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CAPITULO I

ABREVIATURAS EMPLEADAS



ATP : Trifosfato de adenosina.

BSA : Serocalbimina bovina.

CcAMP : Adenosin monofosfdrico ciclico.
FSH : Hormona foliculocestimulante.

g : unidades de gravedad.

H® : tritio.

hCG : Genadotrofina corifnica humana.

hCG-o : subunidad o de gonadotrofina coridnica humana.

hCG~f : subunidad £ de gonadctrofina coridnica humana.
hFSH : Hormona foliculcestimulante humana.

HLA : antigenos de histocompatibilidad de leucocitos.
hLH : Hormona lutecestimulante humana.

hLH-¢ : subunidad ¢ de la hormona luteinizante humana.
hLH-R : subunidad B de la hormona luteinizante humana.
LH : Hormona / Factor liberador de hormona luteinizante,
M : molar.

mCi : milicurios.

mg : miligramos = 10 ° gramos

ml : mililitros.

mu : miliunidades.

m U.I. : miliunidades internacionales.

ng : nanogramos = 10~ 2 gramos.

oLH-0. : subunidad ¢ de la hormona luteinizante ovina.
oLH-B : subunidad B de la hormona luteinizante ovina.
PBS : buffer fosfosalino.

Pg : picogramos = 10712 gramos.

r.p.m. : revoluciones por minuto.

T : testosterona.

U.N.E. : unidn no especifica.

10”° gramos.

Ug : microgramos

Ml : microlitros = 10 © litros.



CAPITULO I

INTRODUCCION E HIPOTESIS DE TRABAJO



INTRODUCCTION



1.- CONCEPTO ACTUAL DE ENDOCRINOPATIA

El simplista y confusoc conceptc de una endocrinopatia, en la cliﬁi
ca se correlacionaba con la presencia en sangre circulante de un excesc o es-
casez de hormonas, ya no satisface; y alin cuando, el primer pasc objetivo,sea
la dosificacitn hormonal en el plasma, éste es el inicio de una serie de ex—
ploraciones,en las cuales, nc sblo se busca cuantificar unas hormonas, sino
comprobar asimismo, el estadc funcicnal de la glandula productora, por prue—
bas de estimulacidn y frenacidn; y como en efecto, algunas estin encadenadas
en un ccmplejc mecanismo, y sea ejemplo de ellc en nuestro caso, el eje hipo-
tdlamo-hipdfiso-gonadas, otro pasc es comprobar adem@s el funcionamiento de
los distintos eslabones de la cadena, para concretar el nivel causante de la
endocrinopatia. Por ejemplo hipogonadismo primarico si la glandula efectora no
responde; secundaric, si al estar &sta en buenas condiciones funcionales el
fallo reside en la hipdfisis: hipogonadismo-hipofisaric; o si en el hipotdla-
mo: hipogonadismo-hipotal&mico; o si en aguellos mecanismos que ponen en mar-—
cha la produccidn de hormonas liberadoras hipotaldmicas, serian les hipogona-

dismos suprahipotalimicos.

Pero sin entrar en la faceta plasmatica hormonal, en la cual, la
presencia y ocupacidn competitiva de la proteina transportadora, TBG (Testos-
terona Binding Globulin), por los andrdgenos y los estrdgenos, puedan dar lu-

gar a matices; la importancia actual se centra en el "6rganc efecfor”, y en -
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los diversos aconteceres gue tienen lugar en &l, cuando impacta la hormona:
"recepton”" de membrana, sintesis de AMP ciclice y de las vias alternativas,
activacién de la proteinkinasa, afectacidn del niicleo, v puesta en marcha -
de la estoidogénesis; en nuestrc caso testostercona; y que ha dado lugar re
cientemente al nuevo concepto de "anti-hommona, para referirse a "fodas a-
quellas sustancias que actdan alterando La nespuesta homwmo-inducida sin  re
parar en su mecandismo” BLUNDELL (3).

Cada célula eucaridtica, posee toda la informacidn genética nece-
saria para el desarrollo, economia y reproduccidén de todo el organismo, co-
mo demostrd GURDON (29) (28), al conseguir transferir el nficleo de una cé&lu
la somidtica diferenciada (c&lula epitelial del intestino del renacuajo Xeno
pus) al huevo fertilizado, que le habian quitado su propio nilcleo, y conse-
guir que el 20 por 100 de los micleos trasplantados, lograran desarrollar -
seres complejos: ranas, idénticas a las de donde procedia el nucleo de la -
célula, o sea, gque toda la célula por especializada que esté&, no ha perdido
ningiin tipo de genes, los cuales unos esté@n inactivados (reprimidos)., y so-
lamente algunos son activos, aquellos genes que habitualmente se manifies—

tan en aquellas c&lulas.

El efecto hormonal, tanto de los esteroides como de las hormecnas
polipéptidas, consiste en poner de manifiesto o en actividad, los genes del
nucleo de la célula efectora o diana ("target”). En determinados momentos,
esta de-represidn selectiva y fisioldgica, que estd controclada muy especifi-
camente, por mecanismos de una gran estabilidad y por mecanismos de retrocon-
trol ("4eedback™ DAVIDSON y cols. (15), se altera, y los genes normalmente
reprimidos se manifiestan, asi por ejemplo, las células neoplasicas en al—
glin caso dan lugar a manifestaciones clinicas que se conocen por el nombre
de Sindromes paraneopldsices, y que referidos a la Endocrinclogia dan lugar
a Sindromes hiperfuncionales hormonales, por produccidn inadecuada y ectdpi

ca de hormonas AZNAR REIG y AZNAR MARTIN (1).
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La regulacidn de la expresidén de los genes de las c&lulas en si—

tuacidn fisioldgica, responden a dos tipos de seflales: a) intermediarios me

tabdlicos, que influyen sobre la actividad de enzimas especificos, y b) me-

diadores quimicos, los cuales unos son liberados en la vecindad de las célu

las, como resultado de la actividad eléctrica {neurotransmisores), o se han

liberado a distancia en drganos endocrinos {hormonas).

Estas hormonas, ejercen a su vez un doble tipo de control: 1) es-
pecifico, por su impacto sobre el "neceptor” en las célula diana ("taxnget"),

y seria el efecto hormonal especifico, y 2) efecto pleictrépico,TOMKINS y -

GELEHRTER (60). La respuesta pleiotrdpica, comprende un complejo de accio—
nes coordinadas, que son inhibidas o estimuladas cuande el crecimiento celu
lar estd afectado por la hormona; y asi, la respuesta pleiotrdpica negativa,
consiste en la inhibicién de la toma de glucosa y precursores de acidos nu-
cleicos, inhibici®n de mRNA y consiguiente no-sintesis de proteinas, impide
la formacidn de polisomas e incrementa el catabolisme proteico intracelular;
hechos que objetivan lo que confusamente intuye el clinice, al hablar de ac-

cidn inespecifica (o no-hcrmenal) de las hormonas, al lucubrar sobre una -

accidn inespecifica de las hormonas en su empleo terapéutico.

Esta revisifn panordmica de la problemidtica que inguieta al inves
tigador vy clinico inmersos en la Endocrinologia, ha hecho que intentemos -
adentrarnos en alguna faceta de las comentadas, comc indicaremos al plantear

la hipdtesis de trabajo.

2.- GONADOTROPINAS: ESTRUCTURA, HETEROGENEIDAD Y LIBERA-

CION EN PLASMA.

Ya estd concretado que la hipdfisis produce hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculo-estimulante (FSH) ambas estidn segregadas por las cé
lulas basdfilas del 18bulo anterior de la hipdfisis, y su secrecidn estd ba
jo contrel hipotalimico a travé&s de un factor estimulante-liberador, del -

cual se conoce su estructura péptida:

(pyro) -GLU-HIS-TRP-SER-TYR-GLY-LEU-ARG-POR-GLY-NH.
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y se denomina LH-RF, LH-RH & Gn-RH, hormona liberadora de gonadotrofinas.
Fue aislada en 1.971 por SCHALLY y cols. {(56) en el hipotdlamo de cerdo;
y posteriormente por GEIGER y cols. (26) y BURGUS y cols. (4).

En el hombre, la LH es responsable del desarrollc morfolégica
y del estimulo de la secrecidn de andrégenos por las células de Leydig,

y la FSH es la principal respcnsable de la espermatogénesis.

IH y FSH son glicoproteinas, compuestas de dos subunidades;
una denominada £ es distinta para cada hormona, y la otra, denominada o
es comiin a estas dos hormonas; a la hormona tircestimulante y a la gona
dotrofina coridnica humana. Esta {iltima hormona ha sido aislada y extrai
da de la placenta humana y de orina de embarazada (30-55 dias de gesta—

cidn) y tiene efectos biclégicos idénticos o semejantes a la LH.

lLa estructura primaria de la LH hipofisaria y de sus subunida-
des, unidades no-covalentes, que han sido aisladas y purificadas en dife
rentes especies animales (humana, bovina, ovina, porcina y rata) es en -
parte conocida. En la figqura A tomada de BISHOP y cols. (2) se ven las -
secuencias de la subunidad o de la LH, hCG de ovino, bovino y humano; vy
se aprecia una considerable homologia en las diferentes especies, la se-
cuencia del N-terminal de las diferentes especies se aprecia en la figu-

ra B tomada de BISHOP v cols. (2) viendose que es heterogenea.

