares
cuando se estimulaba la sintesis de T con el mediador
intracelular de LH: cAMP. Sin embargo, estos compuestos
no inhibian la formacidén de cAMP producida durante la
estimulacidén hormonal. Se ha demostrado que LH/hCG in vivo
aumenta la incorporacién de 3H—uridina a RNA en células
intersticiales de ratas inmaduras (Reddy y Villee, 1975).
Estas observaciones fueron corroboradas por nosotros
(Valladares y Ronco, 1984) donde demostramos una accién
directa de LH sobre la sintesis de RNA en células de
Leydig de ratas inmaduras. Estos efectos eran depen-
dientes de la dosis de hCG utilizada e imitados por cAMP,
sugiriendo que la estimulacidén de la sintesis de RNA era

un proceso mediado por el sistema adenilato ciclasa.

Este efecto estimulatorio de LH/hCG sobre 1la
sintesis de RNA sdélo fue detectado en ratas inmaduras
(20-30 dias de edad), y afectd preferentemente a los RNA
poliadenilados (Valladares y col., 1986). No se encontré
accién de otras hormonas o reguladoras de la funcién
esteroidogénica como LHRH, argininavasopresina (AVP) ¥y
FSH, demostrando que el efecto de LH/hCG sobre la sintesis

de RNA en ratas inmaduras era especifico.




Con estos antecedentes, el trabajo que se
presenta en esta tesis, se b?sa en la siguiente hipdtesis

|
de trabajo: 1

Hipdtesis

La célula de Leydig responde frente a la
accién de LH/hCG de una minera muy amplia, originando
respuestas que temporalmenteé en relacién a la interaccién
hormona-receptor, se podri?n clagificar en tempranas ¥
tardias. Habitualmente, cuan%o se analiza la funcidn de la
célula de Leydig frenteia la accién de LH/hCG, se
considera una sola respuest%: la sintesis de esteroides.
En esta perspectiva, cuand% la célula de Leydig se ve
enfrentada a un estimulo h%rmonal permanente se adapta,
modificando las respuestas %steroidogénicas gque han sido
estimuladas. Un ejemplo de ésto lo constituye el proceso
de desensibilizacién, durante el cual la presencia cons-
tante de la hormona produce una alteracidén en la magui-

naria biosintética de esteroides de modo que un estimulo

subsecuente conduce a una respuesta disminuida.

Por los antecedentes expuestos, se esperaria

encontrar, que estimulos Formonales permanentes, vale




decir que lleven a la desensibilizacién, modifiquen
varias de las respuestas celulares que resultan de la

accién de LH/hCG .

Objetivos Generales

El objetivo general de este trabajo es
analizar si el patrdén de respuestas tempranas y tardias
de la célula de Leydig se ve modificado como consecuencia

del proceso de desensibilizacién.

Objetivos Especificos

La sintesis de RNA ha sido caracterizada
como una respuesta tardia de la célula de Leydig a la
interaccidén hormona-receptor y las reacciones de metila-
cién de fosfolipidos constituirian una respuesta temprana
a la accién hormonal en otros sistemas celulares; sin
embargo, no esti demostrado que la metilacién de fosfoli-
pidos en la célula de Leydig constituye una respuesta

temprana de la accidén hormonal. Por lo tanto, para lograr
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nuestro objetivo general es necesario estudiar los si-

guientes objetivos especificos:

1. Caracterizar La metilacién de fosfolipidos en la
célula de Leydig de rata, y establecer la relacién
temporal en la interaccidén LH/hCG-receptor. Este

objetivo comprende especificar los siguientes puntos:

1.1. la participacidn de las reacciones de metilacién
de fosfolipidos en la elaboracidén de la respues-

ta esteroidogénica de la célula de Leydig.

1.2. el efecto de LH y hCG en la conversién de fos-

fatidiletanolamina {FE) a fosfati&ilcolina (FC);

1.3. el mecanismo de la metilaciéh de fosfolipidos por

la interaccidén hormona-~receptor;

1.4, si la metilacién de fosfolipidos es un mecanismo

general de transduccidén de la sefial hormonal;

1.5. si la fosfolipidometiltransferasa es activada por

LH/hCG;

1.6, si la actividad FMT se modifica en presencia de

mediadores intracelulares.

2. Analizar si el patrén temporal definido en 1.- se

modifica por el proceso de desensibilizacidn:
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3. Analizar si la sintesis de RNA se encuentra modificada

en la célula de Leydig desensibilizada.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

En todos los experimentos se usaron ratas macho
adultas de 60 a 70 dias (200-250 g) de la cepa Wistar,
obtenidas del vivero del INTA. Los animales se mantuvieron
en un ciclo luz/obscuridad de 12/12 horas, alimentadas ad

libitum.

Los animales desensibilizados fueron obteni-
dos mediante la inyeccidédn subcutanea de una dosis udnica
elevada de hCG (100 UI). Las ratas se sacrificaron a
diferentes tiempos después de la inyeccién ( 1,3,6 y 12

dias).

2. Reactivos.

Hormonas: Gonadotrofina coriédnica humana (hCG) (AE.3000

UIL/mg) de Sigma, y hCG (AE.11900 UI/mg) de NIH. Hormona

luteinizante (LH) de ovino (oLH, NIADDK-o-LH-26) (AE.2.3

UI/mg) donado por NIADDK; BhCG (AE.29 UI/mg) (Batch CR
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125) ¥ ahCG (s8in AE. conocida; proviene de una mezcla de
diferentes lotes) (CR mix) donado por NIH. La hCG re-
constituida (hibrido de hCG- NIH) fue preparada por una
recombinacidén de ahCG y BhCG (Canfield‘'s ahCG-CR-123 ¥y
BhCG-CR-123) ¥y su actividad biolégica es de 6700 UI/mg,
donado por NIH. La hCG reconstituida en el laboratorio
{hibrido de hCG) fue preparada mezclando volimenes iguales
de ohCG y BhCG (0.5 UIl/ml de BhCG ) e incubadas por 2 h a
37°C {hibrido I) o bien por 18 h a 25 °C (hibrido II).
Progesterona, testosterona (T), dietilestilbestrol (DES),
estradiol (Ez), pregnenclona, LHRH y argininavasopresina
{AVP), fueron suministrados por Sigma Chemical Co., St
Louis, MO,USA. La toxina del célera (TC, potencia tdéxica
19.7 Lb/pg de proteina) y forskolin fueron adquiridos en

Calbiochem.

Radioigsdtopos: 5-3H uridina (4.4 Ci/mmol), L-metil-SHmeti-
onina (15 Ci/mmel) ¥ S—adenosil—L—(metil—3H)metionina {15
Ci/mmol) fueron adquiridos en Amersham International.
1251_hcG (58 nCi/ug) fue adquirido en New England Nuclear

Corp. (NEN) Boston, USA.
Medios de Cultivo: Medio 199 y medio esencial minimo (MEM)

fueron obtenidos en Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA.
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Colagenasa fue obtenida en Worthington Biochemicals Co.,
Metrizamida es de Nyegaard Co., 0Oslo, Suecia ¥ Percoll de

Sigma Chemical Co.

El kit del radioinmunoensayoc para testosterona (RIA} fue
suministrado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

(Boletin técnico WHO S.P., 1980).

Todos los demas reactives son de grade analitico.

3. Obtencidén de las células del tejido intersticial.

Las células intersticiales se obtuvieron de
acuerdo al método descrito por Bufau y col. (1974). Se
extrajeron los testiculos, los cuales fueron decapsulados
y colocados en un tubo de polipropileno graduado y con
tapa rosca, el cual contenia 10 ml de medio de cultivo
M-199 (conteniendo 25 mM de NaHCOg3 ¥ 0.1% BSA y un pH
final de 7.3). A este tubo, se le agregd colagenasa pre-

viamenta disuelta, en una concentracién de 0.25 mg /ml.

Posteriormente, los tubes se incubarocon en
posicidén horigontal y bien sellados, en un bafio termoregu-
lade, con una agitacién constante de 100 ciclos/minuto

durante 15 min. Con este tratamiento, los tubulos semini-
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feros se separaron por sedimentacidn de las células
intersticiales, las gque quedan en suspensién en el medio.
Estas células se diluyeron con medio y se dejaron en
reposo durante 5 min para la sedimentacién de los tidbulos
seminiferos. Posteriormente, las células intersticiales se
extrajeron con una jeringa a la que se le adiciond un
pequefio tubo pléstico. Estas células fueron filtradas
para impedir el paso de espermatozoides ¥y de restos celu-
lares. Posteriormente; se centrifugaron por 10 min a 600 x
g. Las células se lavaron 2 veces con 10 ml de medio para
extraer el exceso de colagenasa. Finalmente, las células
intersticiales se resuspendieron en un volumen apropiado
de medio de cultivo. La concentracién final de células

se determinéd en un hemocitdémetro.

4, Purificacién de las Células de Leydig

a) Purificacidén en Gradiente continua de Metrizamida.

Las células de Leydig provenientes de una
sus-pensidén de células intersticiales obtenidas con cola-
genasa, sSe purificaron en una gradiente continua de Metri-
zamida, preparada en medic M-199 ( 25 mM de NaHCO4 pH 7.3

¥y BSA al 0.1% ) {(Cann y col.,1877). La gradiente se
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prepardé con volumenes iguales de soluciones entre 0% ¥y
40% de metrizamida ( 40,30,20,10 y 0%) con la solucién
mas concentrada al fondo del tubo, en un volumen final de
40 ml. La gradiente asi preparada, fue equilibrada du-
rante 18 h a 4°C, protegida de la luz, y posteriormente se
centrifugé a 3000 x g durante 30 min. En seguida, una
suspensién de aproximadamente 2 x 108 células interstic-
iales fue colocada en el extremo superior del tubo, para
luego centrifugarlo a 3000 x g durante 5 min. Después de
la centrifugacidén, se extrajeron, con pipeta automatica,
fracciones de 1 ml desde el extremo superior del tubo. Las
fracciones 20 a la 25 contenian 65 * 5% de células de
Leydig, segun tincidn histoquimica positiva para la enzima
3B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa: 3BHED (Payne y col.,
1980). Estas fracciones fueron diluidas con 3 volumenes de
medio de incubacién MEM (libre de uridina) (25 mM de
NaHCOg, 16 mM Hepes pH 7.3 y 0.1 % BSA) y posteriormente
centrifugadas a 600 x g durante 10 min. Las células
sedimentadas fueron resuspendidas en un volumen adecuado

de medio M-199 para su posterior incubacidn.

b) Purificacién en gradiente continua de Percoll.

Se prepard una solucidn de Percoll al 10% y otra

al 80% en buffer A (conteniendo 10 mM Hepes pH 7.4, 5 mM
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glucosa, 145 mM NaCl, 5 mM KCl y 1 mM CaCl, }. Las solu-
ciones al 10 y 80% de Percoll (13 ml de cada una) se
colocaron en cada uno de los vasos comunicantes de una
cdmara para formar gradientes. Se ajustd el volumen de
salida de la solucién a una velocidad constante (0.8

mli/min) guedando la solucidn mas concentrada en el fondo

del tubec (Hedger y Eddy, 19886).

Una vez finalizada la gradiente de 26 ml, aproxi-
madamente 2 x 10% cé&lulas intersticiales fueron colocadas
en un volumen de 2.5 ml. La gradiente fue centrifugada por
30 min a 800 x g y, posteriormente, se extrajeron frac-
ciones de 1 ml con una pipeta automdtica. Las células se
ubicaron de acuerdo a su densidad; en diferentes posi-
ciocones dentro de la gradiente. Las células de Leydig se
reconocieron por la actividad 3-BHED en las fracciones 21
a 27 {densidad 1.070 a 1.096). Estas fracciones fueron
diluidas con 5 volimenes de medio de incubacién y centri-
fugadas a 600 x g por 20 min., La operacidn se repitiéd 2
veces. En la Fig. 6 se muestra un esquema de la gradiente
de Percoll y la localizacidn de las células de Leydig

dentro de ella,




FIG. 6

|, CELULAS DE LEYDIG (8024%3-8-HED )
DENS. 1070-1.096(g/ml)  (+)

c) Tincién histoquimica especifica para células de Leydig.

La proporcién de células de Leydig presente en la
suspensién de células intersticiales dispersas con colage-
nasa, o en fracciones mas altamente purificadas, fue
determinada mediante una tincién histoquimica para la
enzimac§-3B— hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-8HED), que
participa en la conversién de pregnenolona a progesterona
(Steinberger y col. 1966). Para ello, alicuotas de la
preparacién celular fueron fijadas a temperatura ambiente,
después de haber sido distribuidas homogéneamente sobre la
superficie de un cubreobjeto. Las células fueron incuba-
das con solucidén de tincidén durante 90 min a temperatura

ambiente. La solucién de tincién contiene buffer PBS

53




(0.14 M NaCl; & mM KCl; 0.4 mM NayHPO,; 4 mM KH,PO, pH
7.4), 1.5 mM de NAD (B-Nicotin amida adenina
dinucledtido), 0.25 mM NBT (azul de nitrotetrazolidina) y
come sustrato exdgeno para la enzima 0.2 mM de etiocolano-
lona (5fi~Androstan-f-17ona)]l. Al término de la incubacién,
la preparacidén se lavéd con agua destilada y se dejé secar
a temperatura ambiente. La presencia de depdsitos de
formazan azul en las células de Leydig fue observada a

través de un microscopio de lusz.

d) Determinacién del niimero de células y viabilidad celu-

lar.

El recuento de células nucleadas se realizé en un
hemocitémetro de Neubauer y la wviabilidad celular =ze
determindé mediante la técnica de exclusién con azul tripa-
no {(Sharpe y Cooper, 1982a) o bien por exclusién de nu-

cledtidos de piridina (Aldred y Cooke, 1983).

5. Determinacidn de la produccién de testostercona
La determinacidn de T se realizé en las células

intersticiales obtenidas por tratamiento con colagenasa y

se realizd de la siguiente manera: .
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Aproximadamente 1.5 a 2.5 x 105 de células
intersticiales en medio M-~199 (volumen final 1 ml) fueron
incubadas en un bafic termorregulado, en una atmésfera de
002/02 (5%-95%) con una agitacidén constante de 50 ciclos
por minute y a una temperatura de 34°C. Después de 3
h;los tubos fueron calentados a bano de maria durante 5
min para detener la reaccidn. Posteriormente, 105 tubos
se enfriaron en hielo por 20 min ¥ se centrifugaron a 600
X g durante 10 min. El scbrenadante se guardd a -20° C
hasta el momento de ser analizado mediante le técnica de

RIA.

En los distintos experimentos se estimulé la
produccién de T con LH , hCG, hCG reconstituida o como

estid indicado en cada experimento.

6. Determinacidén de la concentracién de receptores de

LH/hCG.

Células provenientes del tratamientoc con
colagenasa en una concentracidén aproximada de 5 x 105/ml
en medio M-199, fueron incubadas en presencia de 0.1-0.8
ng de 1257. nece ( AE.58 uCi/pg) por 90 min a 34° C con

agitacidn constante. Después de este periodo, se agregd
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1.5 ml de M-199 - 0.1 % BSA y se centrifugé a 16000 rpm
por 10 min. Los precipitados fueron lavados 2 veces ¥y
contados en un espectrdémetro de radiacién gama. La unién
no especifica se determinéd en incubaciones paralelas que
contenian 500 veces de exceso de hCG no marcada. Los
resultados se expresaron como cantidad de hormona radiocac-
tiva incorporada por un millén de células de Leydig (ng de

125 1_hcg 7 10% células).

En la Tabla I se sefialan los porcentajes de
células de Leydig obtenidas (tincidn positiva para la
enzima 3 B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa 3-BHED), produc-
cidén de Testosterona (T) basal y estimulada por hCG (1 UI,
AE. 3000 UI/mg) vy numero de sitios de unidén para LH (unidn
a 125I—hCG), en células intersticiales provenientes del
tratamiento con colagenasa, y células de Leydig purifica-

das en gradiente de Metrizamida y Percoll.




TABLA 1

Células Tincidn Sintesis de T Unién 125I—hCG
3B-HED(+) ng/lO6 Celulas/3 h ng/106 Celulas
% total Control hCG(1 U.I)
Células 2843 0.45+0.04 1.7440.15 1.1+0.05
Intersticiales
Células Purifica- 6545 0.8540.1 4,12+40.31 2.6+0.1

das por Gradiente
de Metrizamida
0-40%

Células purifica- 80+4 1.5 0.2 9.0 +0.42 4,.91+40.04
das por gradien-

te de Percoll 10-

80%

a) Determinacién del numero de receptores libres y ocupa

dos por la hormona.

Este método fue descrito para disociar a la
LH de su receptor sin alterar su capacidad de unidén ni su
afinidad (Chen y Payne, 1977). Las ratas se sacrificaron
por decapitacidén, se removieron los testiculos, se decap-
sularon, y se cortaron en mitades; una mitad se homogenizd
con 1 6 2 ml de Mgclz 4 My la otra mitad se homogenizd

con 1 6 2 ml de buffer A (0.25 M sacarosa; 10 mM Hepes pH




a)

7.4; 0.1% BSA yv 5 mM de CaClz }J. En seguida, ambas mues-
tras se diluyeron con 15 v?%ﬁmenes de buffer A. Los ho-
mogenizados fueron centrifugades a 20000 x g por 30 min.
Los precipitados fueron lavados con B ml de buffer y
nuevamente centrifugados a 20000 x g por 30 min. Estos
precipitados se resuspendieron en buffer fosfato (PBS) ¥
se tomaron alicuotas, las que se utilizaron para medir la

concentracidon del receptor de LH.

La cantidad de 125I-hCG unida proveniente de
los testiculos tratados con buffer (controles), represen-
ta los sitios de unidén disponibles en la célula. La canti-
dad de 125I—hCG unida proveniente de los testiculos trata-
dos con MgClz representa el total de receptores celulares.
La diferencia en la cantidad de 12°I-hCG unida entre los
testiculos tratados con Mg012 ¥y los tratados con buffer
{(controles) representa el nimero de sitios ocupados por

la hormona intratesticular {(Katikineni y cel., 1980).

T. Sintesis de RNA

Condiciones de incubacidn.

La sintesis de RNA fue medida utilizando las

células de Leydig purificadas obtenidas de la gradiente de




Metrizamida, preincubiandolas en un bafio con agitacién por

1 h a34° C bajo una atmésfera de 05-CO, {95%-5%).

