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MEMBRANE RECEPTOR ACTIVITY EVALUATION FOR LUTEINIZING HORMONE
AND FOLLICLE STIMULATING HORMONE IN ADULT RAT TESTIS.

The gonadotropins LH and FSH mechanism of action has been established addressed
to a membrane adenylate cyclase stimulation, with a consequent increase of CAMP levels; this
first stimulation step is mediated by the G protein system. According with the general model,
the cyclic nucleotide activates the protein kinase A with a phosphoryl activation-deactivation of
enzymes, that result in the specific cellular response. Recent information related to the
modification of the intracellular calcium concentrations and the activation of the CAMP-
independent protein kinases as second messengers, was reported in correlation with the
gonadotropins stimulatory activity; all this data imply an alternative or additive transductional
information related to the gonadotropins actions. There are also evidences concerning the
Sertoli cells (SC) role in the funcional regulation of the Leydig cells (LC), in which this
relationship is established through biochemical interactions mediated by substances of diverse
nature, as it has been shown by the presence of protein steroidogenic modulator factors in the
conditioned media of primary SC cultures. The main purpose of the project is to explore the
trasductional response of the testicular cells to the presence of gonadotropins, both, through
the classical and the alternative routes, as the first step of an evaluating pathway for the
mechanism of action of the protein steroidogenic modulator factor, considering the possibility of
interactions with different transductional pathways, due to the multiple factor functional
response capacity of the compartimental cells.

The approach to reach these objectives needs the use of special reagents and
techniques: to evaluate the adenylate cyclase activity it is necessary the use of Forskolin and
the cholera and Pertussis toxins, with the quantification of CAMP as second messenger. The
activity of the phospholipase C will be evidenced by the measurement of the inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP3); as the effect of this second messenger is directly related to the calcium
intracelluiar levels, it is important to determine the intracellular concentration of this ion. The
evaluation of the protein kinases activities will be performed by the electrophoretic isolation of
the phosphorylated proteins after the transference of the radioactive phosphate label from ATP.
The protein kinase C role will be evaluated by the phorbol myristate role as an activator. The

sterodogenic response of the correlative cellular lineages will be measured by specific
radioimmunoassays.



EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS RECEPTORES DE MEMBRANA PARA
LHY FSH EN TESTICULO DE RATA ADULTA NORMAL

RESUMEN

El mecanismo de accién de las gonadotropinas LH y FSH ha sido establecido
clasicamente como mediado a través de la estimulacion de la via de la Adenilato Ciclasa, con
un consecuente incremento en los niveles de AMPc, posterior a la primera etapa que depende
del sistema de las proteinas G. De acuerdo al modelo general; los nucledtidos ciclicos activan
a las proteinas cinasas A, la modificacion de la actividad de las enzimas modificadas por
fosforilacion resulta en una respuesta celular especifica. Reciente informacién con respecto a
las modificaciones intracelulares de las concentraciones de calcio y la activacion de proteinas
cinasas no dependientes de AMPc se ha reportado en correlacion a la actividad estimulatoria
de las gonadofropinas, todos estos datos suponen vias alternativas o aditivas en la
transduccion de las sefiales evocadas por las gonadotropinas, sefiales que mas que de
amplificacién de las sefiales, podrian ser de modulacion o ser una alternativa a la via principal
de Ia respuesta de las células blanco. Existen varias evidencias dadas por diversos grupos de
trabajo que indican [a presencia de factores de naturaleza proteica que son secretados por las
células de Sertoli y que regulan la produccion de testosterona de las células de Leydig; dichos
factores pudieran estar modulando la respuesta final en varios pasos que preceden a la
respuesta de la produccién de testosterona; pudiendo modificar la transduccion de la sefial
dada por ofro u otros factores y el equilibrio de los segundos mensajeros infracelulares. En el
caso de las células testiculares, se muestran en este trabajo resultados que indican que existe
la activacidn de mas de una via en la transduccién de la sefial parala LHy FSH.