Aunque la secuencia de la mitad hidrocarbonada de la subunidad
o de la LH v TSH no estid todavia bien establecida, en la LH ovina, hovi-
na, porcina y probablemente humana, contiene tres subunidades laterales
heterosacdridas, dos de ellas unidas a la subunidad o y una de ellas uni
da a la subunidad B, (ver TABLA I) de JUSTISZ y cols. (33), v parece ser
que hay una sorprendente diferencia, fundamentalmente por la ausencia de
N-acetilgalactosamina v la presencia de acido siflico vy galactosa en la
hCG-0; sin embargo parece concluirse que la mitad hidrocarbonada no es -
importante para la actividad bioldgica en el receptor, pero puede jugar
un papel en el aclaramiento metabdlico; aunque no estd determinada su -

funcidn exacta.
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Human

Ovine® Bovine Porcinet Rat (pituitary)*
Na- Na- Na- Na- Na
Carbohydrate tive'd @11 g1 tive? ot~ g tive™ a7 ' tive* o B tive’ o' 2
Mannose 7.2 34 2 9 -9 34 ¥.4 6.4 2.3 8 3 2 B3 4.7 2.2
Galactose 1.1 1 0.5 0 0 ] 1.2 0.9 0.2 2 1 1 3.7 2.4 1
Fucose 168 1 09 1.6 0.7-1.4 0.8-1 1.5 0.8 08 2 1 1 2.0 0.5 0.7
Gluecasmine 85 5 2.9 10 -5 23 81 3.9 2.8 13 B 4 113 80 3.7
Galactosamine 4.4 1.4 0.9 1.5-2 1.2-1.8 3 1.3 1.8 3 1 1 1.9 1.2 0.8
Bialic acid 23 0.2 0

TABLA I
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En la figura C tomada de BISHOP vy cols. (2) se aprecia la
secuencia de aminocfcidos de la subunidad B hormono-especifica de 1la
h-LH, hFSH y hCG. Y comparando hLH-8 con hCG-B se puede apreciar -
gque la mayor diferencia observada es en el final de C-terminal (la
molécula de hCG es 28 a 30 residuos mas larga); vy en la localiza—
cidn de las cadenas laterales de carbchidrato, parece ser que la di
ferencia en la actividad biolbégica y/o actividad inmunoldgica hLH y
hCG, reside en este péptidc. En cuantc a la accibn bioldgica, la di
sociacidn de la olH en dos subunidades es acompafiada de la pérdida
de aproximadamente el 90 por 100 de su actividad bioldgica DE LA
LLOSA y cols. (19) y CATT y cols. (9); este mismo efecto se ha vis-
to en la hlLH; la potencia de la hIH-0 y la hIH-B fue de 3 por 100 y
13,9 por 100 respectivamente de la hLH activa, LEE y cols. (38).

Son interesantes asimismo, los estudics que se han hecho
sobre las alteracicnes de la estructura primaria y su actividad big
18gica, DE LA LLOSA y cols. (19) producen alteraciones en la subuni
dad B,y reasocian con la subunidad ¢, esto induce una significativa
alteracion en la actividad bicldgica, afectandc a un 50 por 100 de
la actividad de la LH reconstituida, cuando se compara con la re-
construccidn de las dos subunidades intactas. La LH obtenida por -
reasoaciacidn de la subunidad B intacta y la subunidad ¢ alterada,
exhibe una actividad bioclOgica semejante a la LH reconstituida con
subunidades intactas o y B . Estos resultados sugieren, que la afec
tacidn del segmento dodecapéptidc 44-53 de la subunidad B afecta -
significativamente la actividad biolSgica y probablemente en la ca-

pacidad de unidn de la hormeona al receptor.
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Asimismo LIU y cols. (41), encuentran que la nitratacién
de varios grupos tirdxidos 4 6 5 en la oLH-0 disminuye significati
vamente la unidn de esta subunidad a la subunidad no tratada oLH-B,
y reduce marcadamente su actividad biocldgica. Los datos anterior—

mente expuestos indican que:

1} Dos grupos de amincicidos de la oLH-B pueden estar in
volucrados en la unién al receptor, y pueden ser neutros, por es—

tar cargados positivamente,

2) Dos grupos de aminodcidos en la cadena oLH-0, estdn in
veolucrados en la interaccién de la subunidad, y estin enmascarados

por acilacidn, y

3) Dos de los 8 grupos de aminofcidos en la cadena estén
involucrados en la unién con el receptor. En la figura D tomada de
L1U y cols. (41) resumen las interacciones de las subunidades y la

-
unidn al receptor.

La concentracidn en el suero de LH y FSHE, en el hombre -
es de 0,3 a 30 mg/ml (‘IO-g—-*IO-11 M) ¥ en nuestro labhoratorio las -

cifras obtenidas han sido 3 a 10 mU/ml.

La desaparicidn de LH y de FSH del plasma, se produce de
una forma bifisica; y asi la vida media inicial de LH es de 18 mi-
nutos, v otra onda a los 194 minutos aproximadamente, REBAR y cols.
(51). 1.a vida media de FSH es de 3,9 horas la primera honda y 7 a
4 horas la segunda, YEN y cols. (63). Asimismo la hCG inyectada,de
saparece bifasicamente, con una vida media de 5,6 y 23,9 horas res
pectivamente, RIZKALLAH v cols. (54). En orina aparece tan sélo -

una peguefia cantidad de la LH o FSH inyectada.
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Existe una heterogeneicidad de las hormonas polipéptidas -

en el plasma debido a:

1) Prohormona.

2) Hormona de distintos pesos moleculares.

3) Prcductos de degradacidn, y por Gltimo, se ha descrito
por ejemplo que la gonada de rata no sdlo regula la -
cuantia de hormcna, sino tambié&n la clase de ella, de
pendiendo del ambiente hormonal existente en aguel mo

mento.

La secrecidn por la pituitaria es por "pufscs" mds frecuen
te para la LH gue para la FSH; y los piceos tienen lugar con una fre-
cuencia de 30-90 minutos aproximadamente y claro es, no hay altera—
ciones en el dia (ausencia de ritmo circadiano) ni variaciones de
dia a dia en el vardn adultc. Clarc es que la liberacin por la pi—
tuitaria es debido a la accidn de la hormona hipotalamica liberadora
{Gn-RH) vy se conoce gque la llegada de esta a la hipdfisis, tiene lu-
gar un incremento de cAMP, y a partir de uncs 1imites se inicia la -
secrecidén de LH. Para la regulacidn de la secrecidn de LH, el hipotd
lamo es un importante eslabon, puesto que la elevacidn para la ovula
cidn de LH,no tiene lugar cuando en animales u hombres hay lesiones
en ciertas areas del mismo, o son blogueados por alguncs medicamen-—
tos tales como la reserpina, que inhibe la funcidn de las catecolami

nas en el hipotalamo.

Parece ser , que esta liberacidn de LH en la mitad del ci-
clo, juega un decisivo papel la secreciéﬁ precvulatoria de estrbge—
nos por el feoliculec en desarrollo, y esto se ha comprobado porque la
administracidn de estrdgenos en ratas y en hombres produce la secre-—
cién de LH, YEN y TSAt (63). Piensa REICHLIN (52) que la elevacifn -
de LH en la mitad del ciclo es producida por una respuesta hipotald-
mica despertada por los estrdgenos ("estacgen-thiggered”), seria un

reflejo neurcendocrino, mediado por una sefial quimica que informa el
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hipotilamo que el foliculc ha madurado lo suficiente para ser estimu
lado adecuadamente con LH para llevar a cabo la ovulacidn; con un m§
todo bioldgice muy sensible miden "LRF" ("{factorn Liberadon de LH"Y -
en plasma humano en mujeres durante varias fases del ciclo y comprue
ban que la elevacidn de LH de la mitad del ciclc ha sidc acompafiadc

por frecuentes vy grandes picos de secrecidn de LRF (comparados con -

la fase precoz folicular) SEYLER y cols. (57).

Sefiala REICHLIN (52) gue aun cuando la incrementada secre-
cidn de LRF es un importante factor en la determinacibn del pico ovu
latorio en la mitad del ciclo, existen otros involucrados; otro, es
la sensibilizacidn de la pituitaria a los estrdgenos, la cual es -
tiempo y dosis dependiente, y tercero, es gque LRH sensibiliza a la
pituitaria a la estimulacidn del LH-RH, de forma tal gque la constan-

te estimulacidn acelera la respuesta a sucesivas dosis.

Este fendmeno de sensibilizacidn estd incrementado en huma
nos tratados con estrdgenos. Sin embargo el control de feedback de -
la secrecidn de LH por estrdgenos en el hombre es sorprendentemente
deficiente. Los hombres normales muestran una inhibicidn de la res—
puesta de la pituitaria al LH-RH después del tratamiento con estrége
necs, pero paraddjicamente muestran un incrementc de la actividad de
la LRH del plasma. Piensa REICHLIN (52) de &sto, que los estrdgenos
ejercen un efecto positivo sobre la secrecidn LRH, semejante a lo -
visto en las mujeres, perc que ésta estimulacidn fracasa al liberar
LH, porque la pituitaria estd inhibida por los efectos directos de

los estrBgencs . Para explicar este mecanismo de retrocontrol posi-



-20-

tivo v negativo, propone gque en hipotilamo hay dos equipos de neuro-
nas estrogeno-sensibles: uno, es estimulado por los estrdgenos a se-
gregar LRF, este grupo es el responsable del pico ovulatorio de LH ;
el otro grupo es sensible a la deficiencia de estrogenos, es decir,
son inhibidos por los estrdgenos. Bste grupo de neuronas es mucho -
mds lento en el tiempo de accidn, ya que la actividad no se manifies
ta hasta varias semanas mis tarde. El feedback estrogénico en el va-
rbén se ha demostrado como un componente negative, inhibidor a nivel
pituitf@rico; el tratamiento a largo plazo con estrdgenos, altera mu-
cho la respuesta pituitdrica, y esto seria la inhibicién de gonado—
trofinas por la administracidn de estrdgenos; en deficiencia de es—
trdgenos, la respuesta de la hipdfisis al LRF estd aumentada y esta
sensibilizacidn es la responsable de los elevados niveles iniciales

de LH en la castracidn.