Para determinar la sintesis'de RNA es nece-
sario preincubar las células de Leydig por un periodo de 1
h, antes de agregar el precursor radiocactivo y los agonis-
tas respectivos. Después de este periodo, se agregaron 5
pCi de 3H— uridina ( AE. 4.4 Ci/mmol) ¥y -los agonistas
apropiades {volumen final de incubacién de 1 ml) y se
incubaron por 3h. Al final de las 3 h de incubacidén, se
agregd 1 ml de una solucidén de 0,5 mM de uridina no marca-
da en NaCl 0.9% para detener la reaccidén. Posteriormente,

la solucidn fue transferida a tubos de wvidrio.

b) Determinacién de la concentracién de RNA.

La incorporacién de 35- uridina a RNA fue medida
en las células colectadas por centrifugacién a 600 x g

por 10 min por el método de Grootegoed y col. (1977).

Las células fueron lavadas 2 veces con 2 ml de
NaCl 0.9% con 0.5 mM de uridina; se congelaron y desconge-
laron para lograr el total rompimiento de la membrana
plasmatica. A cada muestra descongelada se le agregd 0.5

ml de una solucidén inespecifica de RNA no marcado (1




mg/ml) para facilitar la precipitacidén, y las macromolécu-
las se precipitaron con 1 ml de HCl0,4 1.2 N a 0°C. El
precipitado se rescaté por centrifugacién y se lavéd 2

veces con HClO4 0.2 N , ¥ luego con etanol al 96%.

El RNA contenido en este precipitado,se
hidrolizé a nucleétidos libres con NaOH 1 N a 37°C por 60
min. Las proteinas y el DNA se descartaron con una segunda
precipitacién con HClOy 3 N a 0° C. Después de cen-
trifugar a 800 x g por 10 min, 0.2 ml del sobrenadante que
contenia el RNA, se colocd en un vial de conteo al que se
le agregaron 10 ml de liquido de centelleo con tritén (1
1t de tolueno, 6 gr PPO, 0.25 gr POPOP y 500 ml de
Tritén)}, para determinar la radicactividad presente en el
material soluble en Acideo después de precipitar el DNA ¥y
las proteinas. La radiocactividad presente en la fraccién
inicialmente insoluble en Aacido representa la concentra-
cién de 3H-uridina incorporada a RNA, y los resultados se
expresaron como pmoles de 3H—uridina por 106 células de

Leydig.

c) Determinacién de la entrada de 3H—uridina a la célula.

El sobrenadante de la primera precipitacién

con HClO, y la solucidén de los lavados fue acumulada para
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la medicién de la cantidad de radiocactividad soluble en
HC10,4 dentro de las células. Una alicuota de 1 ml de esta
solucidén acuosa fue agregada en un vial de conteo con 10
ml de liquido de centelleo (Aquasol), y se determiné la
radicactividad en un contador de centelleo liquido (Beck-
man). La radioactividad incorporada a la fraccién soluble
se expresd en pmol/lﬂscélulas de Leydig. La radiocactividad
total intracelular, indica la entrada de uridina a la
célula, y estd determinada por la radicactividad incorpo-
rada a la fraccién soluble y la radiocactividad incorporada

a RNA.

Los resultados se expresaron en pmoles/lO6

células de Leydig (Grootegoed y col., 1977).

d) Extraccidén de los RNAs sintetizados.

Para la extraccién de los RNAs sintetizados,
se Jjuntaron sedimentos celulares provenientes de cuatro
incubaciones y se resuspendieron en 0.5 ml de buffer NETS
( 100 mM de NaCl, 10 mM de Tris pH 7.4 , 10 mM de EDTA y
0.2% SDS). En seguida se agregaron 0.5 ml de solucién
fendélica (preparado en una botella obscura y consistente

en 50 ml de fenol, 50 ml de cloroformo y 250 ml de buffer




NETS). Se separd la fase acuosa mediante una centrifuga-
cién a 5000 rpm por 5 min. A la fase fenélica con la
interfase se le agregaron 0.5 ml de buffer NETS. Esta
operacién se repitid tres veces. La fase acuosa total se
mezcld con un volumen igual de cloroformo (1.5 ml de cada
una). La fase acuosa total extraida, se traté con 50 pl
de NH,CH4CO0 1 M y se agregaron dos volimenes de etanol
absoluto (a =20 °C). Se dejé precipitando toda la noche a
-20 °C, para luego separar el precipitado por centrifuga-
cidén a 15000 rpm por 30 min. La suspensién se lavéd con
etanol, se secd con aire y se resuspendié nuevamente en
acetato de amonio con tres volimenes de etanol absoluto
para dejar precipitando toda la noche a -20°C. El precipi-
tado se recogidé por centrifugacidén a 15000 rpm por 30 min

¥ representa los RNAs totales extraidos.

e) Separacidn de los RNA m poliadenilados.

Llos RNA m con poli A fueron separados de los
RNA ribosomales por cromatografia de afinidad. El precipi-
tado proveniente de la extraccién descrita en la seccién
d), se secé con aire, se resuspendidé en 0.5 ml de buffer

NETS ( 100 mM de NaCl, 10 mM de Tris pH 7.4, 10 mM de EDTA
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y 0.2% SDS) , se mididé la densidad éptica ( a 260 nm y 280
nm) en un espectrofotdémetro Beckman D.U. y se contd la

radiocactividad de una alicuota de la solucidn.

E1l RNA poliadenilado se separd del RNA no
poliadenilado por cromatografia de afinidad usando columna
de Poli(U)-Sepharosa (Adesnik y Darnell, 1972). Las
muestras se aplicaron a las columnas a temperatura am-
biente contenidas en un volumen de 0.3 ml de buffer NETS;
la fraccidén no unida se obtuvo lavando la columna con 10
ml de buffer NETS. El material unido fue eluido pasando
10 ml de buffer de elucién (consistente en 90% formamida,
10 mM de EDTA, 10 mM de Tris pH 7.4 y 0.2% SDS) a través
de la columna. El RNA se recuperd del lavado y eluidos

por precipitacién con etanol.

8. Metilacién de Fosfolipidos

La metilacién de FL, se determindé midiendo
la incorporacidén de 3H-metionina a la fraccidén liposoluble
de una suspensién de células de Leydig purificadas, de

acuerdo al método descrito por Llanos y Meizel (1983).




a) Perfusidén Testicular.

Para el ensayo de la metilacidén de FL, se
perfundieron los testiculos con una solucidén de PBS para
extraer la totalidad de los glébulos rojos. Los animales
fueron anestesiados con éter, enseguida se inyecté 0.1 ml
de una solucién de heparina al 20% en PBS en el bazo para
evitar la coagulacidén sanguinea. Los testiculos se decap-
sularon v se perfundieron por la vena espermidtica, con 10
ml de una solucidén de PBS hasta lograr una eliminacidn
casi total de los gldbulos rojos testiculares. Luego los
testiculos se colocaron en un tubo de 10 ml con medio de

incubacién para su posterior tratamiento con colagenasa.

b} Determinacidén de la concentracién de metionina.

En una primera aproximacidén al estudioc de
las reacciones de metilacidén de FL, se quiso conocer cual
era la concentracion de metionina adecuada para los estu-
dios in vitro y la relacidn metionina no marcada:metionina
radicactiva. Las células de Leydig purificadas se incuba-
ron por 60 min en presencia de distintas concentraciones
de metionina radiocactiva: 2pCi, 5pCi, 10 pCi y 20uCi, con

concentraciones finales de metionina de 4.26uM, 10.66nM,
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21.30uM y 42.60uM respectivamente {( A.E. de la 3H-metioni-
na comercial: 15 Ci/mmol)}. Los resultados estédn indicados

en Fig. 7 y representan el promedic * SD de 3 determina-

ciones.

FIG. 7

[ ]

Incorporacich de [3H]-mmetionina o FL
cpm x 1074 /7108 celulas
—

) T ) 1
10 20 40

[Mei] pM
LLa actividad especifica de la metionina
utilizada fue de 0.94 uCi/nmel y fue constante en cada
punto experimental. En los experimentos siguientes se

utilizaron 10 pCi de metionina con una concentracidén final

de 21.30 nM.
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c¢) Condiciones de Incubacidn.

Aproximadamente, 0.5 a 1 x 10B células de
Leydig, fueron preincubadas por 10 min con 10 nCi de 3H—
metionina {21.3 uM) en un volumen final de 500 pl de
buffer Tyrode's con 0.1% BSA (116.1 mM NaCl; 10 mM KC1;
0.3 mM Na o HPO 43 24.9 mM NaHCOS; 100 mg% glucosa; 0.125 mM
piruvato; 6.25 mM lactato ajustado a pH 7.2vcon COz). Este
reriodo de preincubacién es necesario para la conversién
intracelular de metionina a S-adenosilmetionina (SAM),
sustrato dador de grupos metilo. Luego, las células fueron
incubadas per 30 min en presencia de los agonistas corre-
spondientes. Una vez finalizada la incubacidén, los tubos
fueron colocados en hielec ¥y se les agregd a cada uno de
ellos 500 pl de una solucién A {conteniendc PBS, 4.5 g/%
de sacarosa, 1 x 10”4 mM bromuro de parafenacilo (p-BR-Br,
descrito come un inhibidor de las fosfolipasas A2 y C
{Thakkar y col., 1984; Volwerk y col., 1974); 100 uM 3-DZA
v 250 pM homocisteina tiolactona (HTL). Posteriormente,
las células fperon centrifugadas a 1000 x g durante 10 min
v el sedimento fue resuspendido en 1 ml de una solucién
0.5 x A para luego ser centrifugada nuevamente a 1000 x g
durante 10 min. El sedimentoc se congeld a -20°C hasta el

momento de ser analizado.
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d) Determinacién de los niveles de metilacién en los

lipidos totales de las membranas celulares.

E1l sedimento congelado se dejé a temperatura
ambiente y se le agregdé 0.3 ml de agua destilada, trasvas-
ijadndose a tubos de vidrio con tapa rosca. Esta operacidn
se repitidé con igual volumen de agua para lavar el sedi-
mento celular. El tubo se agitdé en vortex para obtener
una ruptura celular total, la que se controld por observa-
cién microscédpica. Inmediatamente se procedid a la extrac-
cién de la fraccidén liposcluble, agregando una mezcla de 3
ml de cloroformo: metanol: HC1 2 N (12: 6 : 1 v/v) ¥
agitando 1la solucién dos veces en un vortex durante 30
segundos. Posteriormente, la suspensién fue centrifugada a
800 x g por 5 min para separar la fase acuosa de la fase
orgdnica. La fase acuosa fue descartada y la fase organica
fue lavada 3 veces por 30 seg cada vez, con 2 ml de una
solucidén que contenia 0.5 M de KCl en metanol al 50 %. En
cada caso, la agitacidn fue seguida de una centrifugacién

a 800 x g por 2 min descartandose la fase acuosa.

Una vez completo el procedimiento de ex-
traccidén y lavado, la fase orgadnica fue colocada en un
frasco de vidrio de conteo y dejado a temperatura am-
biente hasta su total evaporacidén. Luego, se agregaron 10

ml de liquido de centelleo (conteniendeo 1 1t de tolueno, 4




grs PPO y 0.15 grs de POPOP) y se contd la radicactividad
presente en un contador de centelleco liguide Beckman. Los
resultados de la metilacidén de FL se expresaron como
pmoles de grupos metile radiocactives incorporados por

108 células de Leydig.

e) Determinacidn de la entrada de metionina radicactiva a

la cé&luia.

Para determinar si la disminucidén en la metila-
cidén de FL se debia a una disminucidén en la actividad de
la enzima FMT o a una reduccién en la entrada de metionina
a la célula, se determind la radioactividad presente en la
fraccién acuosa. Esto se hizo tomando una alicucta del
sobrenadante acuoso de la extraccién lipidica, evaporando-
lo a sequedad y determinande su radicactividad con ligquido
de centelleo (Tolueno, PPC y POPOP). Para determinar la
entrada del aminoacido a la célula, se considerdé la radio-
actividad en la fraccidén scoluble y la radiocactividad

incorporada a fosfolipidos.
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f) Separacién y analisis de los FL metilados.

Los FL extraidos con solventes organicos, fueron

separados e identificados por cromatografia en capa fina.

Después de la incubacidén con 3H—metionina, se
extrajeron los FL como en la seccidén d). La fase cloro-
férmica (aproximadamente 1 ml en total) fue secada bajo
una corriente de Ny a temperatura ambiente (para evitar la
oxidacién de los 4acidos grasos de los FL). El residuo
resultante se redisolvidé en 0.2 ml de una mezcla clorofor-
mo: metanol (2:1 v/v). Posteriormente, 0.2 ml de 1los
fosfolipidos extraidos fueron agregados a la placa, Jjunto
con 20 pg de cada uno de los siguientes fosfolipidos
marcadores: lisofosfatidilcolina (LFC), fosfatidilcolina
(FC), fosfatidildimetiletanolamina (FDE), fosfatidilmo-
nometiletanclamina (FME) y fosfatidiletanolamina (FE)
La mezcla se aplicé a una placa de silica gel (placas de
silica-Gel 60 de Merck) como también una mezcla de los
FL marcadores y de los FL individuales. La cromatografia
se desarrolld en una mezcla de acido propidnico: alcohol
n-propilico:cloroformo: agua (2:2:1:1:) para la separacidn
de los FL (Hirata y col 1978). Después que el frente del
solvente habia migrado aproximadamente 14 cm, se secé la
placa y los FL standards fueron visualizados con vapores

de 12 y se determinaron las movilidades cromatograficas.




La seccidén de la placa correspondiente a las muestras fue
dividida en bandas de 5 mm. Cada banda fue raspada en un
tubo de vidrio de 5 ml y extraida posteriormente con 0.5-1
ml del solvente de la cromatografia (recién preparado) .
Esta solucidén se dejé aproximadamente por 6 h a tempera-
tura ambiente en la obscuridad (durante la primera h los
tubos se agitaron continuamente). Luego, los tubos se
centrifugaron a 800 x g por 5 min. Una alicuota de 0.4-0.8
ml del sobrenadante fue colocada en un vial de conteo y
secada bajo corriente de N,. Finalmente se agregaron 10
ml de liquidoe de centelleo (Tolueno, PPO, POPOP) y se

contd la radiocactividad.

9) Determinacién de la actividad de la enzima fosfolipi

dometiltransferasa (FMT).

a) Condiciones de incubacién de las células de Leydig

intactas con agonistas.

La incubacidén se realizd de acuerdo al

método descrito por Nieto y Catt (1983).

Aproximadamente 0.5 x 105 células de Leydig

purificadas en una gradiente continua de Percoll ( 10-80%)




fueron preincubadas por 30 min en alicuotas de 1.0 ml en
solucidén de medio M-19%9 con una agitacidén de 75 ciclos/min
a 37°C en una atmésfera 85% Og ~- 5% COy. Después de 30 min
de preincubacidén, se agregd hCG, 8 Br-cAMP, subunidad alfa
(ahCG), subunidad beta (BhCG), forskolina (FK) & medio

199 (M-199) (controles), y se incubd por 30 min.

Al cabo de ese tiempo, las soluciones fueron
trasvasijadas a tubos Eppendorf y centrifugadas a 10000 x
g por 1 min. Los sedimentos fueron congelados en N2
ligquido y luego mantenidos a -70° C hasta la posterior
determinacidén enzimidtica. Se ha demostrado que este método
de congelamiento no altera la actividad enzimdatica durante

varias semanas.

b) Determinacién de la actividad de la enzima fosfolipi-

dometiltransferasa (FMT) in vitro.

Las células congeladas provenientes de a) se
resuspendieron en 0.1 ml de buffer Hepes, pH {40 mM
Hepes, 20 mM KF, 3 mM Benzamidina, 5 mM EGTA y 6% sacaro-
sa) ¥y se agitaron vigorosamente en vortex hasta lograr
una suspensién libre de células; lo que se controld por

observacién microscépica. Se encontré gque, una posterior
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homogenizacidn no aumentaba la actividad de la enzima FMT.
La solucidn resultante fue usada directamente en el ensayo
enzimdtico, que contenia ademds 160 mM Hepes, 80 mM Mg012
%x 6 H20, 80 mM DTT y 30% sacarosa, pH 7.3. El wvolumen
final de incubacidén fue de 0.5 ml y la reaccidn se inicid
al agregar 1 uCi de S-adenosil-L - (metil-aH) metionina
{SAM) ( AE. 15 Ci/mmol) con una concentracién final de 100
uM. La reaccién se detuvo agregando directamente al tubo
de incubacién 3 ml de una mezcla cloroformo: metanol: HC1
2 N (12:6:1) para la extraccidén lipidica. La fase cloro-
férmica se lavé 3 veces con 2 ml 0.5 M KC1l en 50% metanol
¥ posteriormente fue colocada en un vial de conteo para su
total evaporacién. En seguida se agregaron 10 ml de
liquido de centelleo {tolueno, PPO y POPOP) y se contd la
radioactividad en un contador de centelleo (Beckman).La
actividad especifica de la enzima FMT en condiciones
basales estuve en un rango de 2-12 pmol/ min x mg protei-

na.

c) Determinacidn de las condiciones experimentales éptimas

para la evaluacién de la actividad enzimatica FMT.
1.—- Efecto de la temperatura de incubacidn en la ac-
tividad fosfolipido metiltransferasa (FMT) en una

suspension libre de células.
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Las células de Leydig congeladas a -70°C obtenidas
de varias purificaciones independientes, fueron
descongeladas y resuspendidas en el medio de
homogenizacién descrito en la seccidén anterior y
sometidas a una fuerte agitacién en Vortex hasta
obtener una suspensién libre de células. Se junta-
ron varias muestras hasta obtener una concentracién
de proteina suficiente para realizar una determina-
cidén enzimatica (rango de concentracidén: 0.1-0.2
mg/tubo). Las suspensiones asi obtenidas fueron
resuspendidas en medio de homogenizacidén e incuba-
das por 40 min en presencia de 100 uM SAM (1 puCi) a
25°C y 37°C. Los resultados expresados en
pmoles/min x mg de proteina estidn representados en
la Fig.8, e indican una mayor actividad enzimatica
a los 37°C que a los 25°C (0.76 * 0,02 y 1.5 * 0.25
pmol x mg prot -1 X min_1 grupos metilo radiocacti-
vos incorporados a 25 'C y 37°C respectivamente).

En lo sucesivo las determinaciones enzimaticas se

realizaron a 37°C.
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FIG. 8
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2.- Efecto del tiempo de incubacién en la actividad
fosfolipidometiltransferasa (FMT) en una suspensidn

l1ibre de células

Las muestras, obtenidas como esta seifialado
en la seccidén a} y con una concentracién de protei-
na en un rango de 0.1 - 0.2 mg/tubo, fueron incu-
badas en presencia de 1 pCi de SAM (100 pM) durante

los tiempos indicados. Los resultados expuestos en
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Actividad FMT ( pmol.”mgq prot x min )

3.-

la Fig.9 indican una respuesta lineal de la activi-
dad enzimdtica hasta los 80 min de incubacién. En
los experimentos sucesivos, se utilizaron tiempos

de incubacién de 30 min.