INTRODUCCION
FISIOLOGIA TESTICULAR

La funcién testicular se encuentra principalmente controlada por el eje hipotalamo-
hipfisis-gonada, en donde el hipotalamo funciona como el centro integrador de fa
informacion que es recibida de la corteza cerebral y que regula o modula la actividad de las
neuronas peptidérgicas hipotalamicas encargadas de la sintesis y secrecion de la hormona
liberadora de gonadofropinas (GnRH), que a su vez es transportada por el sistema porta-
hipofisiario hasta la hipéfisis donde se une a receptores de membrana con alta afinidad en la
superficie celular de los gonadotropos encargados de sintetizar y secretar las gonadotropinas
que viajan por circulacion general hasta encontrar su organo blanco (Wilson y Foster, 1992).
Las gonadotropinas liberadas a circulacion periférica modulan la actividad de sus células
blanco a través de su interaccion con receptores membranales especificos que en forma
general se dice estan ligados al sistema de la Adenilato Ciclasa. Asi, las gonadotropinas
unidas a sus receptores incrementan la actividad enzimatica, y por lo tanto, la concentracion
intracelular de nucleétidos ciclicos, como el 3'5- adenosinmonofosfato ciclico (AMPc), que
actiian como segundos mensajeros, lo que a su vez desencadena cambios en los patrones
de fosforilacion proteica y por tanto, modificaciones en las funciones particulares de cada tipo
celular. La hormona luteinizante (LH) estimula la secrecion de andrbgenos en tanto que la
hormona estimulante de los foliculos (FSH) induce la maduracion y el crecimiento de las
células tubulares. Ef testiculo responde endocrinamente a la llegada de las gonadotropinas
principalmente con la secrecion de testosterona (T), asi como la secrecion de diferentes
péptidos como la inhibina. Estos productos a su vez regulan la secrecion de gonadotropinas
actuando a través de asas largas de retroalimentacion negativa, asi por ejemplo, la T puede
regular a nivel hipotaldmico la liberacion del GnRH y a nivel hipofisiario 1a secrecion de las
gonadotropinas, en tanto que la inhibina solo actua a nivel de la hipdfisis bloqueando la
liberacion de la FSH ( Robertson y cols, 1993), como se muestra en la Figura 1.

El testiculo contiene dos unidades funcionales, un entremallado de tabulos
encargados de la produccion y del transporte de los espermatozoides hasta el conducto
eyaculador y un sistema intersticial que contiene entre ofras, células con la maquinaria
enzimatica necesaria para {a produccion de hormonas de tipo esteroide. Las dos funciones
caracteristicas del testiculo son entonces, por-una parte, la sintesis y secrecién de
androgenos y por otra la espermatogénesis.(Ewing y Keeney, 1993).

En forma un poco mas detallada, en los testiculos de un animal adulto los tubulos
seminiferos estan formados por una gruesa lamina basal que a su vez esta rodeada por 3 o
4 capas de células aplanadas, las cuales estudiadas por microscopia electronica presentan
mucha similitud con ceélulas de musculatura lisa, (células peritubulares CP). Por dentro de la
lamina basal, los tibulos seminiferos se encuentran revestidos por un epitelio estratificado
que contiene al menos dos tipos celulares: células de la linea germinal (CG) y células de
Sertoli (CS). El compartimiento intersticial se encuentra formado principalmente de tejido



conectivo laxo que contiene vasos sanguineos, linfaticos y sanguineos y unas celulas
poligonales que generalmente se encuentran en cumulos asociadas a vasos sanguineos y
que representan aproximadamente el 5% del total celular las llamadas célufas de Leydig

(CL)(Ewing y Keeney, 1993).

vISUAL OLFACTORY PINEAL
STRESS
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§ NEURONS

INHIBIN TESTOSTERONE

Figura 1.

Se muestra las interacciones de los controles por retroalimentacion negativa neural y hormonal, la secrecion
del GnRH de las neurona peptidergicas esta regulado por factores extemos e intemos, que regulan la respuesta final e
intermedia de los diferentes organos blanco y a su vez estos regulan positiva 0 negativamente la actividad a nivel
cerebral 0 sobre la funcion y secrecion de la hipofisis. Tomado de Wilson y Foster 1992

CELULAS DE LEYDIG

Las CL localizadas en el comportamiento intersticial tienen como funcién principal la
esteroidogénesis; por elio representan la porcion endocrina del testiculo, ya que sintetizan y
secretan T. Después del nacimiento, las CL presentan una regresion hasta convertirse en
celulas parecidas a fibroblastos y permanecen en este estado indiferenciado hasta la
pubertad, que implica entre otros fenémenos la aparicion de una estimulacion gonadotropica.
La CL toma el colesterol y lo fransforma en pregnenolona para posteriormente a través de
varios pasos enzimaticos transformaria en T, existen dos rutas metabolicas para la formacion
de la T denominadas A 4 y A 5 en base a la posicion del doble enlace de la mayoria de sus
componentes intermedios. ( Huhtaniemi , 1993). Las CL de rata adulta y en el humano
adulto normal utilizan preferencialmente la ruta de los intermediarios A 4.



Seminiferous tubule

FIGURA 2.

El testiculo contiene dos unidades fundamentales, un entremallado de tbulos encargados de la produccion v el
transporte de los espermatozoides hasta el conducto eyaculador y un sistema intersticial que contiene entre otras,
células con la maquinaria enzimatica necesaria para la produccion de esteroides. Las dos funciones caracteristicas
del testiculo son entonces, por una parte la sintesis y secrecion de andrégenos y por otra la espermatogenesis.