WANG y cols. (62) estudiando la liberacidn de gonadotrofi-
nas en respuesta a "pufs0s" de LRF (10 vg i.v. "bofus" a dos horas -
de intérvalos por'cinco veces), o una infusidn constante de LRF (0,2
Yg/min por cuatro horas), pueden valorar la sensibilidad y la reser

va de gonadotrofinas, en los diferentes estados del ciclo menstrual.

En la pituitaria se ha descrito, una forma molecular gran-
de de LH pero no de FSH, que es una pro-~hormona la cual contiene dos
O-subunidades y una B-subunidad; la eliminacidn de una o-subunidad,

da lugar a la hormona nativa, que sale al plasma.
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En el plasma humano, GRAESSLIN y cols. {27) han descrito -
una heterogeneicidad de LH, asi se encuentra una "b{g" LH (peso mo-
lecular aproximado 140.000-180.000), una "£itffe" LH (peso molecular
aproximado 20.000-30.000) e incluso por diilisis del plasma, una IQE;
nd" IH (peso molecular aproximado de 1.000), sin que haya diferen—
cia bioldgica ni inmunoldgica entre ellas. La "b.ig" es una forma es-
table, v es debido a una agregacidn 18bil a la nativa de la pituita-
ria vy que tiene lugar en el suero; y parece ser que la "Liftle" se—
ria la nativa. En el plasma y en todos los liquidos y tejidos del or
ganismo se han encontrado G-subunidad (pero no se han encontrado B-

subunidad) .
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3.- RECEPTOR DE MEMBRANA.

Para que cualquier hormona active el tejido diana lo pri-
mero que tiene que hacer, es unirse a alglin constituyente de la cé&lu-

la.

Afin cuando no se han podido aislar purificados ninglin si—
tio, utilizando hormonas marcadas con tritio (H?) y con I-125, se han
encontrado criterios para caracterizacidn e identificacidn de los mis
mos, y asi CATT (6), los define como "fugares def Lado plasmatico de
La membrana de alta agindidad de unidn por una hormona polipéptida en
una célubla diana, cuando estos sitios estdn ocupados por La hormona -
peliptptida (se han {dentificado su ndmero y cuantia de recepcidn),
Llenen La hab.ibidad de alterarn La respuesta de La célula diana”; y -
por andlisis a los receptores de drogas en los nervics y milsculecs, se

denominaron "recepiores”.

Por el empleo de detergentes solubilizantes se ha concreta
do una serie de proteinas vinculadas a los mismos tales ca?"-ATPasa,
glicoforin v el receptor de acetil-colina. Estos detergentes y marca-
dores no interfieren en la determinacidn del peso molecular ni en su
actividad bioldgica, y con ellos se podrd estudiar la situacidn con—
formocional en los receptores ocupados y no ocupados. Estos artilu—

gios permitirdn estudiar: los cambios de afinidad del receptor por la
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hormona, por competicidn de los sitios de unidn o porque estos sean
efectores alostericos (como se ha visto en receptores de drogas), -
en los que al unirse una mol&cula a otro lugar del receptor lo anu-
le; la pérdida de receptores v la regulacidn de la sintesis de re—
ceptores por presencia de elevados niveles de hormonas prolongada— .
mente, por ejemple la insulina, hormona de crecimiento y catecclami
nas; y este mecanismo seria el responsable de la resistencia hormo-
nal o insensibilidad, gue tienen lugar en aquellas situaciones en
que hay elevados niveles de hormona circulante CATT (6), asi como -
el estado conformocicnal en que se encuentren (la modificacidn de -
la orientacidn en el espacioc), pueden impedir la unifén hormona-re—

ceptor.-

Se han descrito casos en la patclogia humana escasos en -
su frecuencia, gue son debidos a marcados defectos en la concentra-

cidén de receptores.

Recientemente SVEJGAARD y RIFER (59), emiten la teoria de
que los aloantigenos HLA (sistemas de antigencs de mayor histocompa
tibilidad de leucocitos) pueden interferir con las interacciocnes -
hormona/receptor, por tener algunas mol&culas de HLA, estructuras -
parecidas a agquellas, por las gue la hormona se une al receptor; y
entonces hay una competicidn por el receptor, entre la hormona v el

antigeno HLA; y asi se ha descrito que el sistema H-2 (de histocom-
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patibilidad en las ratas, semejante al HLA en el hombre), parece con
trolar el peso del timo, del testiculo y las concentraciones de tes-
tosterona plasmitica, y asi mismo hay evidencia, de gue puede contrg

lar la sensibilidad de la celula diana a la testosterona.
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4.- ACONTECIMIENTOS INTRACELULARES DESENCADENADOS
POR LA OCUPACION DEL RECEPTOR POR LA HORMONA.

Las hormonas polipeptidicas LH, FSH, ACTH, TSH, PTH y vaso
presina impactan en la parte plasmidtica de la membrana de las c&lulas
de los &rganocs efectores "#ecepfor" de la cé&lula diana, y ponen en -
marcha una serie de reacciones iniciadas por una sustancia, que deno-
mind su descubridor SUTHERLAND "segundo mensajero” (el primer mensaje
ro quimico seria la hormona), y que preonto se indentificd como un nu-

clebtido: el acido adencsin moncofosforico ciclico.

-
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Para que la informacidn se transfiera desde el primer men-—
sajero (hormona) al seqgundo mensajero (cAMP), se requiere en el "he-—
cepion” de membrana de la c€lula diana se produzcan dos efectos: pri-
mero, unidn de la hormona de ocupacidn al receptor; segundo, unidn de
los nucledtidos de purina (ATP) a un sitio (o subunidad) no idéntico
al sitio catalitico de la adenil-ciclasa, induciendo un estado del en
zima, el cual esti en equilibrio lento con la forma activa de la enzi
ma. Bl "complejo hommona-seceptfor” incrementa el ritmo de formacidn -

del estado alterado, vy posiblemente lo estabiliza HILZ (31).

Esta compleja situacidn de la formaciZn de cAMP, ademis se
ve matizada por mecanismos que modulan la interaccidn basal entre hor

monas y adenil-ciclasa:

1) Reguladores "feedback", que hacen a la célula irrespon-
sable a estimulaciones posteriores por hormona; tal como activacidn -
de una protein  kinasa unida a la membrana gue conduce a la inhibi -

cidn de la adenil-ciclasa, como se ha visto en el adopocito.

2) Reguladores "4eedback", por productos finales que ejer-—

cen una accidn inhibidora directa sobre adenil-ciclasa.

3) Otros reguladores, serian la desensibilizacidn del sis-
tema adenil-ciclasa por prolongada exposicidn, va qgue la respuesta -
del estimulo inicial decae lentamente y con el tiempo, el "fejide-dia
na" llega a ser refractario al estimulo hormonal, porque la acumula—

cidn de cAMP intracelular es transitoria.

A continuacidn del incremento del cAMP, tiene lugar la ac-

tivacidn de la protein kinasa, y a partir de entonces se inicia 1la
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respuesta caracteristica de la célula diana, en nuestrc caso la es-

teroidogénesis.

Esta reaccidn en cascada, puesta de manifiestc cuando la ~

accidn del glucagbn o adrenalina inicia la glucogenolisis en la cé-

lula muscular, fue descrita asi:

Glucagon
Epinefrina GIP

l

Adenil-ciclasa — = __a Adenil-ciclasa
(inactiva) (D) (activa)

ATP AMP ciclico == wam —

(2)

Pirofosfato

Protein kinasa

Fosfodiggterasa

+ Protein kinasa

(inactiva) (3)
Subunidad reguladora

(activa)

Fosforilasakinasa

» Fosforilasakinasa

(activa)

|

|
(inactiva) ’/”?ZT\\\\
ATP ADP

‘

Fosforilasa b

—» Fosforilasa a

(inactiva) (5)

(activa)

Glucogeno l

» Glucosa-l-fosfato
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Actualmente existe el conocimiento de que las hormonas gue
actilan a través del cAMP pudieran operar con un mecanismo anflogo al

citado, comGn a todos COHEN (12).

Adentl-ciclasa Incremento

Hormona activada *
del cAMP
Protein kinasa Proteina , Respuesta
activada fosforilada fisiologica

El Gltimo paso en nuestro caso seria la derepresidn de ge-
nes con sintesis de mRNA y sintesis de proteina, que actuando scbre -
el colesterol lleva a la esteroidogénesis y liberacidn de la testoste
rona. En en siguiente esquema de CATT se pueden cer integrades los -
acontecerés intracelulares desde la ocupacidn del receptor por la hor

mona hasta la liberacidn de testosterona.
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Hormona
Receptor
Adenil-
' ‘r””— ciclasa
AMP-ciclico ATP A AMP ciclico
independiente
via de ~ KAy
activacion Protein 31nte§15
| . proteica
| kinasa I
| J .
Fosforilizacidn |
' |
e e e o owe SENE LG S DA AR S ——-’
|
- — = « =»Colesterol esterasa
— e = = =P Transporte colesterol
Enzima de la unidn cadena lateral
MITOCONDRIA nEvma de L4

STntesis de pregnenolona

Progesterona
Testosterona
Estradiol

v
SINTESIS DE ESTEROIDES
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En ausencia de hipdfisis y por tanto en carencia de LH,
la sintesis testicular de esteroides, se limita al paso de acetato
al colesterol; y el enzima 20,22-colestercl-hidrolasa, responsable
de la introduccidn de. 2 hidr&genos en la cadena del colestercl, es

el enzima que es activado por la LH.