FIG. 9
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Efecto de la concentracidén de S-adenosilmetionina
(SAM) sobre la activided de la enzima FMT en una

suspensién libre de células.
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Las muestras obtenidas como estéd sefialado en
la seccidén a), fueron incubadas por 30 min a 37°C en
presencia de las concentraciones de sustrato (SAM) indica-
das. En la Fig.,10, se muestra la curva dosis-respuesta
indicando una Km app de aproximadamente 9.1 pM para SAM ¥
una vmax de 6.25 pmol/ min x mg proteina. En los experi-
mentos sucesivos se utilizé una concentrac.ién de 100 pM

de SAM.

FIG. 10
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10. Analisis Estadistico.

Los resultados obtenidos representan 3-4
experimentos y estidn expresados como promedio * Desviacidn

Standard (DS).

Se utilizé como ensayo de significacién

estadistica el test t de Student.
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RESULTADOS

I) METILACION DE FOSFOLIPIDOS EN CELULAS DE LEYDIG.

La primera etapa consistidé en estudiar la
participacién de la metilacién de fosfolipidos en el
proceso esteroidogénico y establecer su relacién temporal

con lainteraccién hormona-receptor.

1) Accién de inhibidores de reacciones de metilacién (3-
DZA) sobre la sintesis de Testosterona en células

intersticiales.

Para evaluar la participacién de las reac-
ciones de metilacidén de FL en la respuesta esteroidogénica
estimulada por LH/hCG, analizamos la accién de inhibidor
de metilacidén, 3-DZA, en la respuesta esteroidogénica de

las células de Leydig.

Como se puede ver en la Fig. 11, la presen-
cia de 3-DZA (100 uM) durante la incubacién, inhibié

significativamente la produccién de T estimulada por hCG.

78




HH Control

| +3-DZA

—— +HCG

— +HCG+3-DZA

L | ] 1 ] | |
o | 2 3 4 5 6 '
PRODUCCION DE TESTOSTERONA ( ng/ 10 Scélulas )

FIG.11 EFECTO DEL INHIBIDOR 3-DZA EN LA SINTESIS DE TES
TOSTERONA.

Comparacidén del efecto de 3- DZA (100 uM) sobre la sinte-
sis de T basal y estimulada por hCG (10 mU.I., AE. 3000
UI/mg) en células intersticiales. Las células interstic-
iales fueron preincubadas por 10 min en 0.95 ml de
M-199-0.1% BSA en ausencia o presencia de 100 pM de 3 -
DZA. Después de este periodo, se agregaron 10 mUI de hCG (
en 50 pnl de M-199 - 0.1 % BSA) y se incubéd por 3 h. Los
controles representan células incubadas en ausencia de
hormona. La produccidén de T se determiné de acuerdo a la
técnica descrita en materiales y métodos.
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La produccidén basal de T fue de 0.6 + 0.2 ng/lO6 célu-
laspara los controles, en ausencia de hormona, y de 0.5 #
0.2 ng/lO6 células para los tubos sin hCG pero en presen-
cia de 3-DZA. Cuando las células fueron estimuladas con
hCG, la produccidén de T aumentd a 5.0 + 0.6 ng/lO6 células
¥ solamente a 2.7 £ 0.4 ng/lO6 células en las células pre
viamente tratadas con 3-DZA. Estos resultados indican que
3-DZA no modifica los niveles de testosterona en ausencia

de hCG, sin embargo, inhibe en un 46% la sintesis de

tegstosterona estimulada por la hormona.

Para analizar este efecto inhibidor en 1la
esteroidogénesis, se estudid qué proporcidn de las reac-
ciones de metilacién de fosfolipidos presente en las
células de Leydig, era inhibida por 3-DZA y homocisteina

tiolactona (HTL).

2) Efecto de Inhibidores de la metilacidén: 3DZA ¥y HTL

en la incorporacidn de grupos metilo.

Las células de Leydig purificadas en gra-
diente de Percoll, fueron preincubadas por 10 min en
presencia de 10 pCi del precursor radioactivo 3H—metionina

(21.3 uM), ¥ luego incubadas 30 min con medio de incuba-
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cién (controles), hCG ( 1 UI) 6 hCG ( 1 UI) en presencia
de 100 pM 3-DZA, 100 pM HTL & 100 uM de 3-DZA + 100 pM de
HTL. La fraccién lipidica extraida con solventes organi-
cos fue evaporada y contada en un contador de centelleo

liquido.

Los resultados expresados en la Fig.12
indican que 3-DZA inhibié la metilacién de FL estimu-
lada por hCG en un 100%. HTL disminuyé la metilacién de
FL estimulada por hCG en 82% (de 0.25 * 0.005 a 0.046 =
0.004 pmol/10 8 células de Leydig). La adicién de una
mezcla de ambos inhibidores disminuyé la metilacién en 86%
(de 0.25 $0.005 a 0.036 * 0.005 pmol/10° células de Ley-
dig). No se observd efecto de 3-DZA ni de HTL sobre la

incorporacidén de 3H—metionina a FL en los controles.

Los resultados en Figs. 11 y 12 senalan gque
3-DZA produce una inhibicidén total de las reacciones de
metilacién de fosfolipidos, aunque la inhibicién de la
esteroidogesis no supera el 50%. Estos resultados sugieren
que una parte de la produccidén de testosterona es indepen-
diente de las reacciones de metilacién de FL, ¥ que por
sobre ese nivel, la esteroidogénesis seria dependiente de
la metilacidén de FL. Considerando que para obtener una
respuesta optima de sintesis de testosterona se necesita

que las reacciones de metilacidn de fosfolipidos estén
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FIG 12 EFECTO DE INHIBIDORES DE LA METILACION DE FOSFO-

LIPIDOS 3-DZA Y HTL SOBRE LA INCORPORACION DE
GRUPOS METILO RADIOACTIVOS.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Lsydig fueron
preincubadas por 10 min con 10 pCi de H-metionina
(21.3uM, AE. 15 Ci/mmol) y luego incubados durante 30 min
en presencia de medio de incubacién (controles), hCG (1
UI) o hCG (1 UI) en presencia de 3-DZA( 100 pM), HTL (100
pM) y 3DZA + HTL. Se determiné la radioactividad presente
en la fraccidén liposoluble de acuerdo a materiales vy

métodos. Los resultados expresan el promedio * SD de 3
determinaciones.

82




intactas, y que los inhibidores de metilacidn son capaces
de inhibir la estimulacién esteroidogénica por hCG, se
procedid a estudiar el efecto de hCG en la conversién de

fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina.

Para este proposito, se incubarcon células de
Leydig intactas con 3 H- metionina. L metionina es
precursor de SAM, agente dador de grupos metile en las
reacciones de metilacién de FL. En consideracidén a que
seglin algunos antecedentes de la literatura SAM no siempre
penetra la membrana plasmdtica, lo cual es indispensable
para que sirva como sustrato en las reacciones de transme-
tilacién de FL (Siraganian, 1983; Cordasco y col., 1981),
se procedid a analizar la metilacidn de FL en presencia

de 3H—metionina.

3) Progresco temporal de la incorporacién de 3H—metionina a

fosfolipidos. Efecto de hcCG.

Se preincubaron las c¢élulas de Leydig (aproxima-
damente 0.5 x 10% células de Leydig) por 10 min a 34°C en
una atmésfera de 05 ~COq (95%~5%) con agitacidén constante y

en presencia de 10 pCi (21.3 pM) de 3H-—-metionina. Al
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cabo de este tiempo, se agregd 1 UI de hCG y se continuéd

la incubacién por diferentes tiempos (Fig. 13).

Los resultados indican que hCG estimula
significativamente la metilacidén de fosfolipidos (p<0.01)},
manifestandose este efecto después de los 5 min de incuba-
cién con la hormona. A los 30 min de incubacidén, se obser-
véd un efecto estimulatorio de 3 veces el valor contreol, el
que se mantiene hasta los 60 min de incubacidén. Estos
resultados estarian indicando, por primera vez, que la
gonadotrofina aumenta la conversién de fosfatidiletanola-
mina a fosfatidilcolina, y que este efecto se manifiesta

en etapas tempranas de la interaccién hormona-receptor.

Para conocer si el efecto estimulatorio de
hCG en la metilacién de fosfolipidos requeria la presencia
constante de la hormona , se realizaron los siguientes

experimentos: las células de Leydig fueron preincubadas

por 10 & 30 min con 1 UI de hCG. Después de remover la
hormona y lavar las células, estas se incubaron por 60
min en presencia del precursor radicactivo (Fig. 14). La

preincubacidén de las células de Leydig durante 10 min con
1 UI de hCG estimulé la incorporacidén de 3H—metionina a FL
de 0.26 + 0.03 a 0.84 * 0.02 pmol/10 8 células; mientras
que la preincubacidén durante 30 min con hCG estimulé la

incorporacidn de SH-metionina de 0.6 * 0.06 a 1.18 # 0.02
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FIG. 13 INCORPORACION DE SH-METIONINA A FOSFOLIPIDOS EN
FUNCION DEL TIEMPO DE INCUBACION. EFECTO DE hCG.

Aproximadamente 0.5 a 1 x 106 células de Leydig purifica-
das en gradiente de Percoll, fueron preincubadas durante
10 min con 10 upuCi de 3H-metionina (21.3 uM, AE. 15
Ci/mmol). Posteriormente se agregd M-199 (contrel) o hCG (
1 UI, AE. 3000 UI/mg) en un volumen final de 0.5 ml, y se
incubd por el tiempo indicado. La reaccidén se detuvo con
0.5 ml de solucidén de PBS-Sac y se determind la incorpora-
cidén del precursor radicactivo a la fraccién lipidica de
acuerdo al procedimiento descrito en materiales y métodos.
Los resultados representan el promedio * SD de experimen-
tos en triplicado. *p<0.01
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FIG. 14 EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LAS CELULAS DE
LEYDIG CON hCG EN LA METILACION DE FOSFOLIPIDOS.

Aproximadamente 0.5 a 1 x 106 células de Leydig fueron
preincubadas con 1 UI de hCG (AE. 3000 UI/mg) por 10 nin
6 30 min. A los tiempos indicados, los tubos se centrifu-
garon y se lavaron 2 veces con 1 ml de buffer Tyrode's
para eliminar la hormona libre. Las células se resuspe

di-
eron en medio de incubacién y aproximadamente 0.3 x 10él de
ellas, fueron incubadas con 10 puCi de “H-metionina (21.3
M, AE. 15 Ci/mmol) en un volumen final de 0.5 ml por 60
min. Se determiné la radiocactividad preesente en 1a frac-
cién lipidica de acuerdo al método descrito pPreviamente.
Los resultados, con los controles correspondientes , sin

hCG, representan el promedio * SD de 3 determinaciones.
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pmol/lO6 células. La accidon de la hCG durante 10 min
estimula la metilacidén de FL en 2.38 veces vs 2 veces
de aumento cuando se incuba 30 min con la hormona (en
relacidén a sus respectivos controles). Estos resultados
estdn sefialando gue en los primeros 10 min de interaccién
de la hormona con su receptor, las reacciones de metila-
cidén de FL se han activado, ¥y que no se requeriria 1la
presencia continua de la hormona para obtener esta
respuesta madxima. Por otro lado, estos antecedentes sugi-
eren gque las reacciones de metilacién de FL se estarian
activando en etapas tempranas de la interaccién hormona-

receptor.

Una vez demostrado el efecto de hCG sobre la
metilacién de FL en células de Leydig intactas, se estudié
la variacién de este efecto en funcidn de la concentracién

de la hormona.

4) Efecto de la concentracién de hCG sobre la metilacidn

de FL y sintesis de T en células de Leydig.
Se quiso establecer una relacidén entre los proce-

sos de metilacidén de FL y sintesis de T. Para esto, se

estudié la concentracién de hCG necesaria para obtener un
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efecto mdximo en cada una de estas respuestas. Aproximada-
mente 0.5 x 106 células de Leydig se preincubaron durante
10 min con el precursor radiocactivo. Luego, se adicionaron
concentraciones variables de hCG de acuerdo a lo senalado
en la Fig.15., y se incubaron por 30 min. Los resultados
indican un aumento en la incorporacidén de grupos metilo
radicactivos que es dependiente de la dosis de hCG utili-
zada., El efecto maximo de hCG se obtuvo con una concentra-
cién de 100 mUI de hCG y la dosis ECgn, es decir, la dosis
de hCG necesaria para obtener la mitad de la respuesta

maxima, se obtuvo con una concentracidén de 7.5 mUI de hCG.

Para el estudio de la produccidén de T,
aproximadamente 1 x 106 células intersticiales fueron
incubadas por 3 h en presencia de las diferentes concen-
traciones de hCG sefialadas. Los resultados de la Fig. 15
indican que el efecto maximo de hCG para la sintesis de
testosterona se obtuvo con una concentracidn de 10 mUI ¥
la ECgy se alcanzdé con una concentracién de 2 mUI. Estos
resultados estan demostrando que a concentraciones bajas
de hormona , se puede obtener un elevado nivel de produc-
cién de testosterona, pero que para obtener una activacidn
importante de las reacciones de metilacién de FL, se
necesitarian concentraciones mayores de hormona. Se
sugieren dos explicaciones para tales efectos:- es posible

que la maquinaria biosintetizadora de testosterona sea mas
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FIG. 15 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE hCG SOBRE LA
METILACION DE FL Y SINTESIS DE T.

Para el estudic de 1la inco%poracién de 3H~metionina,
aproximadamente 0.5 a 1 x 10° células de Leydig fueron
preincubadas por 10 min a 34°C (vol. final de 0.5 ml) con
10 pCi de -metionina (21.3uM, AE. 15 Ci/mmol). Posteri-
ormente, se adicionaron las concentraciones sefialadas de
hCG (AE. 3000 UI/mg) y se incubdé por 30 min.Se determiné
la radiocactividad presente en la fraccidén lipidica de
acuerdo a materiales y Eétodos. La sintesis de T se deter-
miné incubando 1 x 10 células intersticiales por 3 h a
34°C (vol. final de 1 ml) en presencia de las concentra-
ciones de hCG sefialadas. Los valores corresponden al
promedio ¥ SD de 3 determinaciones.
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sensible a la accidén de hCG que las reacciones de metila-
cién de FL, o bien, que el sistema experimental utilizado
para detectar metilacién de FL no sea lo suficientemente

sensible.

Si bien, desde el punto de vista esteroido-
génico, la accidén de la LH es similar a la accién de hCG,
ambas hormonas tienen algunas diferencias estructurales
referente al contenido de carbohidratos y nimero de ami-
nodcidos de la cadena B. Considerando esto, y otros resul-
tados contradictorios de la literatura (Moger, 1985),
quisimos estudiar el efecto de LH sobre la sintesis de

fosfolipidos.

5) Efecto de la hormona luteinizante (LH) en la incorpora

cién de SH-metionina a fosfolipidos.

Las células de Leydig fueron preincubadas
por 10 min y luego incubadas con 1, 5, 10, 100 & 1000
mU.I. de LH por 30 min. Los resultados descritos en la
Fig.16, indican que LH también es capaz de estimular la
metilacidén de FL de una manera dosis dependiente. En este
caso, el efecto madximo se obtuvo con una concentracién de
100 mUI de LH y la EC5y de LH para la metilacidén de FL fue

de 8 mUI.
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FIG.16 EFECTO DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH) EN LA
INCORPORACION DE -METIONINA A FL.

Para el estudio de 1la i%corporacién de 3H-metionina,
aproximadamente 0.5 x 10 de células_de Leydig fueron
preincubadas por 10 min con 10 pCi de “H-metionina (21.3
uM, AE. 15 Ci/mmol). Luego, se agregé LH a las concentra-
ciones sefialadas y se incubaron los tubos por 30 min. Se
determiné la radioactividad presente en la fraccién lipid-

ica de acuerdo a materiales y métodos. Los valores corre-
sponden al promedio * SD de 3 determinaciones.
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Estos resultados indican que LH y hCG tienen
un comportamiente similar en relacién a los procesos de

metilacién de FL en las células de Leydig.

Dadeo que en el tejido intersticial coexisten
diversos tipos celulares, se gquiso conocer el grado de
incorporacion basal de 3H~metionina a fosfolipidos en
células de Leydig purificadas, en células ‘intersticiales

obtenidas por colagenasa y en glébulos rojos.

6) Incorporacién de 3H— metionina a distintos tipos celu

lares.

Aproximadamente 0.5 x 10 6 células de Ley-
dig, 1 x 106 células intersticiales y 2 x 106 glébulos
rojos fueron incubados durante 30 min con 10 uCi {(21.3 uM)
de 3H-metionina. Los resultados estan expuestos en la
Fig.1l7 y se puede observar que la incorporacién de 3H—
metionina a FL en las células de Leydig fue de 1.25 * 0,13
pmol/lO6 células. En las células intersticiales y glébulos
rojos, la incorporacién fue de 0.18 *0.01 pmol/lO6 ¥ de
0.03 £ 0.01 pmol/lO6 células respectivamente. Estos

resultados seflalan que en las células de Leydig existe una

propercidén de reacciones de metilacidén muy elevada en
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FIG. 17 INCORPORACION DE GRUPOS METILO RADIOACTIVOS A
DISTINTOS TIPOS CELULARES. )

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 célglas de Leydig, 1 x 106
células intersticiales y 2 x 10 gléb%los rojos, fueron
incubados durante 30 min con 10 pCi de “H-metionina (21.3
pM, AE. 15 Ci/mmol). Luego, se determind la radiocactividad
presente en la fraccidn lipidica de acuerdo a lo descrito
en materiales y métodos. Los resultados representan el
prromedie % SD de 3 determinaciones .
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comparacién a otros tipos celulares presentes en el tes-

ticulo.

7) Incorporacidén de 3H—metionina en funcién de la concen-

tracidén de células de Leydig.

Diferentes concentraciones de células de
Leydig fueron preincubadas (en un rango de 1 a 4 x 10 5
células) por 10 min en presencia de 10 upCi de 3H—metionina
(21.3 uM), ¥y luego incubadas por 30 min en presencia o
ausencia de 1 UI de hCG (Fig. 18). Se observa que la
incorporacidén de grupos metilo se correlaciona bien con
el numero de células de Leydig incubadas, dentro del
rango estudiado. Debido a la dificultad en contar con un
numero elevado de células de Leydig mediante la gradiente
de Percoll, fue practicamente imposible realizar estudi-
os con concentraciones mayores de células de Leydig. En
todas las concentraciones celulares estudiadas, la hCG
estimuld aproximadamente 4 veces la incorporacién del

precursor radioactivo .
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FIG. 18 INCORPORACION DE GRUPOS METILO RADICACTIVOS EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE CELULAS DE LEY-
DIG. EFECTO DE HCG.