Tomado de Herrera y cols, 1988.
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Figura 3.

La ruta metabolica que la CL utiliza tomando colesterol y transformandolo en pregnenolona para
posteriormente llevarlo hasta testosterona, puede seguir dos vias A 4 y A 5, de acuerdo a la posicion del doble
enlace de la mayoria de sus componentes intermedios. Tomado de Huhtaniemi |, 1993.



Esta demostrado que la LH se une a las CL a fravés de receptores membranales
especificos (Catt y col, 1974), presentando elevadas constantes de afinidad y un nimero
limitado de sitios de union. Estas proteinas receptoras son capaces de incrementar los
niveles intracelulares de AMPc¢, activar la funcion de la proteina cinasa A e incrementar la
tasa de fosforilacion de cuando menos 6 proteinas especificas, que presumiblemente
tendrian un papel importante en la reguiacion de la esteroidogénesis. Se acepta que el
AMPc¢ es el principal factor que media la fransduccion de la sefial evocada por LH, pero
investigaciones recientes han mostrado que ofros tipos de segundos mensajeros pudieran
intervenir en 1a regulacion de las funciones celulares. De igual forma la sintesis de AMPc se
encuentra bajo control dual de proteinas G estimulatorias (Gs), e inhibitorias (Gi), a su vez
controladas por estimulos extracelulares diversos que serian, en ultima instancia,
conjuntamente responsables a nivel gonadal de la estimulacion de las funciones celulares
(Gilman, 1984).
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. Se ha sugerido que el AMPc pudiera ser el mensajero mas importante en respuesta a la las gonadotropinas,
pero sin embargo varias investigaciones sugieren que varias vias conocidas hasta ahora pudieran estar interconectadas

y que en Ultima instancia influir sobre la sintesis de proteinas que pudieran estar implicadas en la regulacion de la via
esteroidogenica. Tomado de Reichert y cols,, 1989.



La accion a nivel fisiologico de las gonadotropinas que regulan al testiculo ha sido
ampliamente estudiada asi, la LH estimula la sintesis de andrégenos en CL del testiculo de
rata, generalmente del resultado de la activacion del receptor para la LH y la formacion de
AMPc (Dufau, 1988). La mejor evidencia del papel de la via de AMPc es la capacidad
exhibida de los analogos de AMPc para estimular la secrecion de androgenos, asi como
también el generar incrementos en andrégenos cuando la Adenilato Ciclasa es activada
tanto por la toxina de Colera (Dufau, 1975) como por la forskolina (Moger y Anawker, 1983),
pero el papel del AMPc como Unico mensajero ha cambiado, basandose en la incapacidad
para detectar incrementos en los niveles de AMPc en respuesta a bajas concentraciones de
LH, no obstante que estas concentraciones sean claramente efectivas para incrementar la
secrecion de androgenos (Choi y Cooke, 1991).

CELULAS PERITUBULARES

Se cree que las CP son las responsables de la estabilidad estructural y de las
confracciones ritmicas que se observan en el tibulo seminifero, ademas son las
responsables de la formacién del primer paso limitante de la barrera hemato-testicular
(Fawcett, 1989). En el caso del humano, el complejo peritubular se extiende desde la lamina
basal del tubulo hacia el tejido circundante y consiste de dos capas de colagenas y células
mioides enfre las cuales pueden encontrarse capas delgadas de miofibrillas y material
semejante al de la l1dmina basal. En casos de infertilidad masculina se ha observado cierta
desorganizacion de la estructura peritubular, detectable mediante cortes histoldgicos
seriados,(Dekretser y cols, 1975). aunque esto no se ha establecido como una causa segura
de infertilidad.

CELULAS DE SERTOLI

Las CS son al principio de la vida de los mamiferos, células cilindricas que se
extienden desde la lamina basal hasta la superficie luminal, pero una vez que se establece la
pubertad, las CS emiten una serie de prolongaciones citoplasmicas apicales y laterales
generando interdigitaciones y terminando por el establecimiento de uniones estrechas entre
CS vecinas. Presentan un nucleo oval y surcado localizado generalmente en la parte basal
de la célula, el cual contiene un gran nucleolo, también presentan gran cantidad de reticulo
endoplasmico liso y reticulo endoplasmico rugoso, asi como de lisosomas seguramente
relacionados con su funcién fogocitaria. El citoplasma de las CS se encuentra polarizado,
localizandose la mayor parte de los organelos en la porcion basal. Las funciones principales
de las CS son: el soporte estructural del epitelio seminifero, la formacion de la barrera
hemato-testicular y la secrecion de mdltiples factores de importancia tanto en la regulacion y

nutricion de las CG, como en la regulacion paracrina de otros componentes testiculares.
(Skinner 1991)