Este enzima, como las restantes hidrolasas estorcdideas,
es un complejo enzimdtico de varios componentes; es una flavopro—
teina que cataliza la transferencia del NADP reducidc, a una ferro

proteina no~heme, y de ahi al citocrome Pysg.

+
2H 02
NADP Flavoproteina Ferroproteina Citocromo
(reducida) no-heme Puso
(oxidado) (reducido)
+ +
FE.3 F62 L_/ H20
Citocromo
Puso
{Plus-0)
esteroide
NADPH Flavoproteina Ferroproteina Citocromo
++ {oxidada) no-heme Pyse \
H {reducido) : (oxidado)

+ ‘ +
Fe? Fe® \\

HIDROXIESTERQIDE
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Asi mismo hay un marcado incremento de la pregnenolona-sin
tetasa por LH; aungue esto puede ser debido a una activacidn alostéri

ca. Los hechos suceden asi:

Acetato

Colesterol

$ € 20,22 Colesterol-hidrolasa
20 o Hidroxicolesterol

] - 20,22 Colesterol-hidrolasa
20022 R Dihidroxicolesterol

l < 20,22 Pregnenolona-sintetasa

Pregnenclona

El papel de la FSH en el testiculo, es la estimulacidn de
las células de Sertoli LOSTROH (42), MANCINI y cols. (44); asi como
en el hombre, DE KRESTER y BURGER (16), han visto el efecto de las
gonadotrofinas en hipogonadismos hipogonadotréficos; en ellos, las cé
lulas inmaduras con un niicleo basal, nucleolo desarrocllade, disminu—
cidn del reticulo endoplismico liso y ausencia de las caracteristi—
cas uniones de las células de Sertoli entre si, se transforman des_
pués de las gonadotrofinas, de células inmaduras en maduras. Las célu
las de Sertoli aisladas respondes a la adicidn de FSH o de 3'5' c-AMP,
y segln LOSTROH es progue estdn programados en su funcidn precozmente

en su desarrollo por la FSH.

En presencia de LH pero en ausencia de FSH, la espermatogé
nesis se detiene en el ltimo estadio de la espermitida; mientras que
en la ausencia de LH se detiene en un estadio mis precoz. Si se da -
testosterona a un animal hipofisectomizado, la espermatogénesis es es
timulada hasta el @ltimo estadio de espermitida, de lo cual se deduce,

que la LH actfia a través de la testosterona.
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La FSH es sinérgica con LH en el desarrcllo de espermatide
v de los espermatocitos inmadurcs; estimula la formacién de una pro—
teina que une a andrdgenos ("androgen binding protein” ABP), estimula
la secrecidn de las c&lulas de Serteli, estimula el crecimiento de -
los tibulos seminiferos en el feto humano y ademds sugiere LOSTROH{42)
que la FSH programa a la célula diana a responder a la gonadotrofina,

o sea la célula de Sertoli a responder a FSH.

Aungue se repite que la FSH juega un papel decisibo en la
espermatogénesis, todavia esto no estd bien definido. Para LOSTROH
(42) depende dicha accidn de:

1) Edad.

2) Presencia de otras hormconas y

3) De la cantidad de hormonas segregadas o administradas;
en el siguiente cuadro tomado de &1, se aprecia el control hormonal
de la espermatogénesis y en el que se aprecia que la testostercna -

{y de ahi la accidn indirecta de LH) se requiere en todo &1:
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I) Gonia ey GOTI1A Espermatocito primario
. ﬁ
tipo A P :

tipo B (profase meidtica)

No se requieren hormonas en absoluto.

II) CGito 7Cito —y Espermatocito secundaric
primario primario
(profase) {metafase
Testostercna
ITII) CitO ———————p Espermitida ——mmw=——y Cito —ay Cito
secundario * inmaduro maduro
FSH-LH
{en cuantia FSH-LH Testostercna
escasa) {en cuantia
sustancial)

Estas acciones de las gonadotrofinas, se evidencian asi
mismo por la variacidn de la morfologia testicular inducida a suje
tos hipofisectomizados; la administracidén de LH y FSH induce una -
separacién de las células de Sertoli, proliferacidn de las esperma
togonias y desarrcllo del espermatocite primario; induciendo ade—
mas un incrementec tubular y diferenciacidn de cé&lulas de Leydig de
los precursores fibrobldsticos. MANCINI y cols. (44) gefialan que -
la administracidn por separadc o sucesivamente de LH y FSH o vice-
versa estimulaba adecuadamente el epitelio germinal. En contraste,
cuando ambas se daban simultaneamente en una proporcidn de 1/1 in-
ducian la espermatog@nesis hasta la fase de espermdtida, y la com-—
pleta espermatog@nesis solo se logra con una proporcibén de 1/4 a
favor de la LH, desarrollindose una completa maduracidn de las cé-

lulas de Sertoli y de Leydig.



HIPOTESTIS D E TRABAJO
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Como hemos visto en la primera parte de este capitulo,
son miltiples los hallazgos que han ide jalcnande el campo de la
investigacidn del posible sinergisme en la accidn metabdlica de
las gonadotrofinas hipofisarias. De esta forma ambas son glico—
proteinas, son estimuladas en su sintesis y liberacidn en la hi-
pofisis por la misma hormona liberadora hipotalimica, y actuan -

metabBlicamente sobre los mismos Organcs y funciones.

Asi es ampliamente conocide, como la FSH y la LH son

complementarias, no pudiendo ocurrir una funcidn gonadal normal
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si la secrecidn de ambas no estd suficientemente proporcionada, y si
bien parece en la actualidad que la funcidn de la FSH estd especial-
mente dirigida en el vardn, al desarrollo y maduracidn de elementos
germinalés, mientras que la LH lo esti a la progresidn del proceso -
de esteroidogénesis, la accidn de la primera, como velamos en la pri
mera parte de este capitulo, no se logra llevar efecto sin una nor—
mal produccidn de testosterona LH inducida, en las c&lulas intersti-
ciales de Leydig. Pero a su vez hay tambien algunas evidencias expe-
rimentales anteriores gue parecen sefialar que si bien la produccidn
de esteroides por el intersticio testicular esti metabolicamente re-
lacionada con la actividad de LH, la FSH a su vez tambien prodria ju
gar un cierto papel en dicho proceso. En este sentidc JOHNSON y EWING
(32) mostraron, gue aunque la FSH no incrementa por si scla la produc
cidn de testostercna por el teste de conejo perfundide "in witho" -
con un medio artificial, si incrementa la secrecidn de testosterona -

LH inducida en idénticas condiciones.

Similares resultados han obtenido KIELD y cols. (36) infun
diendc en varcnes LH y FSH, observandoc que la elevacidn de testostero
na se sigue a la infusidn de ambas hormonas es superior a la obtenida

tras infusidn de LH sola.

Interesados por el estudio de este sinergismo metabdlico,
pensamos estudiar directamente el efecto de ambas hormonas sobre cglu
las intersticiales de Leydig de ratas aisladas.

Asi pu@s, en el presente trabajo nos propusimos:

1) CObtener en nuestro medio clulas intersticiales de Ley-

dig aisladas metabolicamente activas.
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2) Identificar su funcionamiento, en lo que a produccidn
de testosterona se refiere, estableciendo par@metros tales como: re
lacién dosis hormona-respuesta de cé&lula, asi como tiempo de la mis

ma, para fijar las condiciones &ptimas de observacién del estimulo.

3) Una vez obtenidas estas, estudiar si la introduccién -
de FSH en el sistema LH-c&lula intersticial modificaria la respues—
ta de &sta, tanto aumentando como disminuyendc la produccién de tes-

tosterona o modificando el binomic tiempo-respuesta.

4) Finalmente establecer si la FSH modifica de alguna for

ma la relacidn entre LH y su receptor celular.



CAPITULO III
MATERIAL Y METODOS



MATERTIAL
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A) ANIMALES

Las c8lulas de Leydig fueron obtenidas de testiculo
de rata Wistar de 200-300 grs. de peso, y 2-3 meses de edad con
periodo dia-noche de 10 horas y dieta "ad Libitum" que proce—

dian del animalario de la Facultad de Medicina de Sevilla.
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B) HORMONAS

1.- Marcadas

Testosterona (Ay-androstan-17 B-ol-3 one) 1A, 2A (N)-H
con actividad especifica de 49 Ci/mmcl.

Radiochemical Center Ltd. Amersham.

2.- Standards

Testosterona No. T-1500

Sigma Chemical Company

3.- Hormonas empleadas como estimulo del sistema celular.

* Hormona coridnica Gonadotr&fica humana.
Serono Inmuno Chemicals.

* Hormona Luteinizante Hipofisaria Humana. 2nd IRP-HMG
Seronc Inmunc Chemicals. {1 mU.I. = 5 ng. LER 907

* Hormona Foliculoestimulante Hipofisaria Humana. 2 nd IRPAHMG

Sercno Inmuno Chemicals. 1 pu.I. = 35 ng. LER 907

C) ANTICUERPOS

* Anti-Testosterona 3-oxime BSA
Endocrine Sciences.

* Anti-LH {conejo)
Serono Inmunco Chemicals.

* Anti-FSH (conejo)

Serono Inmuno Chemicals.