Concenfraciones variables de células de Leydig (entre 1 ¥y
4 x 10 ) fueron preincubadas durante 10 min con 10 pCi
de OSH- -metionina (21.3 upuM, AE. 15 Ci/mmol). Luego, se
agregdé medio de incubacién o hCG (1 UI, AE. 3000 Ul/mg) ¥
se incubé por 30 min. Se determiné la radiocactividad
presente en la fraccidén lipidica de acuerdeo a como se
describié en materiales y métodos. Los resultados repre-
sentan el promedic * SD de 3 determinaciones.
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8) Caracterizacidn de los fosfolipidos metilados: Efecto

de hCG.

Aproximadamente 1 x 108 células de Leydig
fueron preincubadas por 10 min en presencia de 10 pCi de
3-metionina {(21.3 pM). Después de este periodo, se agregéd
medio de incubacién (controles) é 1 UI de hCG y se incuba-

ron las células por 30 min.

Los fosfolipidos metilados provenientes de
esta incubacidén , fueron extraides con cloroformo: meta-
nol: HCl y fueron separados por cromatografia en capa
fina cuyos detalles se dieron a conocer en materiales y
métodos. Los resultados se muestran en la PFig. 19 v
corresponden a los fosfolipidos sintetizados por 1 x 108
células de Leydig durante 30 min en presencia ¢ ausencia
de hCG. Se observa que los grupos metilo radiocactivos
fueron incorporados principalmente en la regién donde
migran la fosfatidilecolina (FC), fosfatidildimetiletanola-
mina {(FDE) ¥y fosfatidilmonometiletanolamina (FME).
Aproximadamente un 32% de la radiocactividad teotal fue
incorporada a FC, un 30% a FDE v un 6% a FME. La adicidn
de hCG aumentd la incorporacién total de los grupos metilo
marcados en todos los fosfolipidos pero el incremento fue
mayor en la FME: 28% de aumento en la FC; 48% en la FDE y

78% en la FME.
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FIG. 19 CARACTERIZACION DE LOS FOSFOLIPIDOS METILADOS

Histograma que muestra las movilidades cromatograficas de
los gosfolipidos metilados extraidos. Aproximadamente, 0.5
§H10 células de Leydig fueron preincubadas con 10 pCi de

-metionina (21.3 puM). Luego, los tubos fueron incubados
por 30 min en presencia o ausencia (controles) de 1 UI de
hCG (AE.3000 UI/mg). Alicuotas de células de Leydig prove-
nientes de los tubos control y con hormona, fueron anali-
zadas por cromatografia en capa fina de acuerdo a 1la
técnica descrita en materiales y métodos.

LFC, 1lisofosfatidilcolina; FC, fosfatidilcolina; FD,
fosfatidil-N,N-dimetiletanolamina; FME, fosfatidil-N-
monometiletanolamina. Rf: movilidad cromatografica.

Las barras obscuras representan la radicactividad esti-
mulada por hCG, y las barras blancas, la incorporacién de
grupos metilo en ausencia de hormona ( control).
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9) Efecto de diferentes esteroides producidos por las

células de Leydig en la metilacién de Fosfolipidos.

Puesto que LH/hCG producen una estimulacidn
de la sintesis de fosfolipidos, era fundamental analizar
81 los esteroides, principales productos fisiclégicos de
las células de Leydig, podrian mediar o regular la respu-

esta de la hormona en la sintesis de fosfolipidos.

Las células de Leydig fueron Preincubadas
por 10 min y luego durante 30 min en presencia o ausencia
de 1 UI de hCG, con la adicidén de 32 puM de pregnenolona,
32 pM de progesterona, 35 pM de testosterona & 37 uM de
estradiocl. Los resultados estdn expresados como "indice de
estimulacién" que representa una razdén entre el wvalor
tratado con su control respectivo y estdan sefialados en la
Fig. 20. Se observa que ningin esteroide modificé la
respuesta de metilacién de FL. Al control se le asigndé un
valor de 1; los valores obtenidos con el tratamiento
hormonal fueron los siguientes: Pregnenolona: 0,98 *
0.16; progesterona: 1 * 0.18; testosterona: 1.12 % 0.18 vy

estradiol: 1.25 * 0.25.

La respuesta de hCG (1 UI} fue de 3.14 +0.33
Y en presencia de pregnenolona fue de 3.27 #0.39; de

progesterona: 3.25 %0.16; de testosterona: 3.38 % 0.35 y
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FIG. 20 EFECTO DE ESTEROIDES EN LA INCORPORACION DE
GRUPOS METILO RADIOACTIVOS A FOSFOLIPIDOS.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Leydig fueron
greincubadas por 10 min a 34°C con 10 pCi (21.3 pM) de
H-metionina.

Luego se adicioné medio de incubacién (controles),
pregnenolona (32 upuM), progesterona (32 pM), testosterona
(35 uM) o estradiol (37 uM) hasta completar un volumen
final de 0.5 ml. Cada uno de los esteroides se agregd
también en presencia de 1U.I. de hCG. A los 30 min se
detuvo la reaccidén y se determiné la radicactividad pre-
sente en la fraccidén lipidica.los resultados estéan expre-
sados como indice de estimulacién, que representa una
relacién entre pmoles estimulados y pmoles control, asig-
nandosele a los controles el valor de 1. Cada valor
corresponde al promedio * SD de 5 determinaciones.

* p<0.005
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de estradiol: 3.0 #0.38. Los valores de estimulacidén de
hCG y de hCG con los esteroides fueron significativamente
mayores que el control (p<0.001). Estos resultados indi-
can que si bien los esteroides no tienen efecto sobre la
metilacidén de FL, tampoco modifican la respuesta estimula-

toria de hCG.

10) Efecto de LHRH y AVP en la metilacién de fosfolipi-

dos y en la produccién de testosterona.

Si bien es conocida la accién regulatoria
que ejercen los polipéptidos LHRH y AVP en la esteroido-
génesis de la célula de Leydig a través de sus receptores
localizados en la membrana de estas células, no se conoce
su efecto regulatorio sobre las reacciones de metilacién
de FL. Este estudio se realizé ademas, para conocer si las
reacciones de metilacién de FL estaban implicadas en la
transduccién de otras sefiales hormonales que tenian acciédn
en la célula de Leydig. En la Fig. 21, se observan los
resultados obtenidos al incubar por 30 min las células de
Leydig purificadas con LHRH ( 0.8 nM) y AVP ( 0.1 uM).
Los resultados estdn expresados como "indice de

"

estimulacidn y se observa, que, ni LHRH ni AVP modifican

la magnitud de las metilaciones de FL: el control tiene un
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FIG. 21 EFECTO DE LHRH Y AVP EN LA INCORPORACION DE
GRUPOS METILO RADIOACTIVOS A FOSFOLIPIDOS.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Leydig fueron
greincubadas por 10 min a 34°C con 10 pCi (21.3 uM) de
H-metionina. Luego, se adicioné medio de incubacién
(controles), LHRH (0.8 nM) o AVP (0.1 pM) 6 cada uno de
ellos en presencia de 1 U.I. de hCG hasta un wvolumen
final de 0.5 ml y se incubé por 30 min. Se determiné la
radioactividad presente en la fraccién lipidica, segin
descrito en materiales y métodos. Los resultados estéan
expresados como indice de estimulacién (relacién entre
pmoles estimulados y pmoles control) y representan el
promedio * SD de 4 determinaciones (*p<0.004)
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valor de 1 * 0.1; LHRH: 0.96 * 0.25; AVP: 1 % 0.5. La
accidén estimulatoria de hCG ( 3.14 % 0.31) no se modificé
en presencia de LHRH ( 3.37 * 0.58) ni de AVP ( 3.5 #
0.64). Si bien estos péptidos no tienen accidén en la
metilacién de FLs, a las mismas concentraciones utiliza-
das, su efecto inhibidor en la produccién de testosterona

estimulada por hCG es significative (Tabla II).

Con los resultados obtenidos, la etapa
siguiente fue estudiar los mecanismos que estan implicados

en la activacidén de las reacciones de metilacidén de FL.

11) Efecto de andlogos de cAMP y estimuladores de la adeni

lato ciclasa en la metilacidén de FL.

Antecedentes en la literatura (Hirata y
Axelrod, 1980; Castafio y col., 1980; Nieto y Catt, 1983)
han senalado que algunos agentes que elevan el cAMP intra-
celular, son capaces de estimular las enzimas fosfolipi-
dometiltransferasas (FMT). Sin embargo, estos resultados
han generado gran controversia, ya que no todos los estu-
dios enzimdticos han detectade una relacidén entre la
metilacién de FL y activacién de adenilato ciclasa (Colard

y Breton, 1981; Schanche y col., 1982). La interpretacidn
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TABLA II: EFECTO DE LHRH Y AVP EN LA SINTESIS DE TESTOSTE
RONA DE CELULAS DE LEYDIG

Sintesis de Testosterona (p/moles/lo6 células)
Control 10,52 + 1,5 89,6 + 7,2
AVP 8,93 + 2,0 45,3 + 6,1
LHRH 12,36 + 1,9 51,6 + 8,9

Aproximadamente 1 x 106 células intersticiales fueron
incubadas por 3 h a 34°C en un volumen de 1 ml en presen-
cia de medio 199 (control), 1 UI de hCG, 0.8 nM de LHRH,
0.1 pM de AVP, 1 UI de hCG + 0.8 nM de LHRH 6 1 UI de hCG
+ 0.1 pM de AVP. Al cabo de este periodo se determiné la

produccidén de T por el método de RIA, como esta descrito
en materiales y métodos.

103




se dificulta ain mds cuando se comparan resultados de
actividad enzimdtica FMT con resultados de metilacidén de
FL en células intactas, los que son contradictorios; se ha
encontrado que la adicidén exégena de CPT-cAMP a hepatoci-
tos de rata, disminuye la formacién de fosfatidilcolina a
partir de los precursores radiocactivos y por otro lado,
duplica la actividad fosfolipidometiltransferasa ( Pritch-
ard y col., 1981a)}. Resultados anteriores nuestros (Llanos
¥y col.,1985; Rojas, 1985), demostraron que la estimulacién
de la produccién de T por dibutiril cAMP (db-cAMP) y por
toxina del célera (TC) no eran modificadas por la adicién

de inhibidores de la metilacidn {3-DZA).

Con estos antecedentes, quisimos estudiar

el efecto de estos activadores sobre la metilacién de FL.

Las células de Leydig fueron preincubadas
por 10 min con el precursor radiocactivo, y luego, incuba-
das durante 30 min en presencia de 0.1 mM de 8 Br-cAMP en
0.1 mM de l1-metil 3-isobutilxantina (MIX) (Williams vy
col., 1976), 10 pg/ml de toxina del cdédlera activada {TC)

é con 95 pM de forskolina (FK).

Los resultados indicados en la Fig. 22
sefialan que los andlogos de cAMP y activadores de la
adenilato ciclasa no son capaces de estimular la metila-

cién de FL. La incorporacidn de 3H—metionina a FL, fue de
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FIG. 22 EFECTO DE ANALOGOS DE cAMP Y ACTIVADORES DE
ADENILATO CICLASA EN LA INCORPORACION DE
GRUPOS METILO A FL.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Leydig fueron
preincubadas por 10 min a 34°C en presencia del Precursor
radioactivo. Luego se agregd medio de incubacidn {con-
troles), hCG ( 1UI}, 8-Br cAMP (0.1 BM) con MIX ( 0.1 uM)},
TC (10 pg/ml) o FK (5 uM) hasta un volumen final de 0.5 ml
¥ se incubd por 30 min. Se determiné la radicactividad
presente en la fraccién lipidica segin lo descrito en
materiales  y métodos. Los resultados estén expresados en
pmoles/10 células de Leydig ¥y representan el promedio #
SD de 6 determinaciones.
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0.44 * 0.03 pmol/lO6 células en los controles, valor que
se incrementd a 0.95 * 0.01 pmol/lO6 células, en presencia
de hCG (1 UI). Los valores experimentales de metilacién
fueron de 0.4 * 0.025, 0.36 *# 0.01 y 0.43 * 0.01 pmol/lO6

para 8-Br cAMP + MIX, TC y FK respectivamente.

12) Efecto de las diferentes subunidades de hCG y del

hibrido de hCG en la metilacién de FL.

Habiendo demostrado que la incorporacién de
3H*metionina a FL en células intactas, no era activada por
cAMP, sino que solamente era incrementada en presencia de
LH/hCG, era necesario no solo poder demostrar la especif-
icidad de la respuesta a LH/hCG, sino que también poder
aproximarnos a establecer los dominios de la gonadotrofina

que serian responsables de la sintesis de fosfolipidos.

Como se menciondé anteriormente, tanto la LH
como la hCG estan formadas por dos subunidades (a y B)
glicosiladas, las que forman un heterodimero que es esen-
cial para la actividad estimulatoria de la sintesis de T.
En un intento por conocer el mecanismo de accién de las
reacciones de transmetilacidén de FL, fue interesante
conocer si las subunidades individuales (que no producen

respuesta esteroidogénica) producian algin efecto en la

106




incorporacién de grupos metilo. También se quiso evaluar
la accién de un hibrido de hCG preparado por NIH del
hibride de hCG preparado en el laboratorio, al incubar
ambas subunidades a diferentes temperaturas y por difer-
entes periodos. Los resultados (Fig. 23) indican que la
incubacién de las células de Leydig por 30 min con la
subunidad a no promueve la incorporacién de grupos metiloe
(0.29 £ 0.02 pmol/lO6 células en relacidén a 0.3 = 0.03
pmol/lO6 del control). Sin embargo la subunidad B estim-
uld significativamente la incorporacién de grupos metilo
en relacidon al controel (0.7 * 0.025 vs 0.3 % 0.03
pmol/lO6 para la subunidad B8 y los controles respectiva-
mente), aunque en menor proporcién que lz hormona nativa
(0.7 * 0.025 y 0.89 * 0.025 pmol/10% células para subuni-
dad B y con hCG respectivamente). Estos resultados estan
indicando, que a pesar que ambas subunidades individuales
se unen débilmente al receptor de LH/hCG, sélo los domini-
os de unién presentes en la subunidad B, scn capaces de

activar las reacciones de metilacidn de FL.

El hibrideo NIH estimulé la metilacidén de FL
en la misma proporcidén que hCG (0.89 + 0.02 y 0.89 + 0.025
pmol/lO6 para el hibrido NIH y la hormona nativa respecti-
vamente) y los hibridos preparados en el laboratorio
también tuvieron un efecto positivo (0.68 +0.03 y 0.69 *

0.03 pmol/106 para el hibrido I y II respectivamente). La
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FIG. 23 EFECTO DE LAS SUBUNIDADES a Y B de HCG Y DE
DIFERENTES HIBRIDOS DE HCG SOBRE LA INCORPORA-
CION DE GRUPOS METILO A FOSFOLIPIDOS.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Leydig, fueron
preincubadas con 10 uCi (21.3 pM) de 3 H-metionina por 10
min a 34°C. Luego se agregd medio de incubacién (con-
troles), hCG (1 UI, AE. 3000 UI/mg ), subunidad a (aprox.
0.5 UI), subunidad B (0.5 UI, AE. 29 UI/mg), hibrido - NIH
( 1 UIL) e hibride I y II (aprox. 1 Ul de c/u) y se incubé
por 30 min.

Hibrido I: se tomaron volimenes iguales de la subunidad a
¥y B ¥y se incubaron a 37°C por 2 h.

Hibrido II: se tomaron volimenes iguales de la subunidad a
¥ B ¥ se incubaron a 25 "C por 18 h.

Se determind radioactividad liposoluble. Los resultados
estan expresados como promedic *SD de 4 determinaciones.

¥ p<0.007, respecto al control.

+*¥p<0.002, respecto al valor con hCG
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manera experimental en que se prepararon los hibridos no

afectdé la respuesta de metilacién.

13) Efecto de los hibridos de hCG sobre la sintesis de T.

Se evalué el efecto de los diferentes hibri-
dos en la capacidad de producir una respuesta esteroido-
génica. La Tabla III muestra los resultados obtenidos al
incubar células intersticiales con hCG, hibrido comercial,
hibrido I y II por 3 h. Se observa que el hibrido comer-
cial estimula mucho mas la sintesis de T, incluso que hCG.
Los hibridos preparados en el laboratorio estimularon la
sintesis de T en forma andloga a hCG. Tampoco sSe encon-
traron diferencias en la respuesta esteroidogénica relaci-
onadas con el método de preparacién de los hibridos.
Ninguna de las subunidades individuales posee actividad

esteroidogénica.
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TABLA III EFECTO DE HCG Y DIFERENTES HIBRIDOS DE HCG EN
LA SINTESIS DE T.

SINTESIS DE TESTOSTERONA
ng/10% celulas

Control 0.38 + 0.01
+ hCG (1 U.I.) 0.90 + 0.02
+ Hibrido NIH 1.12 + 0.01
+ Hibrido I 0.80 + 0.01
+ Hibrido II 0.82 + 0.01

Aproximadamente, 5 x 10 6 células intersticiales fueron
incubadas por 3 h en presencia de hCG (1 U.I, AE 3000
UI/mg), hibrido-NIH (1 U.I.) y de hibridos I y II prepara-
dos como esta descrito en la leyenda de la Fig 23. Al cabo
de 3 h se determiné la concentracidn toﬁ?l de T por RIA.
Los resultados estdn expresados en pg/l10 células inters-
ticiales y representan el promedio *SD de 3 determina-
ciones.
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II) DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA FOSFOLIPI

DOMETILTRANSFERASA ( FMT) .

Habiendo demostrado que en células de Leydig
intactas, las reacciones de metilacién de FL son activadas
especificamente por LH/hCG, en etapas tempranas de 1la
interaccidén hormona - receptor, y que estas reacciones no
son estimuladas por cAMP, se quiso evaluar la actividad
fosfolipidometiltransferasa. Estos estudios enzimaticos,se
realizaron en suspensiones libre de células, provenientes
de células de Leydig incubadas en presencia de diferentes
efectores, de acuerdo a la metodologia descrita anterior-

mente.

1) Efecto de S-adenosilhomocisteina (SAH) y de 1la adi-
cién exégena de fosfolipidos (FME) en la actividad de

la enzima FMT.