D) SOLUCIONES

* Buffer Borato pH 8 0,05 M
* Buffer Fosfato pH 7 0,5 M
* Buffer Fosfosalino (PBS) pH 7,4 v 0,15 M
* Toduro Potisico al 62,5 %
Rovi.
* Liquide de Centelleo PCSTM sclubilizer
Arershan Searle.
* Medio de incubacidn Medium 199
Difco Laboratories. Detroit Michigan USA.
* Solucidn de Azul de Metileno 2 %
Panreac.
* Solucidn de Sulfato Amdnico a saturacién

Schwarz/Mann.

E) REACTIVOS

1.- Concanavalina A en Shepharocsa

Pharmacia.

2.- Gammaglobulina bovina. Fraccibén IT
Schwarz/Mann.

3.- Manncheptulosa

Sigma.

4.- Reactivo de Fencl, segiin Folin-Ciocalteu

Merck.

5,- Sercalblmina bovina. Fraccidn V

Schwarz/Mann,

-39-
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6.- Enzimas

* Collagenasa CLS 45 D 006
Worthington. Biochemical Corp. Freehold.

* Lactoperoxidasa

Sigma.

7.- Solventes organicos

* Ethyl eter. Pro Analysi
Merck.
* Metanol. Analytical Reagen .

Mallinckrodt.

8.- Sdlidos

* Acido BOrico. BO3H3 Analytical Reagen
Mallinckrodt.

* Azul de Metileno substancia
Merck.

* Carbonato de Sodio CO3Naz. 10 H20
Panreac.

* Citrato Sddico. Na3CgHs07. 2 H20
Analytical Reagen .. Mallinckrodt

* Cloruro Calcico ClCa. Prc Analysi
Merck.

* Cloruro Potasico CIK Analytical Reagen
Mallinckrodt.

* Clorurc Sbdico ClNa Analytical Reagen

Mallinckrodt.



-4%-
* Clorurc de Magnesio ClpyMg. 6 Hp0 Pro Analysi
Merck.
* Fosfatoc Disddico POyHNa;. 2 Hy0 Pro Analysi
Merck.
* Fogsfato de Potasio POLH>K Pro Analysi
Merck.
* Sulfato Amdnico. Ultra pure
Schwarz/Mann.
* Sulfato Cliprico S04Cu. 5 Ha0
Riedel.

F) APARATOS UTILIZADOS

* Camara fria. Irmaf.

* Contador de Centelleo, para registro de Radiacidn
B debis. Beckman. LS-150. Liguid Scintillation Sys
tem.

* Contador de Centelleo sblido, para registro de Ra
diaciones Y. Nuclear Chicago.

* Centrifugas redrigeradas:

** Janetzki K 23
** Universal Ujiks

* ‘Banio de incubacidn metabdlica Eto Dermark.

* Balanza de precisidn Mettler tipo H 16 cap. 8C grs,
E. Mtter, Zurich.

* Homogeneizador IKA-Werk tipo RW 18 Nr.

Staufen i. Reisgan.
* Microscopio ZEISS
* Agitador magnétice COWELL.

* Vortex Atomixer.
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G) VARIOS. MATERIAL FUNGIBLE

* Tubos de polietileno. Cap. 50 ml., FISHER.
* Viales de centelleo:
** polietileno. Packard

** yidrio. Packard

Nota.- Todo el material de vidric utilizado, exceptuando las pi-
petas, antes de ser utilizado fue siliconado con una solucidn de
silicona al 2 por 100 en agua destilada (Emulsidn de Silicomna SI

35 B).



METODOS
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Dividiremos la exposicidén de la metodologia gue hemos em—

pleado en nuestros estudios en dos grandes apartados:

A) Produccion de Testosterona, en células intersticiales de

Leydig aisladas bajo distintos estimulos.

B) Analisis de desplazamiento scobre receptor de gonadotrofi

na luteoestimulante en células intersticiales.

A} PRODUCCION DE TESTOSTERONA, EN CELULAS INTERSTICIALES DE LEYDIG
ATSLADAS BAJO DISTINTOS ESTIMULOS.- A su vez, en este apartado

consideraremos:
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I) Obtencion y preparacidn de células intersticiales de Ley
dig.
II) Incubacidn de las células intersticiales en presencia de
gonadotrofina.
III) Valoracidn de la Testosterona liberada al medio de incu-

bacidn.

I) Obtencidn y preparacién de células intersticiales de Ley-

dig

Tras el sacrificio de las ratas con éter, se extrajeron los
testiculos y se decapsularon; incubindose luego estos, en tubos de
pelietileno (50 ml. de capacidad) en dgrupos de seis testes por tu-
bo ¥y en una solucibn de Medium 199 con Sercalbimina bovina (BSA) -

en proporcidn de 1 mgr/ml., conteniendo a su vez colagenasa (0,25

mgr/ml.) .

Los tubos asi preparados, tras gasearse dos a tres segundos
con carbdgeno, se cerraron; incub&ndose a continuacidn a 37°C.,con
una agitacidn mecinica a 150 ciclos/min., el tiempo necesario para
conseguir la disgragacidn de los tlibulos (15 a 20 min.). Posterior
mente, tras adicion de Medium, se lavaron los tiibulos dos veces, -
separindose aparte, el liguido de lavado, que contenia las células

intersticiales.

En un paso posterior, tras centrifugacidn de los tubos du—
rante 10 min. a 1.000 r.p.m. y entre 0 y 4°C., se obtuvo un "pe—"
Llet", y tras decantar el liquido sobrenadante se redisolvieron fi
nalmente las cé&lulas mediante agitacidn manual suave con 6 ml. por
teste de Medium 199-BSA, tomandose generalmente una alicuota de 50
ﬁl para contaje microsc8pico de células previa tincién con azul de

metileno.
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Todo el proceso descrito, fue desarrollado en camara fria

entre 2-4°C.

II) Incubacidn de las c@lulas intersticiales en presencia

de gonadotrofinas.

Aproximadamente 16x10°% células (v6lumen aproximado 2 ml.},
fuercon incubadas en cada una de las experiencias, y estos conte—
nian previamente cantidades conocidas de gonadotrofinas, llevados

a un volumen constante de 100 ul.

Los viales fueron incubados a 37°C. y 125 ciclos/min. de -

agitacién, en una atmbfera de carbdgenc constante.

En primer lugar, se estudid la produccidn de Testosterona

inducida por distintas concentracicones de LH, 20,80 10,40 5,20

2,60 1,30 0,65 0,32 y 0,16 mU.I., realizadndose a continuacidn un

estudio comparative paralelc de la produccidn de Testosterona HCG

inducida, utilizandc los mismos niveles de dosis. En ambas expe—

riencias, el tiempo de incubacidn fue de 180 min.

Con la eleccidn de una dosis de LH Optima, 5 mU.I., se pro
cedid a estudiar la produccion de Testosterona a diferentes tiem-
pos de incubacidn, testéndose &sta cada 10 min. durante la primen

ra hora; y luego en horas sucesivas hasta la tercera.

Para apreciar si existia ¢ ne influencia, de FSH sobre LH,
en lo que a produccidn de Testosterona se refiere, en viales con-
teniendo cé&lulas intersticiales y 5 mU.I. de LH se incubaron para
lelamente a otros con 5 mU.I. de LH mas 5 mU.I. de FSH, estudian-
do la produccidn de Testosterona a distintos tiempos, cada 10 min.
durante la primera hora, a la sequnda vy tercera horas en los via-
les gue contenian LH; LH mls FSH, y otros, en los que en lugar -
de gonadotrofinas, se puso el mismc volumen de PBS, y se conside-

raron como blancos; en los diferentes tiempos.
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Por (ltimo, se estudid comparativamente la produccién de -
Testosterona en cé&lulas incubadas durante 120 min. en presencia -
de: 1% buffer, 22 5 mU.I. de LH, 32 5 mU.I. de LH mas 5 mu.I. de
FSH, 42 5 mU.I. de IH con 5 mU.I. de FSH, que habian permanecido
en contactc con anticuerpos anti~LH durante 12 horas para obtener
equilibrio; simultaneamente en cotra seria de viales se incubaron
las c&lulas con 52 5 mU.I., de FSH con anticuerpo anti-FSH. Cada -~
punto correspondiente a cada dosis testada y/o a cada tiempo, asi
mismo como a cada valor de blanco, fueron desarrollados por tri—

plicado.

Al final de los distintos periodos de incubacidn, el conte
nido de los viales fue decantado cuidadosamente a tubos de polie-
tileno y centrifugados a 1.500 g. durante 15 min., siendo el so—
brenadante congelado a -20°C., hasta el momento de la dosifica

cidn de Testosterona.

I1I) Valoracibébn de la Testosterona liberada al medio de in-

cubacidn.

Para la valoracidn radicinmuncldégica de Testosterona alicuo
tas del medio de incubacidn, se diluyeron en proporcién 1:12,5 tes
téndose el 1liguido correspondiente de cada vial por triplicado, vy

a dos concentraciones (100 y 50 ul., respectivamente).

Asi pues, cada puntc resultd el valor medio de 18 determina-

ciones de Testosterona.

Las diluciones anteriormente mencionadas permitieron leer -
concentraciones de Testosterona en una curva standard con limite

de sensibilidad de 12,5 pgr. y mdximo desplazamiento a 150 pgr.
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La separacidn de las fracciones libre y ligada, con poste-
rior valoracién de la fraccidn libre, se desarrolld mediante pre-
cipitacién con sulfato amdnico al 50 % y centrifugacidtn tras incu

bacitn de 3 horas a temperatura ambiente,

B) ANALISIS DE DESPLAZAMIENTC SOBRE RECEPTCR DE GONADOTRCFINA IU-
TECESTIMULANTE EN CELULAS INTERSTICIALES.