La Fig. 24 muestra el efecto del inhibidor
de la enzima FMT, S-adenosilhomocisteina (SAH), en la
incorporacién de grupos metilo. Se puede observar que la
adicidén de 1mM de SAH al medio de incubacién produce una

inhibicién de 81% en la metilacidén de FL.
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FIG. 24 EFECTO DE LA ADICION DE S-ADENOSILHOMOCISTEINA

Y DE FOSFATIDILMONOMETILETANOLAMINA SOBRE LA
ACTIVIDAD FMT.

Las células de Leydig purificadas en gradiente de Percoll
fueron congeladas a -70°C. La determinacién enzimatica se
realizéd agitando fuertemente las células descongeladas,
hasta obtener una suspensién libre de células. Una alicuo-
ta de esta suspensién conteniendo aprgximadamente 0.1 mg
de proteina, fue incubada con 1uCi de -SAM (100 uM)( AE.

15 Ci/mmol), en presencia o ausencia de S-adenosilhomo-
cisteina (SAH) (1mM) o de fosfatidilmonometiletanoclamina
(FME) 2.2 mM, por 30 min a 37 °C. Se determindé la radio-
actividad presente en la fraccién lipidica. Los resul-

tados de actividad enzimatica estdn expresados en % re-

specto del control basal y representan el promedio * SD de
3 determinaciones.

* p<0.001 respecto del control.
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Se considerd la posibilidad de que en los
ensayos de actividad enzimatica FMT existiera una concen-
tracién limitante de los sustratos fosfolipidicos de las
reacciones de metilacién que son los fosfolipidos de la
membrana. Por esta razdén se adicioné fosfolipido exdgeno
en el ensayo de actividad enzimatica. Se agregdé al medio
de incubacién fosfatidilmonometiletanolamina (FME), con-
siderando que la formacién de este producfo es la etapa
limitante de la reaccién de metilacién. Como se ve en la
Fig. 24, la adicién de FME exdégeno produjo un aumento del
10% en la actividad enzimdtica FMT. Resultados similares
fueron obtenidos al agregar fosfatidiletanolamina (FE)
exégena a hepatocitos tratados con glucagdédn (Castano y

col., 1980).

2) Efecto de hCG y de sus subunidades individuales (ahCG ¥

BhCG) en la actividad fosfolipidometiltransferasa.

Una vez establecidas las condiciones experi-
mentales éptimas para la medicidén de la actividad enzimat-
ica FMT in vitro, y habiendo demostrado que LH/hCG son
capaces de estimular la incorporacién de 3H—metionina a
fosfolipidos en células de Leydig intactas, se quiso

estudiar si este aumento en la metilacién de FL in vivo




estaba relacionado con un aumento de la actividad enzi-

matica FMT.

En estos estudios, se preincubaron las
células de Leydig por 30 min en presencia de medio de
incubacién y con agitacidén constante. Después de este
tiempo, alicuotas de medio conteniendo hCG (1 UI), subuni-
dad a (ahCG), subunidad B (BhCG) & medio solo (controles)
fueron agregados y se incubaron por 30 min. Después de
este tiempo, los tubos fueron centrifugados a 10000 x g
por 2 min y congelados a -70° C hasta su posterior deter-
minacidén enzimatica. La determinacidén enzimédtica se reali-
z6 como esta descrito en materiales ¥y métodos, con una
concentracién de proteina en un rango de 0.1 - 0.2
mg/tubo. Los resultados, expuestos en la Fig. 25 indican
que hCG, ahCG y BhCG son capaces de estimular la actividad
enzimidtica FMT siendo este efecto mayor para BhCG (1.9 *
0.12: 2.55 + 0.13; 3.25 + 0.1 y 4.5 * 0.12 pmol x min 1 x
mg prot_1 de grupos metilo incorporados para los con-
troles, con hCG, ahCG y BhCG respectivamente). Estos
resultados no concuerdan exactamente con los estudios
sobre la accién de las subunidades individuales de hCG en
células intactas, ya que como demostramos, (Fig.23), la
subunidad B (BhCG), fue capaz de estimular la incorpora-
cién de 3H—metionina a FL, en tanto que la subunidad a

(ahCG) no causaba ese efecto.
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FIG. 25 EFECTO DE HCG Y DE LAS SUBUNIDADES a Y B DE
LA HCG EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA FMT.

Aproximadamente 0.5 x 10 6 células de Leydig fueron prein-
cubadas con medio M-199 por 30 min a 34°C con 95% CO,-5%
O,. Luego, alicuotas de medio conteniendo hCG (1UI, AE.
3800 UI/mg), subunidad a (aprox. 0.5 UI), subunidad B
(0.5 UI, AE. 29 UI/mg) é medio (C), fueron agregados y se
incubdé por 30 min. Las células fueron congeladas a -70°C
hasta la determinacién enzimdtica. Para el ensayo enzimét-
ico, las suspensiones celulares fueron descongeladas,
resuspendidas en el buffer del ensayo enzimdtico y agita-
das vigorosamente hasta lograr una destruccién celular
total. Una alicuota de la suspensién celular asi opbtenida
(0.1 mg de proteina) fue incubada con 1 upCi de3H— SAM
(100 puM, AE 15 Ci/mmol) ) por 30 min a 37°C. Posterior-
mente, se determiné la radicactividad presente en la

fraccién lipidica de acuerdo al método descrito anterior-
mente.
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3) Efecto de andlogos de cAMP y de activadores de la adeni

lato ciclasa sobre la actividad FMT.

Dada las enormes contradicciones descritas
en la literatura, cuando se comparaban los estudios de
incorporacidn de 3H—metionina a FL en células intactas con
los estudios de actividad enzimdtica FMT in vitro, y a
nuestros resultados recientemente expuestos que indicaron
que la incorporacién de grupos metilo radioactivos en
células intactas no era estimulada por cAMP, se estudid si
la actividad de la enzima FMT in vitro estaba alterada por
una incubacién previa de las células de Leydig con cAMP.
Para estos estudios, las células de Leydig fueron incuba-
das en presencia de 8-Br cAMP o forskolina (FK) de manera
analoga al experimento anterior. En la Fig. 26 se obser-
va que la enzima FMT puede activarse tanto en presencia de
cAMP y de activadores de adenilato ciclasa, como en pre-
sencia de la hormona (1.8 #0.15; 2.6 *0.13; 3.55 % 0.2 ¥
4.6 * 0.25 pmol x min~! x mg prot‘l para el control, con

hCG, con 8-BrcAMP y FK respectivamente).

Estos resultados, como en el caso anterior,
nos demuestran que las situaciones gque ocurren en una
célula intacta no siempre son extrapolables a los estudios
in vitro, donde las condiciones experimentales son gener-

almente diferentes.
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FIG 26 EFECTO DE ANALOGOS DE cAMP Y ACTIVADORES DE ADENI-
LATO CICLASA EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA FMT.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Leydig fueron
preincubadas por 30 min con medio M-199. Posteriormente,
se agregé medio de incubacién (control), hCG (1 U.I, AE.
3000 UI/mg.), 8 - BrcAMP + MIX (0.1 mM) 6 FK (5 uM) y se
incubé por 30 min a 34°C. Luego, los tubos fueron congela-
dos hasta la determinacién enzimatica. Para el ensayo de
la actividad enzimatica, alicuotas de células descongela-
das fueron resuspendidas en el buffer del ensayo enzimati-
co y vigorosamente agitadas hasta destruccién celular
total. La suspensién obtenida ,conteniendo una concentra-
cién de proteina en un rango de 0.1-0.2 mg fue incubada
por 30 min con 1 pCi de’H-SAM (100uM, AE. 15 Ci/mmol).
Posteriormente, se determiné la radioactividad presente
en la fraccién lipidica de acuerdo a materiales y méto-
dos. Los resultados expresan el promedio *SD de 3 deter-
minaciones.
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Habiendo caracterizado las reacciones de
metilacién de fosfolipidos y habiendo establecido que
estos procesos forman parte de las respuestas tempranas de
la LH/hCG, el objetivo siguiente, consistid en evaluar las
reacciones de metilacidén de FL, como respuestas tempranas

de la hormona, en la célula de Leydig desensibilizada.

IIT) ESTUDIOS EN RATAS DESENSIBILIZADAS.

1) Determinacién de la concentracién de receptores

para LH/hCG.

Una vez establecido que:- la esteroidogéne-
sis testicular inducida por gonadotrofinas es inhibida
parcialmente por agentes que inhiben la metilacién de FL y
que - la sintesis de FL en células intactas es estimulada
por LH/hCG en etapas tempranas de la interaccién hormona-
receptor, se quiso conocer si el proceso de regulacidn
por pérdida de receptores (down - regulation), inducido

por hCG in vivo, afectaba la metilacién de fosfolipidos.

En la Fig. 27, se resumen los efectos aue

se producen en la célula de Leydig como consecuencia de 1la
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FIG. 27 EFECTO DE UNA DOSIS DESENSIBILIZANTE DE HCG
EN LA CONCENTRACION DE LOS RECEPTORES PARA LH.

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas sc. con 100 U.I.
de hCG (AE. 11900 UI/mg). A los dias indicados,se sacrifi-
caron ¥ se determiné la concentracidén total de receptores
para LH presentes en las células de Leydig, segin descrito
en materiales y métodos.

Los resultados estan expresados en ng de 1251_hce por 10 6
células de Leydig, y representan el promedio *SD de 4
determinaciones.
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administracidén de una dosis tGnica de 100 UI de hCG. Se
observa, que el nuimero de receptores para LH/hCG expresa-
do como ng de 12SI—hCG unida por 106 células de Leydig,
esti dramdticamente disminuido a partir del dia 1 después
de la inyeccién de hCG (de 4.5 * 0.3 a 0.3 + 0.1 ng/10°
células de Leydig). Esta situacién se mantiene hasta el
dia 6, donde se comienza a observar un pequefio aumento en
el numero de sitios de unidén (0.8 * 0.3 ng/lO6 células de
Leydig) debido supuestamente a la sintesis de novo de
receptores. Se observa a los 12 dias después del trata-
miento, una recuperacién total de los sitios de unién para

la 125_1cG (4.6 + 0.4 ng/108 células de Leydig).

La disminucién en la capacidad de unién
observada anteriormente, puede ser consecuencia de una
internalizacién del complejo hormona-receptor o una ocupa-
cién de los receptores con la hCG administrada in vivo.
En la Fig. 28, se analiza la concentracién de receptores
ocupados por la hormona mediante una técnica descrita en
materiales y métodos. Los resultados indican que el primer
dia después de la inyeccidén, un 80 % de los receptores
estid ocupado con la hormona no radioactiva (3.6 * 0.2
ng/lO6 células de Leydig) y aproximadamente un 20 % de
receptores se ha internalizado. Al dia 2, un 24.4 % de los
receptores se encuentra ocupado y un 71 % de los recep-

tores se ha internalizado. En el dia 3, casi el 90% de
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FIG. 28 EFECTO DE UNA DOSIS DESENSIBILIZANTE DE HCG EN

LA CONCENTRACION DE LOS RECEPTORES OCUPADOS
PARA LH.

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas sc. con 100 U.I.
de hCG (AE. 11900 UIlI/mg). A los dias sefnalados,se sacrifi-
caron, se extrajeron los testiculos los que fueron trata-
dos con MGCl, de acuerdo a la técnica descrita en mater-
iales y métodos, y se determindé la concentracién de recep-
tores ocupados y desocupados.

Los resultados expresan el promedic *SD de 4 determina-
ciones.

Las barras blancas representan la concentracién de recep-
tores libres, y las barras achuradas, la concentracién de
receptores ocupados por la hCG.
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los receptores se ha internalizado (11 % de los receptores
estdn ocupados por la hormona endégena) y en el dia 6, el
nimero de receptores ocupados es de 0.25 ng/l()6 células de
Leydig, sin embargo, empieza a aparecer un nimero de
receptores como producto de la sintesis de novo, que
alcanza a 0.6 ng/lO6 células de Leydig. En el dia 12, no
se encuentran receptores ocupados por la gonadotrofina ¥y
las células han recuperado la totalidad de los recep-

tores.

2) Efecto de una dosis tdnica de hCG (100 UI) sobre la

metilacién de fosfolipidos.

Mediante un protocolo experimental semejante
al utilizado para analizar el efecto de hCG in vivo sobre
la capacidad de unién de la 125—I-hCG, se analizdé la
incorporacién de grupos metilo radicactivos en células de
Leydig desensibilizadas. Los resultados expuestos en la
Fig. 29, indican que la metilacidén de fosfolipidos esta
disminuida en el grupo de animales tratados con hCG. En
el dia 1 después de la inyeccidn de hCG, la incorporaciédn
de SH-metionina fue de 0.18 % 0.013 pmol/10% células en 30
min de incubacién. Este valor representa una disminucién

de un 40 % cuando se compara con la metilacidén en los
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FIG. 29 EFECTO DE UNA DOSIS DESENSIBILIZANTE DE HCG EN LA
INCORPORACION DE GRUPOS METILO A FL.

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas sc. con 100 U.I.
de hCG (AE. 11900 UI/mg). A los dias sefalados se sacrifi-
caron y purificaron las células de Leydig en gradiente de
Percoll.

Aproximadamente, 0.5 x 10 6 células de Lgydig se incuba-
ron por 30 min con 10 pCi (21.3 pM) de “H-metionina. Se
determiné la radioactividad presente en la fraccidén lipid-
ica. Los resultados estan expresados como pmoles de grupos
metilo radiocactivos incorporados por 10 células de
Leydig en 30 min y representan el promedio * SD de 3
determinaciones.

* p<0.02 respecto del control
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animales control (0.3 * 0.006 pmol/lO6 células). Esta
disminucién en la metilacién observada en el dia 1 se
mantiene en el dia 3, 6 y 12 después del tratamiento (*

p<0.02).

Como se indicé anteriormente (Fig.13) la
incorporacidén de 3H—metionina a fosfolipidos en células
intactas es estimulada por hCG, y casi lineal por 30 min
de incubacidén; en cambio en ausencia de la hormona, la
metilacién es lineal solamente por 5 min. Era necesario
entonces comparar la cinética de incorporacién del precur-
sor radioactivo en células tratadas con dosis altas de
hormona. Los resultados (Fig. 30) demuestran que la dismi-
nucién de la metilacidén en las células de Leydig desensib-
ilizadas, se manifiesta tempranamente, ya que a los 10 min
de incubacién en presencia del precursor radioactivo, se
observéd una disminucién significativa en la metilacidén de
fosfolipidos. Esta situacién se mantuvo durante 1 h de

incubacién.

Una de las caracteristicas del fendmeno de
desensibilizacién inducida por la administracién aguda de
una dosis suprafisiolégica de hCG, es la ausencia de
respuesta in vitro frente al mismo estimulo hormonal. En
la Fig 31, se muestra la accién de 1 UI de hCG in vitro,

en la incorporacidn de 3H—metionina en las células de
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FIG. 30 INCORPORACION DE GRUPOS METILO RADIOACTIVOS A FL
EN RATAS DESENSIBILIZADAS EN FUNCION DEL TIEMPO
DE INCUBACION.

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas sc. con 100 U.I.
de hCG (AE.11900 UI/mg).A los dias indicados en cada
curva, se sacrificaron y se obtuvieron las células de
&eydig en gradiente de Percoll. Aproximadamente, 0,5 x 10
células de Leydig se incubaron con 10 pCi de “H-metioni-
na (21.3 pM) durante los tiempos senalados. Los resultados
estdan expresados en pmoles/10 6 celulas de Leydig, ¥
representan el promedio *SD de 4 determinaciones.Cada
curva indica la condicién del animal del cual se extrajer-
on las células de Leydig inyeccidn de 100 U.I. de hCG. C =
control, sin tratamiento hormonal.
* p<0.002 respecto del control respectivo
** p<0.01 respecto del control respectivo
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FIG. 31 INCORPORACION DE SH-METIONINA A FL EN RATAS
DESENSIBILIZADAS EN PRESENCIA DE HCG IN VITRO.

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas sc. con 100 U.I.
de hCG (AE. 11900 UI/mg). Al cabo de 1,3,6 y 12 dias
fueron sacrificadas y se obﬁ¥vieron las células de Leydig.
Aproximadamente 0.5 x 10 células de Leygig fueron
preincubadas por 10 min con 10 pCi (21.3 uM) de“H-metioni-
na a 34°C. Luego se agregé medio de incubacién (control) 6
hCG (1 U.I., AE. 3000 UI/mg) y se incubdé por los tiempos
sefialados. Se determiné la radioactividad presente en la

fraccién lipidica. Los resultados representan el promedio
+SD de 3 determinaciones.

C:control, D: desensibilizada,
* p<0.01 respecto del control correspondiente

+ p<0.01 respecto del animal desensibilizado en ausencia
de hCG in vitro.

126




Leydig provenientes de animales previamente tratados con
una dosis de 100 UI de hCG, (animales indicados como
desensibilizados, D). Se observa que 1 UI de hCG es capaz
de estimular la incorporacién de grupos metilo solamente
en células de Leydig provenientes de animales después del
dia 6 - 12 del tratamiento. La accidén estimuladora de
hCG después del 6° dia de tratamiento se manifesté a los
60 min de incubacidén con la hormona y fue de 120%. La
accién estimuladora después del 12° dia, fue de 130%, 150%
y 120% a los 10, 30 y 60 min de incubacidn respectiva-

mente.

3) Determinacién de la concentracidén intracelular de

compuestos marcados con 3H—metilo.

Una disminucién de la metilacién de FL como
la observada en las células de Leydig proveniente de
animales desensibilizados, podria ser consecuencia de al
menos 2 factores : 1) una alteracién en la permeabilidad
de la metionina en las células de Leydig & 2) una dismi-

nucién de la enzima FMT.

Para descartar la primera posibilidad, se

procedié a analizar la entrada de SH-metionina a las




células de Leydig. Este estudio se realizdé cuantificando
la cantidad de compuestos solubles marcados con grupos
metilo radicactivos y la cantidad de 3H—metionina incorpo-
rada a fosfolipidos. Las células de Leydig provenientes de
animales control y tratades con una dosis de 100 UI de hCG
después de 1 y 12 dias, fueron preincubadas con 10 pCi de
3H—-metionina (21.3 uM) por 10 min y luego incubadas por 30
min. Al cabo de este tiempo, se extrajo la fraccidén lipid-
ica con solventes orgidnicos, en cuya fraccidén se determinéd
la incorporacién de grupos metilo radioactivos. La frac-
cién soluble proveniente de dicha extraccidén, fue analiza-
da para determinar la concentracién soluble de compuestos
marcados con grupos metilo radicactivos. La cantidad total
de radioactividad (radicactividad soluble e insoluble en
solventes organicos) representa la entrada de metionina

radiocactiva a la célula.

Los resultados de este estudio se muestran
en la Fig. 32, donde se indica la concentracidén total de
grupos metilo radioactivos en la célula (a) y la concen-
tracién de grupos metilo incorporades a fosfolipidos (b).
Se puede observar, que, en las células de Leydig desen-
sibilizadas, la radioactividad total en la célula, es
mayor que en las células de Leydig provenientes de ani-
males control. Puesto que la incorporacidén de grupos

metilo radioactivos a FL es menor en las células de Leydig
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FIG. 32 ESTUDIO DE LA INCORPORACION DE METIONINA RADIOAC-
TIVA A FOSFOLIPIDOS EN RELACION CON LA INCORPO-
RACION TOTAL EN LA CELULA DE LEYDIG DE ANIMALES
DESENSIBILIZADOS.

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas con 100 UI de
hCG (AE. 11900 UI/mg). Después de 1 y 12 dias fueron
sacrificadas y extraidas las células de Leydig en gra-
diente de Percoll. Aproximadamente 0.5 x 0 células
fueron preincubadas por 10 min con 10 puCi de “"H-metionina
(21.3 uM).Luego, se agregd medio de incubacidén 6 1 UI de
hCG (AE 3000 UI/mg) hasta un volumen final de 0.5 ml. A
los tiempos sefialados, se detuvo la reaccidén con PBS-sac y
se extrajo la fraccién liposoluble. La fraccidén acuosa se
junté con las soluciones de lavado y se llevé a un volumen
de 1.5 ml. Alicuotas de 0.2 ml fueron evaporadas a seque-
dad y se contdé la radicactividad presente en dicha alicuo-
ta. E1 grafico (a) representa la incorporacién total de
metionina radiocactiva en la célula en funcién del tiempo
de incubacién ( radiocactividad en la fraccidén soluble e
incorporacién a FL).El1l grafico (b) representa la incorpo-
racién de metionina radicactiva a FL. Los resultados
representan el promedio * SD de 3 determinaciones.
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de animales desensibilizados,es posible que esta diferen-
cia en la concentracién intracelular del precursor radio-
activo, sea consecuencia de una entrada aumentada del
aminoacido en condiciones de desensibilizacidén celular.
Este efecto se manifiesta desde los primeros 10 min de
incubacidn con 3H—metionina, y se mantiene durante 1 h de
incubacidén. Estos resultados descartan la primera posibi-
lidad planteada al inicio de este estudio.Llama la aten-
cién que atin después de 12 dias de la inyeccidén desenzibi-
lizante, las células de Leydig no hayan recuperado total-
mente las condiciones de "normalidad"en relacidén a 1la

entrada de este aminoacido.

Es posible por lo tanto, que la disminucién
de la metilacién observada en células de Leydig desensi-
bilizadas sea consecuencia de una alteracidén de la activi-
dad de la enzima FMT. Los estudios siguientes se referi-

ran a este punto.

4) Actividad enzimatica fosfolipidometiltransferasa en

células de Leydig desensibilizadas.

Las células de Leydig perfundidas y purifi-

cadas provenientes de ratas inyectadas previamente 1,3 y 6

130




dias antes con 100 U.I, de hCG fueron congeladas en Nz
liquido y acumuladas hasta obtener una cantidad suficiente
para los analisis posteriores. Luego, alicuotas de suspen-
siones de células de Leydig desensibilizadas conteniendo
entre 0.1 y 0.2 mg de proteina fueron incubadas para
determinar la actividad enzimAtica responsable de 1la
incorporacién de metionina a lipidos. En la Fig. 33 se
indica la comparacidn de actividades enzimAdticas entre
ratas control y ratas desensibilizadas. Se puede observar
una disminucién de la actividad enzimatica solamente 3
dias después de la inyeccidén. No se observé cambios en la
actividad a 1 y 6 dias después de la desensibilizacidén ¥y
la disminucién observada a los 3 dias fue de 37%. No se
observa una relacidén entre estos resultados y aquellos
obtenidos en células intactas, donde se observa una dismi-
nucién de la incorporacidén del precursor radiocactivo en

todos los periodos estudiados.

El siguiente objetivo de este trabajo,
consistidé en estudiar si una respuesta tardia de la accién
de la LH/hCG, como la sintesis de RNA, se encuentra

modificada en la célula de Leydig desensibilizada.
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FIG. 33 ACTIVIDAD ENZIMATICA FMT EN CELULAS DE LEYDIG
DESENSIBILIZADAS.

Ratas macho de 60 dias fueron desensibilizados con 100
U.I. de hCG. Al cabo de 1,3 y 6 dias fueron sacrificados y
aisladas y purificadas las células de Leydig en gradiente
de Percoll. Alicuotas de homogenizados de células de
Leydig conteniendo 0.1-032 mg. de proteinas fueron incuba-
das con una mezcla de H-SAM y SAM frio (100 uM) (1pCi)
por 30 min a 37 'C. Se determinéd la radiocactividad pre-
sente en la fraccién lipidica de acuerdo a materiales ¥y
métodos.Los resultados representan el promedio * SD de 3
determinaciones.

* p< 0.005 respecto del control
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IV) ESTUDIOS DE SINTESIS DE RNA EN CELULAS DE LEYDIG.

Dado que: a) la sintesis de RNA y de protei-
nas son prerequisitos para la esteroidogénesis testicular
(Mendelsohn y col., 1975; Reddy y Ville, 1975), b) la
sintesis de RNA en ratas inmaduras es estimulada por
LH/hCG (Valladares y Ronco, 1984) y c) la metilacidén de
FL se encuentra alterada en animales desensibilizados con
una dosis tdnica de 100 U.I. de hCG (esta tesis), la si-
guiente etapa en este trabajo fue estudiar los procesos de
sintesis de RNA relacionados con el fendémeno de desensibi-

lizaciodn.

1) Efecto de una inyeccién de 100 UI de hCG en la sinte

sis de RNA en células de Leydig.

Las células de Leydig provenientes de
animales tratados después de 1, 3, 6 y 12 dias, fueron
purificadas en una gradiente de metrizamida y se deter-
miné la incorporacidén de SH-uridina a RNA segin el método
de Grootegoed (Grootegoed y col., 1977) y como esta des-

crito en materiales y métodos.




Como se puede ver en la Tabla IV, la condi-
cién fisiolégica de desensibilizacidén produce una disminu-
cién gradual en la incorporacidén de 3H-uridina a RNA la
que se hace critica a los 2 dias después de la inyeccién
de hCG (27 * 1.8 % de la sintesis de RNA control). Poste-
riormente comienza una recuperacidén paulatina la que se
hace evidente a los 12 dias después de la dosis desensibi-

lizante (97 * 6.0% del control).

2) Efecto del tiempo de incubacién en la incorporacién de

3H—uridina a RNA en ratas desensibilizadas.

La Fig.34 muestra un estudio a diferentes
tiempos después de la inyeccidén de hCG en los cuales se
mididéd la incorporacidén de 3H—uridina después de 1,2 ¥y 3 h
de incubacidn. Se puede observar que tanto a los 2,3 y 6
dias después de la inyeccidén, la cinética de incorpora-
cién de 3H-—uridina a RNA en relacidén al control se manifi-
esta siempre mas lenta, si bien esta diferencia se atenia
a los 6 dias después de la inyeccidén. A los 12 dias post-
inyeccidn, no existe diferencia en la incorporacidn de
uridina, a todos los tiempos de incubacidén estudiados,

entre los animales control y los animales tratados.




TABLA IV EFECTO DE UNA DOSIS DESENSIBILIZANTE DE HCG EN
LA SINTESIS DE RNA.

DIAS DESPUES
DE LA INCORPORACION DE[2HJURIDINA A RNA (%)
INYECCION
) 50 100
1 1 1
0 — 100 * 43
l 1 892 2 75
2 WES— 27t 18
3 v 372 1.4
6 — 6442
12 i 96%35

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas sc. con una dosis
de 100 U.I. de hCG. Al cabo de 1,2,3,6 y 12 dias se
sacrificaron y se purificaron las células de Leydig en
grgdiente de Metrizamida (0-40%). Aproximadamente, 0.5 x
10” células de Leydig se preincubaron por 1 h y luego se
incubaron con 5 puCi de -uridina por 3 h. Se determind la
incorporacidén de radicactividad a material insoluble en
dcido de acuerdeo a lo descrito en materiales y métodos.
Los resultados expresan el % de incorporacién respecto del
control y representan el promedio * SD de experimentos en
triplicado.
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FIG. 34 SINTESIS DE RNA EN CELULAS DE LEYDIG DESENSIBI
LIZADAS EN FUNCION DEL TIEMPO DE INCUBACION.

Ratas macho de 60 dias fueron desensibilizadas con una
dosis uUnica de 100 UI de hCG. Al cabo de 2,3,6 y 12 dias,
se sacrificaron, y se pur%;icaron las células de Leydig.
Aproximadamente 0.5 x 10 células de Leydig de ratas
control y desensibilizadas fueron preincubadas por 1 h ¥
luego incubadas con 5 nCi de YH-uridina por tiempos
variables.

Se determiné la radiocactividad presente en la fraccidn
inscoluble en Acido da acuerdo a materiales y métodos.Los
resultados representan el promedio %*SD de experimentos en
triplicado o-o: control; x-x desensibilizados
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3) Efecto de la desensibilizacién en la permeabilidad de

la uridina.

Para determinar si la disminucién de la
incorporacidén de 3H—uridina a RNA observada durante el
tratamiento de desensibilizacidn era consecuencia de una
disminucidén en la entrada de la uridina a la célula, se
analizé la entrada de SH-uridina a la célula en los dias
1, 3, 6 v 12 dias después de la inyeccidn de una dosis
desensibilizante de hCG. Los resultados se muestran en la
Tabla V, donde se compara la incorporacidn de 3H—uridina a
RNA y la entrada de la uridina radiocactiva a la célula, en
las ratas control y desensibilizadas después de 2, 3, 6 ¥y
12 dias. Se observa que si bien la sintesis de RNA se ve
alterada como consecuencia de la desensibilizacidn, esto
no seria consecuencia de una disminucidén en la entrada del

precursor radioactivo.

4) Estudio comparativo entre nimero de receptores para LH,
produccién de T y sintesis de RNA en animales desensibi

lizados.

Como se puede observar en la Tabla VI, la

disminucidén de la incorporacidén de uridina observada en
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TABLA V EFECTO DE LA DESENSIBILIZACION EN LA ENTRADA DE
URIDINA A LAS CELULAS DE LEYDIG

Tiempo de [SH]—uridina (pmoles/lO6 células)
accidén de la
hCG (dias) Incorporacién Entrada
a RNA
0 5.40 + 0.2 16.3 + 1.1
2 1.05 + 0.1 17.2 + 0.9
3 1.85 + 0.2 16.4 + 1.4
6 3.47 + 0.2 15.9 + 1.3
12 5.02 + 0.1 16.7 + 1.6

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas con una dosis sc.
de 100 UI de hCG (AE. 11900 UI/mg). A los tiempos sefiala-
dos se sacrificaron, extrajeron las células de Leydig las
que fueron purificadas en gradiente de metrizamida.
Alicuotas de células de Leydig conteniendo 0.7 x 106
células se incubaron en presencia de “H-uridina durante 3
h. Al cabo de este tiempo, las células se precipitaron con
HC104 . E1 sobrenadante de esta precipitacién junto con la
solucién de los lavados fue analizada para la determina-
cién de la radicactividad soluble. Una alicuota de 1 ml de
esta solucién fue agregada a un vial de conteo para deter-
minar la radiocactividad presente. La entrada de uridina
radiocactiva en células intactas,se determind sumando la
radicactividad presente en la fraccién soluble con la
radioactividad incorporada a RNA al cabo de 3 h de incuba-
cidén. Los resultados representan el valor promedio *SD de
tres experimentos en triplicado.
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TABLA VI ANALISIS COMPARATIVO ENTRE NUMERO DE RECEPTORES
PARA LH, PRODUCCION DE TESTOSTERONA Y SINTESIS
DE RNA EN RATAS DESENSIBILIZADAS

125

Dias después Unién de I- Produccion de Testosterona Incorporacién
del tratamien- hCG ng/6 ceél (% control) de 3H-uridina
to de hCG de Leydig Control hceG (db cAMP) % control

0 4.5+0.3 100+ 6 1070486 990+£120 100+4.3

1 0.3+0.1 250#12 286+ 9 395+ 56 92+7.5

2 0.240.1 270+14 320412 296+ 25 27+1.8

3 0.140.1 270+13 300410 310+ 18 37+1.4

6 0.8+0.3 100+ 9 650456 770+ 41 64+4.2

12 4,640.4 100+ 8 979+14 1170+£120 97+6.0

Ratas macho de 60 dias fueron inyectadas con 100 UI de hCG
(AE. 11900 UI/mg). A los tiempos sefialados fueron sacrifi-
cadas, extraidas las células de Leydig y purificadas en
grgdiente de metrizamida. Una alicuota conteniendeo 0.5 x
107 células fue incubada durante 3 h en presencia de medio
(control), hCG (1 UI, AE.11900 UI/mg) o de dibutiril cAMP
en presencia de MIX ( 1 mM). Al cabo de ese tiempo, se
detegminé la produccién de T por RIA. Una alicuota de 0.5
x 10¥ células fue preincubada gor 1 h y luego incubada por
3 h en presencia de 5 puCi de “H-uridina y posteriormente,
se determind la incorporacién del precursor en material
insoluble en acido. Una alicuota qﬁscélulas de Leydig fue
incubada por 90 min con 0.1 ng de I, (AE. 58 pCi/ng) de
acuerdo a lo descrito en materiales y métodos, para deter-
minar el nuimero de sitios de unidn. Los resultados repre-
sentan el promedio de por lo menos 5 experimentos en
triplicado.
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animales tratados es concomitante con la disminucidn de la
poblacién de receptores para LH/hCG, y la disminucidn de
la produccidén de T estimulada por hCG & dbcAMP. Aungque
se puede observar que 1 dia después de la inyeccidn ,el
nimero de receptores ha disminuido notablemente (de 4.5 a
0.3 ng/10 6 cel) como asi también la sintesis de T estimu-
lada por hCG y dbcAMP, (las que disminuyen de un 1000% a
286 y 395% respectivamente), la incorporacidén de uridina
sélo ha disminuido un 8%, lo que indica que existiria un
desfase en este pardmetro funcional, indicando que se

trata de un proceso mas lento.

5) Caracterizacién de los RNA sintetizados.

Se estudié en una columna de poli-U Sepharo-
sa la proporcién de RNA poliadenilados provenientes de
animales controles y tratados después de 3 dias con una
dosis tnica de 100 UI de hCG. Se puede observar en la
Tabla VII, la cantidad de RNA no unido y RNA poliadenilado
encontrados después de colocar los RNA extraidos en una
columna. La recuperacidn de RNA total en las células
tratadas con hormona es 26% del valor obtenido con células
no tratadas, un resultade esperado en base a las observa-

ciones previas (Tabla IV). Por otro lado, la razén -Poli
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TABLA VII CARACTERIZACION DE LOS RNA SINTETIZADOS DESPUES
DE 3 DIAS DE UNA INYECCION DE HCG (100 U.I.)

[3H - Uridina (pmoles/100 ug RNA)

Controles Tratadas
RNA
no unido 26.7 8.6
Poli (A) RNA 16.2 2.7

Los RNAs poliadenilados se separaron en una columna de
Poli-U-Sepharosa a partir de un extracgo de 145 pg de RNA
provenientes de aproximadamente 4x 10 células de Leydig
de ratas control y desensibilizadas (3 dias después de la
inyeccién con 100 U.I.de hCG ).La fraccién no unida se
determiné lavando la columna con buffer NETS y el material
poliadenilado se eluyd con tampén conteniendo 90% de
formamida, como estd descrito en métodos.
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A/ +Poli A es el doble en las células tratadas, indicando

una disminucidn relativa importante en la expresidén de

este tipo de RNA.




DISCUSION

Se ha observado que LH/hCG gatilla en la
célula de Leydig de rata respuestas tempranas como son el
transporte de iones, metabolismo de carbohidratos y este-
roidogénesis y respuestas tardias como la sintesis de RNA
y proteinas, el crecimiento celular, la sintesis de DNA ¥
la divisidén celular (Catt y col., 1980). En este trabajo
se ha demostrado , de acuerdo a los objetivos generales
planteados, que tanto las respuestas tempranas como las
tardias se encuentran alteradas por la desensibilizacién

que induce hCG en células de Leydig.

El primer objetivo especifico de esta tesis
fue caracterizar las reacciones de metilacién de FL como
respuesta temprana de LH/hCG. Nos parecid interesante
estudiar esta respuesta 1) porque se ha propuesto que la
metilacidn de FL estaria involucrada en la transduccién de
la serfial hormonal, ya que diversas hormonas y agonistas
aumentan el recambio de ciertos FL de la membrana plasmati-
ca; por ejemplo, glucagdn, vasopresina y angiotensina
activan la FMT en hepatocitos aislados (Alemany ¥y col.,
1981), estradiol activa la FMT en membranas de pituitaria
(Drouva y col., 1986), B-adrenérgicos estimulan la incor-

poracién de SH-SAM en eritrocitos (Hirata y Axelrod, 1980)




2) porque en células de Leydig , estudios de Nieto y Catt,

(1983) informaron una elevada actividad de la enzima FMT .

La funcidén de las reacciones de metilacién
de FL en células de Leydig fue explorada con: 1) el uso de
inhibidores de las reacciones de metilacidén de FL; 2) la
incorporacién de metionina radicactiva a FL en células de
Leydig intactas y 3) la incorporacidén de grupos metilo
desde S-adenosilmetionina (SAM) radiocactiva para determi-
nar la actividad fosfolipidometiltransferasa (FMT) en
suspensiones libre de células provenientes de células de

Leydig tratadas previamente con diferentes agonistas.

Primeramente se estudidé la participacién de
las reacciones de metilacién de FL en la elaboracién de la
respuesta esteroidogénica de la célula de Leydig utilizan-
do 3-DZA, un inhibidor de las reacciones de metilacidn
particularmente efectivo para fosfolipidos (Chiang y col.,
1980). Los resultados demuestran que 3-DZA en una concen-
tracién de 100 uM, inhibe aproximadamente un 50% de la
produccién de T estimulada por hCG (Fig. 11), si bien la
inhibicién de las reacciones de metilacidén fue de 100%
(Fig.12). Resultados similares fueron descritos por Milvae
y col., (1983), quienes observaron que en células lateas,
la adicidén de 3-DZA inhibia aproximadamente el 50% del
efecto estimulatorio de LH sobre la produccién de pro-

gesterona.
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Si la estimulacién hormonal causa esteroido-
génesis a través de las reacciones de metilacién de FL, el
50% de esteroidogénesis persistente podria ser inducida
por segundos mensajeros cuya produccidén no se ve afectada
por los inhibidores de metilacidén. Aungue en nuestro
laboratorio se ha encontrado que 3-DZA produce en células
de Leydig una disminucién de la produccién de cAMP estimu-
lado por hCG (Rojas, 1985), es bastante conocido el hecho
que para la produccién de T se requieren niveles intrace-
lulares muy pequeios de cAMP ( Catt y col., 1980; Browne
v Bhalla, 1991). Por otro lado, hay evidencias experimen-
tales de que la accién esteroidogénica de LH/hCG en célu-
las de Leydig estd mediada por proteinas quinasas depen-

dientes de fosfolipidos y de Ca+2

-calmodulina (Lin, 1985;
Themmen y col.,1985 a, 1985 b) ademds de proteinas quina-

sas dependientes de cAMP.