Expondremos a su vez en dicho apartado: en primer lugar el
proceder para obtener el receptor, seguidamente el método utiliza

do para marcar con 1t2®

la hormona lutecestimulante, y finalmente
en lineas generales el desarrollc analitico del desplazamiento -

hormonal sobre el mencionade receptor.

I) Cbtencicn del receptor de gonadotropina.
1

Logs testes obtenidos tras el sacrificic de las ratas con -
éter, limpios y pesados, fueron decapsulados, y homogeneizados du
rante 90 segundos a alta velocidad 10.000 r.p.m., tras habérsele

afiadido PBS en proporcidn de 10 ml/gr., de tejido.

Posteriormente, se centrifugaron diches homogenados duran-—
te 20 min. a 2,400 r.p.m, vy a 4°C,, decantindose a continuacidn -

el scbrenadante a un tubo limpio y giliconado.

En un sigqguiente pasc se adiciond PBS (7 ml.), y tras agi-—
tar cuidadosamente los tubos en vortex, vy obtener la dilucidn del
"pellet", se midid en &ste la concentracidn de proteinas por el -
método de Lawry, afadiZndose mas PBS, en cantidad necesaria para
obtener una concentracidén final de 80 mg/ml. Finalmente, la prepa
racidn conteniende el receptor se guardd dividida en pequeiias ali
cuotas, bien en congelados a -20°C., © en nevera a 4°C. si su uti

lizacién iba a ser inmediata.
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II) Obtencidn de hormonas luteinizantes marcada con 1i2%,

LH pituit@rica humana altamente purificada fue marcada por

el método de la percxidasa en la forma siguiente:

En habitacidn bien ventilada bajo campana de gases con as-
piracidn de aire, y tras haber ingerido dos horas antes el experi
mentador 1 mgr. de yoduro pot@sico para bloquear su tiroides, e -
impedir la captacifn por éste de yoduro radiactivo. Se comenzd la
reaccidn y en ella, a 25 ugr. de hbrmona luteinizante en un volu-
men de 50 ul. de buffer fosfato pHE 7 0,5 M, se adiciond 1 mCi de
1125, 10 1gr. de lactoperoxidasa y 10 Ul. de H202, vy tras 5 min.

de agitacifn magnética se pard la reaccidn con 0,5 ml. de PBS.

La purificacidn de la hormona marcada se desarrolld median
te cromatografia de afinidad con canavalina A en sepharosa, alu—
yvéndose la fraccidn de la hormona marcada trés la aplicacidn de

manoheptulosa a la columna.

La actividad especifica obtenida para la fraccidn hormonal

purificada fue aproximadamente 35 UCi/ugr.

ITI) Anilisis sobre receptor.

Standard de las preparaciones de LH y FSH, usadas para las
experiencias anteriores, v con concentraciones dé 50, 25, 12,5, -
6,25 v 3,1 mU.I., fueron incubados separadamente con LH-I'2%, apro
ximadamente 12.000 cpm, y 100 ul. de la solucidn del receptor (80
mgr/ml.). Tras la incubacidn de 14 horas a 24°C., se anadieron 3
ml. de PBS a cada tubo; tras centrifugacidén a 4°C durante 20 min.
a 3.000 r.p.m., se aspird el scobrenadante y trds repetir dos veces
la anterior manicbra, se contd la actividad isotpica presente en
el precipitado, relacionandc la actividad obtenida, a aquella en-

contrada en tubos en los que se puso 100 yl. de PBS en lugar del

standard, considerados comc tubos cero.
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La representacidn grifica de las curvas para cdlculo de —

125 sobre receptor, se hizo calculando el

desplazamiento de LH-I
porcento de la radioactividad a cada nivel de dosis standard so—
bre las actividades totales depositadas en cada tubo, y otras ve-
ces sobre las actividades encontradas en los tubos cero. La acti-
vidad isotdpica de estos {iltimos tubos oscild, generalmente en -~

las diversas preparaciones del receptor y de hormonas marcadas, -

entre 16-40 por 100 de la actividad total depositada.

La unidn no especifica de la hormona marcada a particulas
presentes en la preparacidn de receptor, se calculd en presencia

de 500 mU.I. de hormona standard.



CAPITULO 1V

RESULTADOS OBTENIDOS
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I. PRODUCCION DE TESTOSTERCNA LH-INDUCIDA:

En la figura 1 hemos representado los valores medios con -
sus respectivos errores standard, que hemos obtenideo al incubar -
cé&lulas de Leydig, con hormona luteocestimulante durante 180 min.-
a diferentes concentraciones: 0,16 0,32 0,¢4 1,25 2,50 5 10,4 v
20,8 mUu.I.

Puede apreciarse como con concentraciones de hormonas de -
0,16 ¥y 0,32 mU.I. la produccidn de Testosterona es indistinguible
de aguella obtenida en los viales en los que no se¢ adiciond hor-
mona, considerado como produccién basal; cuyo valor medio se re—

presenta en la grafica sobre el eje de ordenadas (B)

Ya con concentraciones de 0,65 mU.I., la produccidn de Tes
tostercna es netamente superior a la produccién basal (p<0,01),in
crementindose &sta progresivamente hasta la concentracidén de 10,4

mU.I. alcanzandose de esta forma un "plafeau” en la respuesta.
P P

Asi pues, existe una relacién lineal dosis-respuesta desde

0,62 a 10,4 mu.I.

En el cuadro 1 aparecen los valores obtenidos expresados -

en forma numérica.



celulas / 180 min.

&

Testosterona ng/16x10

281
24
201
16
12
8-

4
24
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CUADRO L

oo

Standard Produccidn de Testosterona
LH mU.I. ng/16 x 10° cel,/180 min,

Blanco 3,529 + 45
0,16 3,080 + 429
0,32 3,575 + 100
0,64 4,354 + 149
1,25 7,825 + 354
2,50 9,235 + 647
5 17,150 + 1159

10,40 21,835 + 1327

20,80 21,807 + 1002
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II. PRODUCCICN DE TESTOSTERONA HCG-INDUCIDA:

La produccién de Testosterona, en el mismo sistema celular,
pero utilizando esta vez como estimulo gonadotrofina coridnica hu
mana, aungue a las mismas dosis que las utilizadas para LH, apare

ce en la figura 2 y cuadro II.

A nivel de 0,32 mU.I., la respuesta es ya claramente supe-
rior (p<0,001), a la cobtenida en situacidn basal; pudiéndose ob—
servar una clara relacidn dosis-respuesta desde 0,32 mU.I. a 2,5
mU.I.; siendo la produccidn muy similar e indistinguible estadis-

ticamente para las concentraciones de 5 10,4 y 20,8 mU.TI.
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CUADRGO Il

Standard Produccidn de Testosterona
HCG mU.TI. ng/16 x 10° cel./180 min.

Blanco 3,529 + 45
0,16 3,712 + 150
0,32 5,885 + 394
0,64 10,220 + 586
1,25 18,825 + 1249
2,50 23,100 + 1198
5 25,355 + 1630

10,4 25,685 + 1704

20,8 30,222 + 1747
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IITI. COMPARACION DE LAS PRODUCCIONES DE TESTOSTERONA LH-IN-

DUCIDA Y HCG-INDUCIDA.

El estudioc comparativo de la produccidn de Testosterona en
tre LH y HCG a las mismas dosis, aparecen en la fiqura 3, en la -
que puede apreciarse come sclo a dosis de 0,16 mU.I. la produccidn
del estercide es indistinguible para una u otra hormena, mientras
que ya para todas las demis dosis empleadas se aprecia una mayor -

produccidn por parte de HCG (p<0,001) en todas las dosis.



o

=
=
2
"
e,
3
k]
@
»
v
@
c
O
&
s
8
|§ T T T T T T T —
BO,6 031 062 1,25250 5 1040 2080 mU!
e LH

o HCG




-58—

IV. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION EN LA PRODUCCION

DE TESTOSTERONA INDUCIDA POR LH.

La figura 4 muestra en forma de diagrama de barras, los -
valores medios y los errores "standards" de la media, de la pro-
duccidn de Testosterona cuando las cé&lulas intersticiales de Ley
dig se incubaron con una misma cantidad de LH deteniendo la incu

bacidn a diferentes tiempos.

En primer término, puede apreciarse como tras 10,20 y 30
min. de incubacidén la cantidad de Testostercna producida v libe-
rada al medio en presencia de la hormona, es diferenciable esta-
disticamente de aquella producida en tres viales en los que se =
incubaron cé&lulas en el medic de incubacidn con 100 pl. de buf—
fer pero sin hormona (valor B); contrariamente, el valor medio -
obtenido a los 40 min. es ya mayor que el basal (p<0,01), perc a
su vez, menor gque el halladco para los 50 min. de incubacion -
(p<0,001); sucediendo lo mismo a los 60 min. y a los 120 min.,co
rrespondiendo la mayor produccién de Testosterona a la incuba -
cién desarrcllada durante 3 horas. De esta forma existe una clara
relacidn respuesta-tiempo, cbjetivable ya a partir de los 40 min.

Los valores numéricos aparecen en el cuadrc III.
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CUADRO 111

—_—— e EE R IE T E TR EST

Tiempo de incubacidn Produccidn de Tesbtosterona
ng/16 x 10° cel./5 muI 1H

10 minutos 1,970 + 193
20 minutos 2,543 + 234
30 minutos 3,597 + 125
40 minutos 4,377 + 500
50 minutos 5,866 + 220
60 minutos 8,112 + 412
120 minutos 19,433 £ 3652
180 minutos 39,508 + 1880
Blanco 180 minutos 3,320 + 221
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V. EFECTC DE LA ADICICN DE FSH SOBRE LA PRCODUCCION DE TES-

TOSTERCNA EN LAS CELULAS INTERSTICTIALES AISLADAS E INCUBADAS CON

LH:

El resumen grafico de esta experiencia lo mostramos en la
figura 5 y cuadro IV. Cada columna es representativa del valor me
dio y error "standard" de la produccidn de Testosterona, segiin -
las circunstancias experimentales detalladas en el capitulo de ME

todo.