Una posibilidad gue no se puede descartar es
que las reacciones de metilacidén se encuentren localizados
en distintos compartimentos membranosos de la célula de
Leydig v que sélo las metilaciones de FL asociadas a los
receptores de LH/hCG, afecten la produccidén de testostero-

na.

Los estudios de incorporacién de metionina

radicactiva a FL se realizaron en extractos liposolubles




provenientes de toda la célula. La condicidén experimental
ideal habria requerido membranas plasmiaticas aisladas
relativamente puras, sin embargo, la técnica de purifica-
cién de células que se utiliza no permite obtener concen-
traciones elevadas de células altamente purificadas. Es
posible que las reacciones de metilacidén no estén directa-
mente relacionadas, o no sean necesarias para la estimula-
cién de la esteroidogénesis y que el 50% de inhibicidn de
la produccidén de T observada en presencia de 3-DZA, afecte
otra via metabélica. Se ha postulado que 3 -DZA afecta la
regeneracién de tetrahidrofolato para la sintesis de
purinas y pirimidinas (Kim y col., 1982) o la integridad
del citoesqueleto, ya que imita a los agentes que depo-
limerizan microtibulos y microfilamentos (Zimmerman Yy
col.,1984; Zor, 1983). Por dltimo, aunque 3-DZA inhibe
principalmente la metilacién de FL, no se puede descartar
ademds, una inhibicién en las metilaciones de proteinas y
dcidos nucleicos (Chiang y col., 1980). Sin embargo, estas
posibilidades son poco probables, ya que resultados obte-
nidos en nuestro laboratorio indican gque el efecto inhi-
bitorio de 3-DZA en la esteroidogénesis, es revertido en

presencia de dibutiril cAMP y toxina del célera (Rojas,

1985).

La siguiente etapa consistid en estudiar si

las reacciones de metilacién de FL constituyen una respu-
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esta temprana de la célula de Leydig a la accidén de
LH/hCG. Estos estudios se realizaron analizando la incor-
poracidén de S4-metionina en células de Leydig intactas,
v los resultados sefialan que tanto LH como hCG estimulan
significativamente la incorporacién de metionina radioac-
tiva a los fosfolipidos de las membranas celulares
(Fig.13). Estos resultados demuestran por primera vez gque
las metilaciones de FL en la célula de Leydig responden

tempranamente a la accién de LH/hCG.

La accién estimulatoria de las gonadotrofi-
nas sobre la metilacién de FL observada en este trabajo,
estd de acuerdo con estudios similares realizados en
diversos tejidos y tipos celulares, en los cuales se ha
observado que varias sefiales extracelulares, cuyos recep-
tores se encuentran localizados en la membrana celular,
estimulan las reacciones de metilacidén de FL (Geelen ¥
col., 1979: Marin-Cao y col., 1983; Munzel y Koschel,
1982; Crews y col., 1980; Alemany y col., 1980; Izhizaka ¥
col., 1980; Pfenninger y Johnson, 1981; Hook y col., 1982;

Cordasco y col., 1981).

Sin embargo, nuestros resultados difieren de
aquellos publicados por Moger (1985), quien no observéd
efecto de LH en la incorporacidén de metionina radiocactiva

a FL en células de Leydig intactas. Es posible que esta




discrepancia sea consecuencia de las distintas condiciones
experimentales utilizadas en ambos estudios. Moger utilizé
un sistema experimental en el cual se incubaron las célu-
las de Leydig en presencia de 0.2 uM de SH-metionina. Es
probable que esta concentracidén sea insuficiente ya que el
aminoicido debe entrar a la célula para convertirse en
SAM, sustrato dador de grupos metilo. En nuestros experi-
mentos, se utilizé una concentracién que estda en relacién
con las concentraciones de metionina encontradas en el
medio intracelular de algunos tejidos (20 uM) (Lopez-

Tejero y col., 1987).

En otros tejidos también se han encontrado
resultados contradictorios cuando se estudia la incorpo-
racién de 3H—metionina; en hepatocitos estimulados con
glucagdén, se ha observado estimulacién ( Geelen y col.,
1979) o ausencia de efecto sobre la metilacién de FL
(Schanche y col., 1982), y las razones para tales diferen-

cias no son satisfactorias.

La activacidn hormonal de la incorporacidn
de metionina radiocactiva en funcidén del tiempo de incuba-
cidn, reveld que se trata de un proceso rapido , ya que es
detectado en los primeros minutos de incubacidén con la
hormona (Fig. 13). Estos resultados estadn sugiriendo

ademas, gue existe una relacidén de temporalidad semejante
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entre el proceso esteroidogénico y la metilacidén de FL.
Ambos procesos se estimulan aproximadamente a los 10 min
de incubacién con la hormeona. Considerando que las reac-
ciones de metilacién son necesarias para la obtencidén de
una parte de la produccién de T, se deberia haber esperado
una respuesta de metilacidén previa a la sintesis de T,
pero las metodologias utilizadas para detectar ambos
procesos son muy diferentes, y la sensibilidad para detec-
tar variaciones a través del tiempo es mayor para la
determinacién de esteroides. Es interesante mencionar los
estudios de Nieto y Catt (1983), va que éstos demostraron
que en células de Leydig, la hCG estimulaba la actividad

FMT a los 5 min de incubacidén con la hormona.

El efecto maximo de hCG y LH en la respues-
ta de metilacidén, se logra con una concentracién de 100
mUI (Fig. 15 y 16). La concentracién de LH y hCG necesaria
para lograr la mitad de la respuesta maxima en la metila-
cién de FL (ECBO) fue semejante para ambas hormonas (7.5

mUI v 8 mUI para hCG y LH respectivamente).

Sin embargo, cuando se compardé la ECgy de
hCG en la produccidén de testosterona, ésta fue de de 2
mUI, es decir se requiere 4 veces menos concentracidén de
hCG para lograr la mitad de la respuesta maxima en la

sintesis de T. Asi mismo, es interesante comentar, que a




la concentracién de hCG necesaria para lograr la mitad de
la respuesta maxima en la sintesis de T, no se observ:
estimulacidén en las reacciones de metilacién de FL. Esta:
observaciones implican que la ocupacién de un pequefio
nimero de receptores (10%) por LH/hCG, serian suficientes
para activar la sintesis de T pero no para obtener un=
respuesta madxima de metilacidén. La estimulacién de la
incorporacién de 3H—metionina a FL, se observa con nivele
mas altos de hormona, lo que podria indicar que diferente
mecanismos intracelulares gobiernan estos dos procesos
que la sensibilidad del método de deteccidén de la incorpo-
racién de metionina radicactiva no permite detecta:
respuestas con niveles menores de hormona. Segun nuestro
resultados, el aumento de metilaciones seria proporciona.
al numero de receptores ocupados por la hormona. A un
concentracién de 100 mUI, donde se obtiene una cantida
maxima de reacciones de metilacidén de FL, se esperaria que
todos los receptores de LH estén ocupados por la hormona.
Una posibilidad interesante de considerar es que los
receptores de LH gque estdn en exceso, ("receptores de
reserva") tengan un papel funcional para la obtencidn de

respuestas que no estén relacionadas directamente con la

produccién de T (Bhalla y col., 1987).

Un aspecto importante de analizar, en rela-

cidn a esto, es lo que se refiere al efecto de las reac-
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ciones de metilacién de FL en el control del nimero de
receptores celulares (Strittmatter y col., 1979; Bhatta-
chatya y Vonderhaar, 1979). En la literatura se encuentra
que al utilizar inhibidores de las metilaciones, el nimero
de receptores de LH/hCG estid alterado (Papadopoulos y
col., 1987); del mismo modo, la presencia del sustrato de
las enzimas FMT (SAM) produce un aumento del nimero de
receptores de LH/hCG (Solano y ‘col., 1987). Nosotros
demostramos en células de Leydig, que 3-DZA producia un
25% de disminucién de los sitios receptores de LH/hCG, sin
modificar la constante de asociacién (Llanos y col.,
1985). Estos resultados sugieren que LH/hCG al interactuar
con su receptor especifico, activaria las enzimas FMT
desenmascarando receptores de la superficie, lo que condu-
ciria a un aumento del nimero de receptores (up-regula-

tion) (Baranao y Dufau, 1983).

Segin el esquema de las reacciones de meti-
lacién de fosfolipidos, la fosfatidiletanoclamina (FE)
recibe tres grupos metilo para convertirse en fosfatidil-
colina (FC) a través de los intermediarios fosfatidilmo-
nometiletanolamina (FME) y fosfatidildimetiletanolamina
(FDE). En células de Leydig, FME, FDE y FC son los fosfo-
lipidos preferentemente metilados; no se observa metila-
cidén de otros fosfolipidos como lisofosfatidilcolina

(LFC) (Fig. 19). Si se compara la cantidad de los 3 FL




metilados en condiciones basales, se puede observar, que
FME es el que se produce en menor concentracidn, y que los
FL que se obtienen en mayor cantidad son FDE y FC. Ya que
la enzima es de tamafio pequeno (Vance y Ridgway, 1988), es
probable que FME y FDE compitan por un mismo sitio acti-
vo. En estudios cinéticos de la enzima FMT aislada de
hepatocitos, se encontréd que la metilacidén inicial de la
FE es la etapa limitante y que una vez que FE es metilada,
el producto FME se convierte a FC preferentemente a la
metilacidén de una nueva molécula de FE (Vance y Ridgway,
1988). Estos hallazgos coinciden con nuestros resultados
en células de Leydig, donde se obtiene un nivel bajo de

produccién de FME.

La estimulacidén hormonal produce un recambio
mayor de los FL metilados y como se muestra en la Fig.1l9,
el principal producto de la accién de hCG es FME, indican-
do que la hormona estimula la etapa limitante de la

secuencia de reacciones de metilaciédn.

Antecedentes de la literatura, utilizando
SAM radiocactivo como agente dador de grupos metilo, des-
criben que en células de Leydig, FME es el FL que se
metila en mayor proporcidén en presencia de 8-BrcAMP (Nieto
y Catt, 1983). Resultados semejantes se encontraron en

otros sistemas, como espermatozoides capacitados (Llanos y




Meizel, 1983), hepatocitos tratados con glucagén (Castano
y col., 1980) y en plagquetas, donde la distribucidén de los
FL metilados resultd ser dependiente de la concentracidn
de SAM utilizada en las incubaciones de membranas con
este precursor radiocactivo (Hotchkiss y col., 1981). Estos
antecedentes seflalan que una parte importante de los FL de
la membrana son metilados por estas reacciones y que el

recambio aumenta después del estimulo hormonal.

La posibilidad que el proceso esteroidogéni-
co v las reacciones de metilacién de FL estén relaciona-
dos, permite considerar que diferentes metabolitos
esteroidales producidos durante la activacidén de la via
esteroidogénica estan, de alguna forma, modulando las
reacciones de metilacién de FL. Sin embarge, no se obser-
véd alteracidén en la incorporacién de 3H—metionina en
respuesta a la accidén in vitro de los diferentes precur-

sores de la sintesis de T que se utilizaron (Fig. 20).

Se ha demostrado que existen diversas se-
fiales externas capaces de regular la respuesta esteroido-
génica de las células de Leydig (Tahka, 1986). Si se
considera que las reacciones de metilacidén participan en
la transduccidén de la senal hormonal como ha sido propues-
to por algunos autores (Hirata y Axelrod, 1980), se

esperaria que otros reguladores de la funcién esteroido-




génica también modifiquen la metilacién de FL. Sin embar-
go, este proceso resultd ser especifico para LH/hCG; otras
hormonas como LHRH y AVP, cuyos receptores también estan
presentes en la membrana plasmiatica de la célula de Ley-
dig, no modificaron la incorporacién de metionina radioac-

tiva a FL (Fig.21).

Estos hallazgos plantean una interrogante
acerca del verdadero papel de las reacciones de metilacién
de FL en la transduccién de las senales hormonales. Si
estas reacciones constituyeran un mecanismo general que
facilitara la transmisién del estimulo externo, se debiera
haber obtenido una modificacién de las reacciones de
metilacién de FL en presencia de LHRH y AVP. Esto nos
permite concluir, que en la célula de Leydig, las reac-
ciones de metilacién de FL estan asociadas solamente a la
accién de LH/hCG, lo que sugiere la existencia de microdo-
minios de la membrana en que coexisten cercanamente recep-

tor de LH/hCG y enzimas FMT.

Otro punto importante dentro de este objeti-
vo especifico, fue analizar si para la activacién de las
reacciones de metilacidén de FL era necesario la participa-
cién de un mediador intracelular o si sélo era necesario
la interaccidn hormona-receptor para gatillar esta

respuesta. Este andlisis se enfrentd desde dos puntos de




vista; por un lado, el estudio de la accidén de cAMP y de
activadores de adenilato ciclasa en la metilacién de FL
en células de Leydig intactas, y por otro lado, la accidn
de las subunidades individuales de hCG, gque como se
menciond anteriormente, no son capaces de generar cAMP.
Los resultados sefialan que ni 8-BrcAMP, ni toxina del
célera, ni forskolin, activaron la incorporacidén de metio-
nina radioactiva a FL (Fig.22 ). Estos resultados estén
indicando que los efectos de LH/hCG sobre la metilacidn de
FL estidn mediados por la interaccién de la hormona con su
receptor y no por el cAMP generado por la accidén hormonal.
Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad que el
aumento del cAMP producido genere una acumulacién intra-
celular de diferentes derivados de adenosina. Se ha
observado que la adenosina y sus derivados afectan la
razén SAM/nucleosidilhomocisteina, lo que conduce a una
inhibicién de las metilaciones de FL (Hoffman y col.,

1980).

De manera consecuente con estos resultados,
y a la vez bastante sorprendente, la subunidad B (que le
proporciona la especificidad biolégica a la hormona), pero
no la a, estimuld la incorporacidén de 3H-metionina en un
140%. Ambas subunidades individuales se unen débilmente al
receptor a través de dominios aminoacidicos determinados.

De acuerdo a estos resultados, se puede postular que 83




podria producir modificaciones en el receptor de LH/hCG,
permitiendo que ciertos dominios del receptor activen las
enzimas FMT. En este caso, la subunidad B actuaria como
antagonista ya que no es capaz de activar el sistema
transductor; sin embargo, esto no implica que otras respu-
estas mediadas por el receptor sean bloqueadas (Sairam,
1989; Wilson y col., 1990; Browne y col., 1990). Estos
resultados estan sefialando claramente, que en células de
Leyvdig intactas, la activacién de las reacciones de
metilacién de FL no necesita la produccidén de cAMP, sugi-
riendo que estos procesos estarian participando en etapas
iniciales del estimulo hormonal, previo a la accidén intra-
celular de cAMP. Estas observaciones estan apoyadas por
los estudios presentados en la Fig.14, donde se encontrd
que preincubaciones cortas con la hormona, gatillan la
respuesta de metilacién y que no se requiere la presencia
continua del estimulo hormonal para su activacién. Existen
antecedentes en la literatura que apoyan esta observacién;
en mastocitos, la activacién de la metilacién de FL esta
mediada por la interaccién ligando-receptor y no por el

cAMP formado (Ishizaka y col., 1980).

Es interesante comentar los estudios reali-
zados con hibridos de hCG. El1 hibrido- NIH de hCG resulté
igualmente eficiente que la hormona nativa, tanto en la

estimulacién de las reacciones de metilacidén como en la




sintesis de testosterona. Los hibridos preparados en el
laboratorio a partir de las subunidades individuales,
estimularon la metilacién de FL en igual proporcidén que la
subunidad B. Se considerd la posibilidad que el tratami-
ento experimental para la formacién de los hibridos no
haya sido satisfactorio, lo que implicaria que la estimu-
lacién observada es el resultado de la accidén de la
subunidad B por si socla. Sin embargo, los efectos observa-
dos en la produccién de T (Tabla II) descartan esta posi-
bilidad, ya que los hibridos estimularon la sintesis de T
igual que la hormona nativa, no asi B que no tiene efecto

esteroidogénico.

En resumen, los estudios realizados en
células de Leydig intactas donde se analiza la incorpora-
cidén de 3H—metionina a FL, nos permiten concluir hasta
este momento que: 1.- Las reacciones de metilacién de FL
podrian estar participando en la elaboracién de la respu-
esta esteroidogénica, 2.-LH/hCG estimulan especificamente
la incorporacién de 3H—metionina de una manera dependiente
del tiempo y de la dosis y 3.- La metilacidén de FE a FC
ocurre en etapas tempranas de la interaccién hormona-

receptor y no requiere la produccidén de cAMP.

Con el objeto de comprobar si las observa-

ciones anteriores estaban relacionadas con la accidn de la




enzima FMT , se determindé la actividad enzimatica FMT en
suspensiones libre de células. La incubacidén previa de las
células de Leydig con hCG, produjo una estimulacidn en la
actividad FMT de un 33%, bastante menor que la obtenida en
células intactas y menor que la reportada por Nieto y Catt
(1983). La diferencia en la magnitud de la respuesta en
células intactas (300%) e in vitro (33%) podria explicarse
por la concentracidén limitante de alguno de los sustratos
fosfolipidicos de la enzima, que debidé disminuir durante

la incubacidén previa con la hormona.

Aunque nuestros estudios enzimaticos en
presencia de fosfolipidos exdgenos (FME) indicaron que la
actividad FMT en ausencia de estimulo hormonal sélo aumen-
taba en un 10% (Fig.24), no se estudié si la adicidén de
FME en el ensayo enzimdtico de células previamente estimu-

ladas, aumentaba la actividad enzimatica.

De acuerdo a los resultados obtenidos con
ambas subunidades, la actividad FMT se estimuld cuando
previamente las células habian side incubadas con a y B
(Fig.25). Estos resultados difieren de los realizados en
células intactas, en los cuales, sélo B estimuld la incor-
poracidén de metionina radiocactiva a FL. Aunque la estimu-
lacidén de B sobre la metilacidén fue semejante en células

intactas e in vitro, (140% y 137% respectivamente), a
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sélo estimuléd en condiciones in vitro (72%), aunque en
menor proporcién que B ( 137%) pero mas que la hormona
nativa (33%). Es probable que los requerimientos de la
célula intacta sean diferentes a los requerimientos de la
enzima in vitro; sin embargo, se podria argumentar que los
dominios de unidén de a no son capaces de estimular la
enzima en las células intactas pero si cuando las condi-
ciones experimentales de la enzima estdn controladas.
Llama la atencidén que B estimuld mads que la hormona nativa
{ 137% vs 33%) en condiciones in vitro, sin embargo, en
células intactas estimuld casi igual (240% vs 300%).
Aungque a la luz de los conocimientos actuales es dificil
interpretar estos resultados, no se descarta la posibili-
dad que la incubacién previa con hCG produzca una disminu-
cidédn en alguno de los sustratos fosfolipidicos de la

enzima.

Al estudiar el efecto de cAMP sobre la
actividad FMT, se encontré que 8 =-BrcAMP estimuld 79% y
forskolin un 147%. Estos datos estan de acuerdo con los de
Nieto y Catt (1983), quienes encontraron que la actividad
FMT aumentaba en un 75% al incubar previamente las células
de Leydig con 8-BrcAMP y forskolin. Sin embargo, difieren
de los estudios con células intactas, donde la metilacidn
de FL no fue estimulada en presencia de 8-BrcAMP ni de

toxina del célera o forskolin. Esta contradiccidn se




podria explicar arguyendo que la estimulacidén observada in
vitro , seria consecuencia de una disponibilidad aumentada
de los sustratos fosfeolipidicos (FME) como resultado de la
incubacidén previa de las células intactas con 8-BrcAMP &
forskolin (FK). Tampoco se puede descartar que, en células
intactas, la adenilato ciclasa haya sido activada previa-
mente por la interaccidén LH/hCG a su receptor, estimulan-
dose la enzima FMT, de modo que la adicién de cAMP exdgeno
o de activadores de la adenilato ciclasa no representan
una estimulacidén adicional en el nivel de las metila-
ciones. Otra posibilidad es que las moléculas de enzima
FMT se encuentren distribuidas al azar en la membrana
plasmatica, de modo que la interaccidén LH/hCG-receptor
resulte en una activacidén de las moléculas de FMT vecinas
al receptor y no en otros sitios de la membrana. El1 estu-
dio enzimatico, implica una ruptura de la organizacidn
estructural de la célula, perdiendo ésta la compartamen-
talizacidén y activandose supuestamente moléculas de FMT
que en la célula intacta no son accesibles a la proteina

quinasa.

Castano y col., (1980) purificaron una FMT
proveniente de microsomas de hepatocitos, y postularon que
seria activada a través de fosforilacidén, ya sea por una
proteina quinasa dependiente del nucledtido ciclico

(Varela y col., 1984) o por proteina quinasa C (Villalba y
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col., 1987). No obstante que estos resultados fueron
cuestionados debido a que se utilizaron preparaciones
enzimdticas impuras (Vance y Ridgway, 1988), estudios
preliminares han demostrado que FMT purificada de microso-
mas hepaticos, se fosforila in vitro en presencia de la
subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de
cAMP. Sin embargo, el nivel de fosforilacidén observado es
relativamente escaso (0.25 mol Pi/mol enzima x h) lo que
explica la ausencia de estimulacidén en la actividad de la
enzima FMT al ser fosforilada (Vance y Ridgway, 1988). No
se descarta la posibilidad que FMT esté en un estado
altamante fosforilado, ya que la enzima purificada de
microsomas de hepatocitos es semejante a las histonas
(Vance y Ridgway, 1988) por lo que no sorprende que sea

sustrato de quinasas.

Estas observaciones refuerzan nuestros
resultados descritos anteriormente en el sentido que, en
la célula intacta, es probable que las reacciones de
metilacidén de FL se activen principalmente con la unidn

hormona-receptor y no por mecanismos dependientes de cAMP.

Los antecedentes sefialados plantean una
reevaluacidén de las reacciones de fosforilacidén como
mecanismos regulatorios de la actividad FMT asociados a

una respuesta celular especifica. No obstante, es impor-
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tante comentar que las reacciones de fosforilacidén-desfos-
forilacidn representan modificaciones covalentes vy
reversibles de ciertas enzimas, que son muy significativas
en cuanto al papel regulatorio que poseen (Krebs y Beavo,
1979). Se ha demostrado, que la funcidén de los diversos
receptores presentes en la membrana plasmatica, son regu-

lados por mecanismos de fosforilacidén (Sibley y col.,

1988).

Recientemente se ha observado que, en célu-
las de Leydig, las enzimas FMT se activarian en presencia
de quinasas especificas no-dependientes de cAMP (Podesta,
comunicacidén personal) de manera semejante a lo observado
para receptores f-adrenérgicos( Haussdorf y col., 1989),
en cuyo caso la fosforilacidn seria dependiente del nidmero

de receptores que son ocupados por el ligando.

Una de las funciones metabdlicas mads impor-
tantes que ejerce LH/hCG en las células de Leydig es la
sintesis de testosterona. Los resultados hasta ahora
expuestos indican gue las reacciones de metilacién de FL
representan efectos tempranos de la accidén de LH/hCG sobre
la célula de Leydig. Habiendo sido caracterizada esta
respuesta celular de acuerdo a nuestro primer objetivo
especifico propuesto, la siguiente etapa del trabajo se

centrd en estudiar la metilacién de fosfolipidos, respues-




ta temprana, y la sintesis de RNA, respuesta tardia de la

LH/hCG, en las células de Leydig desensibilizadas.

Como se menciondéd en la introduccidén, dentro
de los sistemas de regulacidén de las células de Leydig
estdn aquellos que tienen relacién con la capacidad adap-
tativa de estas células frente al medio, como es la
"desensibilizacién". En este fendmeno, se encuentran
involucrados numerosas alteraciones de la funcionalidad de
las células de Leydig como son: numero de receptores
(Schwall y Erickson, 1984), enzimas esteroidogénicas
(Chasalow y col., 1979) y sistema adenilato ciclasa (Ezra

y Salomon, 1980; Sharpe, 1976; Hsueh y col., 1977)

La desensibilizacidén, que consiste en una
ausencia de respuesta esteroidogénica frente al estimulo
de LH/hCG, ha sido un fendémeno muy estudiado en las célu-
las de Leydig, siempre relacionado con la sintesis de T.
En este trabajo se encontrd que el proceso de desensibili-
zacidén de la célula de Leydig implica un cambio global de
los procesos que estidn ocurriendo dentro de la célula. De
acuerdo a nuestros resultados, respuestas tempranas como
la metilacién de FL, v tardias como la sintesis de RNA, se
encuentran modificadas en la célula de Leydig desensibili-

zada.




La incorporacién de 3Hmmetionina a FL dismi-
nuyé a partir del primer dia después del tratamiento
hormonal.La disminucidén del nivel de metilaciones oscilé
en un rango de 20% a 40% durante el periodo que durd el
tratamiento (Fig.29). Este efecto se manifestd desde los
10 min de incubacidén y se prolongé durante 1 h en todos
los animales estudiados (Fig. 30). Si se considera que las
reacciones de metilacidén que se ven alteradas estdn en
estrecha relacién con los receptores funcionales de
LH/hCG, estos resultados estdn sugiriendo que un porcen-
taje no mayor del 40% de las reacciones de metilacidn se
encuentra en esa situacidén, y que las metilaciones que no
se ven afectadas por el proceso de desensibilizacidén estan
localizadas en otros dominios de la membrana plasmatica o
bien, en otros compartimentos membranosos de la célula.
Llama la atencidén no encontrar una recuperacidén de incor-
poracién de grupos metilo a lipidoes al final del
tratamiento (12 dias), cuando la concentracién de recep-
tores para LH/hCG se ha recuperado ( Fig.27 ). Al observar
in vitro, si la presencia de la hormona era capaz de
revertir el efecto inhibitorio sobre la incorporacién de
metionina radiocactiva, se encontré que en los animales
desensibilizados en el dia 6, la hCG en el medio de incu-
bacién sdlo aumentaba el nivel de metilacidn después de 1

h de incubacidén con la hormona. Sin embargo, en los ani-

164




males desensibilizados en el dia 12, la presencia de la
hormona in vitro producia un aumento de las metilaciones
a partir de los 10 min de incubacidén (Fig. 31). Este
nivel de estimulacidén era significativamente mayor que el
observado en ausencia de la hormona in vitro, pero menor
que el observado en animales que no habian sido desensibi-

lizados (Fig.31).

La disminucidén de la incorporacién de grupos
metilo a FL observada en los animales desensibilizados,
puede ser el resultadeo de una entrada disminuida del
aminodcido a la célula, o bien de una actividad enzimdtica
FMT disminuida. Los estudios de permeabilidad de metionina
radicactiva (Fig.32) descartan la primera posibilidad, ya
que por el contrario, durante la desensibilizacién la

entrada de metionina aparece aumentada.

Al estudiar la actividad enzimatica FMT en
células de Leydig desensibilizadas, solamente se observéd
una disminucidn de la actividad de la enzima a los 3 dias
después del tratamiento con hCG en niveles elevados
(Fig.33). Por otro lado, la actividad enzimatica detectada
en los dias 1 y 6 fue igual al control no desensibilizado.
Estos estudios in vitro sugieren que la disminucién de la
metilacidn observada en células intactas de animales

desensibilizados en el dia 1 v 6 no es el resultado de una




disminucién de la actividad enzimatica sino de otros
factores intracelulares que resultan del proceso de desen-
sibilizacién. Uno de esos factores podria ser el aumento
en la incorporacién de metionina a proteinas o a sustratos
no lipidicos. Ademds, no se puede descartar la posibilidad
que fosfatidiletenolamina (FE), el otro sustrato de las
metilaciones esté en concentraciones limitantes en las

células desensibilizadas.

La disminucidén de la actividad FMT en el dia
3 después del tratamiento hormonal, coincide con una
internalizacién masiva de los receptores de LH/hCG
(Fig.27). Seria interesante investigar la posibilidad que
la internalizacidén de receptores conlleve una internali-
zacién de moléculas de enzima FMT. Este tipo de resultados
permitiria postular que la actividad enzimatica FMT esti
asociada al receptor de LH/hCG, ya sea por una vecindad de
las moléculas de FMT al receptor, o bien por una actividad
enzimatica FMT presente en los receptores de LH/hCG. La
posibilidad de encontrar una proteina con actividad fun-
cional en la vecindad del receptor de LH/hCG, abre amplias
perspectivas de comprender los mecanismos involucrados en
el proceso de internalizacidén. De acuerdo a esta interpre-
tacidén, la disminucién de la enzima FMT que observamos a
los 3 dias de iniciado el tratamiento de desensibiliza-

cién, seria consecuencia del proceso de degradacién
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lisosomal de la vesicula endocitica internalizada (Silber-
stein y col., 1977). También es importante sefialar, que
podrian haber otros factores intracelulares afectando la
actividad FMT. Se ha reportado que la metilacidén de FE ,
pero no de FME y FDE, es inhibida por concentraciones cre
cientes de 4acidos grasos (Audubert y Vance, 1983). La
concentracidén de SAH, uno de los productos de la reaccién
de metilacidén, como asi también la razén SAM/SAH, afectan
la velocidad de metilacidén de FE. No se ha demostrado que

la concentracién del otro producto, FC altere la velocidad

de metilacidén de FE en células intactas o tejidos.

Un aspecto de enorme importancia de acuerdo
a los antecedentes de la literatura, se refiere a las
reacciones de metilacidén en la entrada de iones. Se ha
encontrado que en mastocitos la metilacidén estimulada por
la interaccidén de la IgE con su receptor produce un aumen-
to en la entrada de cat? (Siraganian, 1983); en hepatoci-
tos, la adicién de vasopresina o angiotensina, dos hormo-
nas cuyas acciones estan mediadas por Ca+2, inducen 1la
activacidén de la FMT (Alemany y col., 1981). Este efecto

es remedado por ionéforo de Ca+2, ¥, en ausencia de Ca

+2

externo, ninguna de las hormonas sefialadas estimula la N-

metiltransferasa. Algunas evidencias indican que calmodu-
i . + . .

lina, la proteina que une Ca 2, estaria mediando el efecto

+9 , 5 % ; .
de Ca sobre la metilacién de FL en microsomas aislados
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de higado de rata (Alemany y col., 1982). Dada la impor-
tancia del Ca.+2 en la regulacidén del proceso esteroido-
génico (Lin, 1985), la posibilidad de una asociacidén entre

las metilaciones de FL y la entrada de Ca+2

no es improba-
ble. Recientemente, se observd que otros iones como C1~
estan participando en la respuesta esteroidogénica mediada
por LH/hCG (Choi y Cooke, 1990) por lo que en estos momen-

tos no se puede descartar una relacidn entre metilacidn de

FL y entrada de otros iones a la célula de Leydig.

Por otro lado, algunos autores han planteado
que las reacciones de metilacién estarian participando en
otros procesos de membrana desencadenados por la activa-
cién de receptores, como son la liberacién de &acido ara-
quiddénico y la sintesis de prostaglandinas (Crews y col.,
1980, 1981; Craven y Deruberties, 1984)., En células de
Leydig, se ha postulade que los productos de metaboliza-
cién del Acido araquiddnico, por accidén de ciclooxigenasas
(Ross, 1982) y lipoxigenasas (Hoffman y col., 1981 a)
estarian involucrados en la estimulacién de la esteroido-
génesis, favoreciendo la entrada de colesterol a la mito-

condria.

El tercer objetivo especifico propuesto,
consistid en estudiar si durante la desensibilizacidén de
la célula de Leydig, la sintesis de RNA se encuentra

modificada.
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Estudios realizados por otros autores y por
nosotros, demostraron que la sintesis de RNA es necesaria
para que ocurra el proceso estercidogénico (Mendelson y
col., 1975; Valladares y Ronco, 1984)., En esta tesis se
encontré que la sintesis de RNA se encuentra disminuida
en animales que han sido tratados con una dosis Unica de

100 UI de hCG (Tabla III ).

La posibilidad de gque estos efectos fueran
consecuencia de una disminucién en la entrada del precur-
sor al interior de la célula es poco probable (Tabla IV)
lo que sugiere que se deberia a una disminucidén real de la

sintesis de RNA.

Este efecto se manifiesta a los 2 dias
después de la dosis desensibilizante y es detectado desde
los 30 min de incubacidén con el precursor radioactivo
(Fig. 34). Cuando se compara la sintesis de RNA con la
produccidén de T o la cantidad de receptores de LH/hCG, se
encuentra que el efecto de la desensibilizacién sobre la
sintesis de RNA es mds tardio ( Fig.35). En el dia 1,
cuando la produccidén de T estimulada por hCG o dibutiril
AMP ciclico (dbcAMP) disminuia un 73% y 60% respectiva-
mente, la incorporacidén de uridina radiocactiva no se habia
modificado (Tabla IV). De igual modo, en el dia 1, la

cantidad de receptores de LH/hCG habia disminuido en 93%,
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estando un 80% de ellos ocupados por la hormona (Fig.28).
El analisis de los pardmetros esteroidogénicos y de la
cantidad de receptores disponibles a través de un periodo
de 12 dias después del estimulo hormonal elevado, indica
que en los dias 2 y 3, tanto la produccién de T, numeroc de
receptores de LH/hCG y sintesis de RNA se encuentran
disminuidos en grado mdximo. En el dia 6, la respuesta
esteroidogénica v sintesis de RNA han comenzado a
recuperarse ( T0% y 64% respectivamente del control re-
spectivo) aunque la concentracién de receptores para
LH/hCG permanece disminuida (18%) como ha sido descrito

previamente (Catt y Dufau, 1980).

Se encontré que en células de Leydig desen-
sibilizadas, la disminucidén de los RNA totales representa-
ba un 26% de los RNA de células provenientes de animales
sin tratamiento hormonal (Tabla VI), un resultado esperado
en base a las observaciones previas ( Tabla V). Por otro
lado, la razén -PoliA/+PoliA es el doble en las células
tratadas, indicando una disminucidn relativa importante en

la expresidn de este tipo de RNA.

Recientemente, se ha descrito que la dismi-
nucidén de las enzimas esteroidogénicas microsomales 17a-
hidroxilasa yv 17,20 liasa que se observa en las células

de Leydig desensibilizadas, estid relacionado con una




disminucidén de los niveles del RNA mensajero para dichas
enzimas (Dufau y col., 1989). Del mismo modo, se ha encon-
trado que en células de Leydig (Pakarinen y col., 1990) y
en células ldteas (Hoffman y col., 1991), la disminucién
de los receptores (down-regulation) observada durante la
desensibilizacidn, es consecuencia de una disminucién en

los RNAs mensajeros para los receptores de LH/hCG.

En conclusién, el proceso de desensibiliza-
cidén de la célula de Leydig inducida por hCG, es un
fendémeno generalizado en el cual se ve alterada no sola-
mente la sintesis de esteroides sino que también otras

respuestas que son gatilladas por LH/hCG.

La sintesis de RNA , una respuesta tardia
de la accidén de LH/hCG, disminuye como consecuencia de la
desensibilizacidén. Recientemente se ha encontrado en
células de Leydig de animales desensibilizados, que cier-
tos RNAs mensajeros especificos para proteinas que
participan en el proceso esteroidogénico se encuentran

disminuidos.

Una de las respuestas tempranas generada por
la interaccidn hormona receptor es la metilacién de FL, la
que se encuentra disminuida después de la dosis desensibi-
lizante de hCG. Resulta interesante la observacién que

esta disminucidn estd relacionada con la internalizacidén
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del complejo hormona-receptor, sugiriendo que las reac-
ciones de metilacidén de FL estan de alguna forma asociadas
con los receptores funcionales de LH/hCG. Esta posibili-
dad abre perspectivas futuras en relacién al conocimiento

del proceso de internalizacidén de receptores.

En este trabajo se encontrd que el recambio
de fosfolipidos aumenta como consecuencia de 1la interac-
cidén de LH/hCG con su receptor, apoyando las observaciones
que indican que las reacciones de metilacién de FL estan
participando en la elaboracidén de la respuesta esteroido-

génica.

En relacién a los efectos hormonales sobre
la metilacidén de FL, falta aun por correlacionar los
estudios entre la actividad enzimatica FMT in vitro con
los estudios de conversién de fosfatidiletanolamina a
fosfatidilcolina. Quizad con la reciente purificacidén de la
enzima se pueda definir rigurosamente el efecto de las
hormeonas sobre las reaccicnes de metilacidén de FL y encon-

trar su mecanismo de accidn.
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