El estudio de los valores de Testosterona obtenidos a los
10 ¥y a los 20 min. no arrojd diferencias, tanto al comparar las
distintas columnas de cada grupo entre s5i, como individualmente -

entre ambos grupos.

Contrariamente despues de los 30 min. de incubacidén la pro
duccién de Testosterona fué mayor en las células incubadas con -
hormonas, tantce LH comc LH + FSH, que aquellas incubadas con buf-
fer (p<0,001.; p<0,001} si bien no existid diferencia al comparar

ambas incubaciones hormonales entre si ({p<0,2)

Y tras 40 min. de incubacidn, las diferencias entre las in
cubaciones con LH y LH + FSH se hacen ostensibles, y a su vez es-
tadisticamente significativas (p<0,01), hecho que se repite de —
forma clara y evidente a los 50 y 60 min., pero no a los 180 min.

(P<Ol01) .
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Tiempo de Estimulo n Produccidén de Testosterona
incubacidn utilizado ng/ 16 x 106 celulas
10 min. Basal 6,141 + 553

5 mU.I. IH + 5 mU.I. FSH 6,027 + 543
20 min. Basal 6,042 + 428

5 mU.I. LH 6,109 ¥ 747

5 mUu.I. TH + 5 mU.I. FSH 7,700 + 443
30 min, Basal 5,325 + 412

5 mU.I. LH 8,250 ¥ 499

5 mU.I. IH + 5 mU.I. FSH 8,525 + 470
40 min, Basal 4,118 + 685

5 mU,I, LH 6,729 ¥ 404

5 mU.I, IH + 5 mU,I. FSH 12,870 ¥ 502
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CUADRO_ IV =-b-
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Tiempo de Estimulo Produccidn de Testosterona
incubvacidn utilizado ng/ 16 x 10° celulas
50 min. Basal 4,737 + 687
5 mU.T. LH 8,731 ¥ 283
5 mU,I, IH + 5 mU.,I. FSH 16,720 * 1655
60 min, Basal 6,800 + 624
5 mUsI, LH 9,321 ¥ 1520
5 mUs.I« IH + 5 mUs.T, FSH 12,512 858
180 min. Basal 10,100 + 825
5 mU,I. 1H 42,900 ¥ 2765
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En la figura 6 y cuadro V, mostramcs comparativamente
los resultados obtenidos tras valorar la produccidén de Testos
terona, por c&lulas intersticiales de Leydig incubadas en con
diciones ya sehaladas anteriormente, asi como en el texto de
la ya mencionada figura. Puede apreciarse en ella, como exis-
tid una evidente diferencia estadisticamente significativa -
(p<0,001), al comparar la produccidn de Testosterona en c&lu-
las incubadas con LH y las incubadas solo con buffer, y como
a su vez la produccidn esteroidea en el grupo de células incu
badas con LH + FSH fue mayor, con el mismo grado de significa
tividad estadistica, que la de LH, reconfirmado una vez mas -
lo ya observado en la experiencia anterior tras incubacidn de

cé&lulas durante 40,50 y 60 min,

De gran interés resulta, tampién la produccidn de Tes-
tostercna en las cé&lulas incubadas en primer lugar con IH y a
los que posteriormente se le afiadid FSH unido a anticuerpos -
anti~FSH, y que como puede cobservarse fue casi igual, e indis
tinguible estadisticamente, de la produccidén de las células -
incubadas con LH y mucho menor (p<0,01} que las incubadas con

ILH + FSH.

Finalmente la produccidn de Testosterona, en las c&lu-
las incubadas con LH y a las que postericrmente se les ahadid
FSH incubada durante 2 horas con anticuerpo anti-LH, fué me—
nor (p<0,01) que todos los demds grupos, Si exceptuamos el -

grupo basal {(c@lulas incubadas con buffer PBS).
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CUADRDO v

Tipo de estimulo Produccidn de Testosterona
en la incubacidn ng/16 x 10° cel,/120 min,

Buffer 9,875 + 1025
5 mU.I. de IH 23,466 + 2283
5 mU.I. IH + 5 mU.I. FSH 29,040 + 1329
5 mJ.I, IH + (5 mU.I, FSH + anti-FSH) 21,175 + 1153
5 mUsIe IH + (5 mUsI. FSH + anti~LH) 13,410 + 1132

_Lg_
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vI. UNION ESPECIFICA DE LH-I'2° SOBRE RECEPTOR DE LH. LA

MODIFICACION POR DIVERSAS CONCENTRACIONES DE LH Y FSH.

La figura 7 muestra una curva de desplazamiento de LH-1!28

scbre receptor de LH, cuandc se ataden a los tubos diversas con—

centraciones de LH.

Se han utilizado las mismas concentraciones de LH (3,1 6,25
12,5 y 25 mU.I.) que las utilizadas en las incubaciones de cé&lulas.
Con las diferentes concentraciones standards se ha representado el
porcentaje sobre 0 de fraccidn "£{gada" al receptor, obtenidos pa-
ra cada una de ellas, pudiéndose observar sobre el eje de ordenada

1258

la unidén de LE-I en presencia de cantidades saturantes de hormo

na "g/{a" (unidn no especifica U.N.E.).

Cuando en lugar de poner LH, en presencia de receptor Yy

LH_IIZ )

+ pusimos FSH a las mismas concentraciones, es decir, 3,1

6,25 12,5 y 25 mU.I.; obtuvimos los resultados que mostramos en
la figura 8, en la que aparecen conjuntamente reacciones de despla
zamiento por LH y FSH, y en los que destaca la existencia de un -
desplazamiento para FSH, que es muy evidente aungque de menor grado

gue el obtenido por LH.
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CAPITULO V

EPICRITICA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
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El incrementc en la produccidn de testosterona obtenido al
incubar en las condiciones elegidas, las células de Leydig de ra-
ta con distintas concentraciones de LH muestra no sdlo la viabili
dad celular "{m vitno" sino a su vez una gran sensibilidad -
(0,6 mU.I.), ya referida anteriormente por el autor del m&todo DU
FAU y cols. (24), v que si bien podia aumentarse adicionando al -
sistema MIX, un inhibidor de la fosfodiesterasa, como demostraron
los autores antes mencionados, era mis gue suficiente para anali-
zar la respuesta celular ante las diferentes condiciones experi-—

mentales.
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La produccidn de testosterona obtenida tras la incubacidn
de las células con hCG nos permite establecer una vez mds, la ma
vor actividad bioldgica de dicha hormona sefialada ya por DUFAU vy
cols. (21)(24), cuando se compara con la LH, puesta de manifies-
to por una mayor produccidn esteroidea y que conduce a una maxi-
ma liberacidn de testosterona con solo 5 mU.I., mitad de dosis -
que para LH (10.40 mU.I.), y aumenta el limite de sensibilidad
del sistema a 0.31 mU.I., ya que por esta dosis la concentracidn
de testosterona en el medio es claramente mayor (p<0,01) que 1la

de aquellos viales considerados como blancos.

La produccidn de testosterona, en funcidn del tiempo de -~
incubacitn de la c&lula, inducida por 5 mU.I. de LH, muestra que
si bien existe una respuesta clara a partir de los cuarenta minu
tos de iniciarse la incubacién, esta se incrementd mostrandose -
proporcionalmente mayor hasta los ciento cochenta minutos. Parece
existir tambien una cierta relacién entre dosis de gonadotrofina
y tiempo de respuesta del sistema, como pude comprobar CATT y -
cols. {7) que con una dosis importante de hCG (100-1.000 mU.I.)
obtuvo respuesta celular por encima del velor basal ya a los -
veinte minutos de incubacidn, si bien le fué imposible dismi—
nuir el tiempo de respuesta por debajo de este limite, contras—
tando ello con los resultados obtenidos por EIK-NESS (25) "in ud

vo'!

tras perfundir testiculc de cerdo con hCG obtenia respuesta
en lo que a liberacidn de testosterona se refiere al minuto de -

haber estimulado el teste.

De tcodas formas el periocdo de tiempo que aparece es nece-
saric que transcurra entre el inicio del estimulo, unidn de la
tropina al receptor, y de comienzo la liberacién de testosterona
sugiere que una compleja serie de eventos metabdlicos deben ocu-
rrir antes de que la esteroidogénesis se muestre aparente. Curio
sa y estrechamente relacionado con el punto que analizamos CATT

y cols. (7) han podido comprobar que dosis de hCG que son capaces
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de producir una mixima liberacidn de testosterona al medio por par
te de las células de Leydig son incapaces de provocar liberacidn a
este de AMP ciclico y como dosis crecientes de gonadotrofina corid
nica humana {100-1.000 mU.I.) gue ya vimos antes no pueden incre-
mentar mis la produccidn de testosterona, se muestran aun capaces

de aumentar la liberacidn de BMP ciclico al medio.

Datos muy interesantes, a nuestro juicio, resultaron al in-
cubar las cé&lulas de Leydig con gonadotrofina luteocestimulante Yy
foliculoestimulante, ya que del analisis de estos se desprende una
mayor produccidn de testosterona cuando la cé&lula se incubaron con
ambas gonadotrofinas existiendo a su vez una clara relacidn en fun
cidn del tiempo que se mantuve la incubacidn. Y asi a los cuarenta,
cincuenta y sesenta minutos de &sta, la testosterona producida fue
supericr en aguellas cé&lulas incubadas con LH + FSH, gque en ague—
llas con LH sola, v en é&sta a su vez a las células incubadas sin -
gonadctrofinas, siendo la falta de diferencia gque obtuvimos entre
ambos grupos de células incubadas con gonadotrofinas tras tres ho-
ras de incubacidn atribuible a haberse alcanzado la miaxima capaci-

dad de respuesta esteroidogénica en las mencionadas cé&lulas.

Estos hallazgos difieren de los obtenidos por DUFAU y cols.
(22) quieren usando como &rgano diana de produccidn de testostero
na teste decapsulados, no han observado efecto adicional de FSH -
sobre la produccidn de testosterona LH inducida, no cbstante hay
que sehalar que dichos autores utilizaban preparaciones ovinas -
tanto de LH como F5H, asi como testes enteros decapsulados portan
do por tanto, junto a c&lulas intersticiales con receptores espe~
cificos para LH, receptores especificos para FSH con gran afinidad
para dicha hormona, y que podrian haber impedido la accidn sinér-

gica con la LH.
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Dado que el incremento de la respuesta esteroidogénica ob-
servada para FSH podria ser dependiente de la preparacidn de hor
mona usada, comc sefialabamos anteriocrmente, para determinar la es
pecificidad bioldgica de la accidn guisimos ver, si a la incuba—
cidn previa de ambas gonadotrofinas con anticuerpcs especificos,
anti-LH y anti-FSH, seguia la desaparicidn del efecto biclégico -

que habiamos observadec con ellas.

El anadlisis de los resultados aparece bastante demostrati-
vo, nuevamente, esta vez tras dos horas de incubacidén de las célg
las, volvemos a encontrar una mayor produccidn de testosterona -
tras introducir LH en el sistema, siendo mayor la produccidn es-
teroidea por las células, cuando se adiciond LH + FSH, lo que con
firman lo obtenido en el experimentc anterior, y establecia a su
vez una base firme para analizar los efectos producidos por los -
anticuerpos anti-hormona. De una forma muy clara apreciamos que -
la incubacién de FSH + anti-FSH dié lugar a una disminucidn en la
produccidén de testosterona, gue resultd sin diferencia estadisti-
ca con aquella inducida por LH sola, lo que demuestra a nuestro -
juicio que el aumento de la produccidn de testosterona era FSH de

pendiente.

No tan claros resultaron los datos obtenidos al incubar -
FSH + anti-LH, v que condujeron a un evidente descenso en la pro-
duccién esteroidea. Nuestra interpretacidn del fendmeno es que és
te pudiera deberse, o bien a efecto del anticuerpo anti-LH sobre
la LH depositada previamente en el medic de incubacidn, lo que -
conduciria a valorar sdlo el efecto metabdlico de FSH sobre las
células y/o a cierto grado de contaminacién por LH de la prepara-
cidn de FSH utilizada, dada la dificultad de separar totalmente -
ambas actividades. No obstante, este {ltimo hallazgo analizado,no
invalida en modo alguno los resultados obtenidos y analizados an-

teriormente de la incubacién de LH + FSE + anticuerpo anti-FSH.
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Nuestros hallazgos concuerdan de forma evidente con los ob
tenidos por LOSTROH (42) quien tomando el peso de la proéstata ven
tral v de las vesiculas seminales de la rata como indicadores -
cuantitativos de la respuesta ".{n vive" de las gonadotrofinas, pu
do demostrar como el peso de dichos drganos era muy superior al -
inyectar a ratas hipofisectomizadas con LH + FSH, siendo claramen
te inferior el peso obtenido al inyectar a los animales con FSH -
sola. La clara diferencia obtenida en el peso de los drganos de
ambos grupos de animales, eliminaba la contaminacidn de FSH por -
ILH. Posteriormente a estos experimentos han sido confirmados por
ODELL y cols. (50) tambien en ratas, y por JOHSON y EWING (32) en

conejos.

Un paso mas en el estudio gue nos propusimes era si la pre
paracidn de FSH utilizada modificaba en alguna forma la relacidn

LH-receptor.

Para ello, resultaba cbligadc el obtener una preparacidén -
de testiculc de rata conteniendo receptores activos metabdlicamen
te, sobre los gue después de desarrcllar el "binding” de la hormo

125

na luteinizante marcada con I , ¥ en la que el proceso de iodi-

nacidn nc condujera a una pérdiéa de la actividad bioldgica, lo -
gque de suceder haria imposible una unién especifica LH—Ilzs—receE
tor. El método seguido, descritc en el capitulo correspondiente,

nos did muy buencs resultados concordando estos con los datos pre

sentados por otros autores.

El anidlisis de la curva de desplazamiento de LH-1'2° de su
receptor muestra un sistema ampliamente discriminative a los nive
les de dosis de LH "{nia" testados asi como una gran sensibilidad;
3,1 mU.I. de LH producen un "binding” menor estadisticamente al -

125

obtenide entre LH-I y receptor en ausencia de hormona. Esta -
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gran sensibilidad hace perfectamente posible la utilizacidn del -
sistema para medir niveles circulantes de LH o de hCG come han se
fialado CATT y cols. (9), DUFAU y cols. (24), TOMODA y cols. (61}
y LEIDENBERGER y cols. (40).

A su vez, la pendiente de la curva de desplazamientc, asi
como la evidente diferencia entre la Unidn No Especifica obtenida

125—receptor 500 mu.I. de LH —

al introducir en el sistema LH-I
"§7{a" demuestran la actividad biclégica tanto del receptor como

de la hormona marcada que hemos empleado en el presente estudio.

Los resultados obtenidos al incubar LH—Ilzs—receptor IH y
distintas concentraciones de nuestra preparacién de FSH, mostra—
ron un desplazamiento de LH-I'?® por la FSH "§a" v que si bien
es de mucho menos grado que el apreciado para LH, es evidente su
existencia. Tanto CATT y cols. (9) como TOMODA y cols. (34) con -
receptores de testes de rata y KAMMERMAN y cols. (34) con células
de la granulosa del cerdo, han encontrado cierto grade de despla-

zamiento por las preparaciones de FSH por ellos testados.

Finalmente pues, podemos decir a modo de resumen, que en
nuestro trabajo hemos encontrado un efecto claro de potenciacién
de la hormona foliculoestimulante sobre la produccidn de testoste
rona LH inducida, efecto claramente especifico, ya que desaparece
bajo la accidén de los anticuerpos anti-FSH, y que en cierta manera
puede estar relacionado con el sistema receptor de la hormona lu-
teinizante. Datos muy interesantes, en este 1ltimo sentido han si
do presentados por KETELSLEGERS y cols. (35) mostrando como en la
rata hipofisectomizada inmadura la FSH inyectada es capaz de au—

mentar el niimerc de receptores de LH por teste asi como la sensi-
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bilidad y magnitud de la respuesta esteroidea ".in vitno". Datos
estos que si bien no aclaran el mecanismo directo de la FSH so

bre la respuesta estercidogénica a la LH, si al menos confirma

tambien la dependencia.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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** El procedimientc empleado para aislar cé&lulas
intersticiales de Leydig de rata, cé&lula diana de nuestras -
experiencias, resultd muy efective dada la alta proporcidn -
obtenida de dichas c&lulas, asi comc la escasa contaminacién

de elementos tubulares.

*k Las distintas poblacicnes de células de Ley—
dig aisladas fueron perfectamente viables, como lo demuestra
el hechc dgie la adicidn de hormeonas lutecestimulante y corid-
nica al medic de incubacidn, condujo a un aumento de la pro-

duccidn de testosterona por las c@lulas incubadas.

k& El sistema celular de Leydig-testosterona 1li-
berada, se mostrd extraordinariamente sensible para medir ac
tividad bioldgica de gonadotrofina lutecestimulante humana -
(0,6 mU.T.) existiendo una relacidn dosis-respuesta desde -

0,6 mUU.I. hasta 10,6 mU.I.

*x% La gonadotrofina coridnica humana, mostrd una
mayor actividad bioldgica que la lutecestimulante (1limite de

sensibilidad 0,3 mU.I.).

*k El tiempo de respuesta minimo del sistema a —

las dosis de gonadotrofina testadas fué de 30 a 40 min., no -
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cbteniéndose respuesta estadistica significativa por debajo de es

te tiempo.

*% Asi pues, y basdndose en todc lo antericrmente ex-
puesto, considerando que el sistema es Optimo para el estudio de
actividades bicl&gicas hormonales, asi como para medir efectos -

"in vitno", estimulatorios o inhibitorios.

*w® La adicidn de hormona foliculoestimulante al medio
de incubacidn conteniendo hormona luteinizante, y cé&lulas incre—

mentd la produccidn de testosterona de forma significativa.

% El mencionado incremento se obtuvo a lo largo de -
+todos los diferentes tiempos de incubacidn testados, desde 30 a

180 minutos.

k% Hemos podido demostrar gue el incrementc de activi
dad bioldgica observado en el sistema va unido a la hormona foli-
culoestimulante, cuando al afadir anticuerpo anti-FSH al mismoc ba
jé la produccidn de testosterona, haciéndcse indistinguible de a-

quella obtenida por la hormona luteoestimulante humana aislada.

*% Finalmente, esta actividad de la hormcna foliculc-
estimulante incrementando la produccifn de testosterona LH induci
da, parece de alguna forma ligada al receptor para lo hormcna lu-

5
12 sobre -

teoestimulante comc demcstrd el desplazamiento de LH-I
receptor de hormona lutecestimulante obtenidc de teste de rata, -
cuando se afadié al sistema dosis crecientes de hormona foliculo-

estimulante.
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