La barrera hemato-testicular tiene como funciéon el mantenimiento de un gradiente
adecuado de iones, moléculas pequefias y proteinas entre la sangre y el fluido tubular; estas
uniones estrechas entre las CS, dividen al epitelio germinal en el compartimiento basal que
contiene a las espermatogonias y la zona proximal de las CS y el compartimiento adluminal
en el que se encuentran los espermatocitos, las espermatidas y los espermatozoides; cada
compartimiento tiene un microambiente Unico y necesario para que se desarrolle la
espermatogénesis. Las CS secretan una gran cantidad de componentes que mantienen un
microambiente adecuado para la espermatogénesis y que proveen un mecanismo de
sefializacion entre los distintos tipos celulares que componen el testiculo. Aproximadamente
300 proteinas se han detectado que son secretadas por las CS, muchas de eltas son tejido
especificas y algunas otras son componentes también del suero ( Skinner 1991).

Como ya se ha mencionado, las CS son el principal elemento secretor del tibulo
seminifero y proveen enfre ofras cosas, elementos nufritivos necesarios para las CG en
transformacion (Sharpe y cols, 1992); dentro de los muitiples compuestos que secretan
algunos pueden formar parte del liquido seminal, tal es el caso de algunos oligopeptidos,
esteroides y proteinas, dentro de estas ultimas la primera identificada como producto de
secrecion de las CS es la proteina unidora de andrégenos (ABP) (Wayne, 1988); el 80% de
la ABP es secretada hacia el lumen del tubulo seminifero y sélo un 20% hacia la sangre,
mostrandose asi una secrecién polarizada de esta proteina. La funcion de la ABP fuera del
tubulo no es del todo clara pero se cree que une a la T que llega del compartimiento
intersticial y la transporta hacia el tibulo manteniendo concentraciones de andrégenos
caracteristicamente elevadas, necesarias para la maduracion y diferenciacion de las CG. Se
ha demostrado que el higado de animales inmaduros pueden sintetizar proteinas unidoras
de esteroides muy parecidas a la ABP, pero cuando se hace una caracterizacién mas fina de
estas proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodesil sulfato de sodio
(PAGE-SDS) se muestra que son proteinas diferentes. Ademas de las proteinas especificas
como la ABP o la inhibina, las CS secretan varias proteinas que han sido previamente
identificadas en suero o que son sintetizadas por otros tipos celulares tales como la
transferrina, ceruloplasmina, activador de plasminégeno y ofras (Sharpe y cols, 1992).

Esta sintesis y secrecion de las CS puede ser diferencial en cuanto a
concentraciones, de forma tal que un componente sea secretado en bajas concentraciones
no quiere decir de ninglin modo que su funcion no sea importante; de hecho, esta secrecion
diferencial puede ayudar a explicar las funciones de los diferentes productos secretados con
respecto a sus niveles de produccion. Los péptidos o proteinas secretadas en bajas
concentraciones pueden estar involucradas preferentemente en acciones locales de tipo
paracrino o autocrino, mientras que los productos secretados en cantidades mayores pueden
actuar a mayores distancias como parte de la regulacién endocrina (Sharpe y cols, 1992).

Por la informacion antes presentada, se puede definir que la funcién testicular en
general esta regulada por varios factores Intra y extratesticulares, sin embargo, la naturaleza
y el mecanismo de accion de los elementos responsables de modular las funciones



testiculares endocrinas y reproductivas, aun no son bien conocidos, debiendose dirigir las
investigaciones a fratar de resolver los interrogantes existentes. Dentro de esta variedad de
elementos requladores cabe profundizar sobre los mecanismos de accion, principalmente de
las hormonas hipofisiarias, como ejemplo de los elementas de control extratesticular (Mather
y cols., 1983; Rommerts y cols. 1987). Como fue mencionado, la secrecidn hipofisiaria de las
gonadotropinas depende directamente de la estimulacion de la hormona liberadora
hipotalamica sobre los gonadotropos y la cantidad de ésta secrecion al sistema, depende de
sefiales reguladoras recibidas en sitios especificos tanto a nivel hipotalamico en nucleo
supradptico, como locaimente en 1a hipofisis, a modo de un mecanismo de retroalimentacién
negativa con hormonas esteroides y a otros factores relacionados como la inhibina
(Robertson y cols, 1993).

Para explicar la regulacion testicular por factores infra y extra gonadales, habria que
considerar que existen fres estrategias generales para la comunicacion entre células 1)
comunicacion a distancia mediante moléculas secretadas, 2) comunicacion por contacto
mediante moléculas unidas a la membrana plasmatica y 3) comunicacién por contacto a
través de uniones gap. Aqui solo consideraremos la primera forma en donde la célula blanco
posee, en su membrana, proteinas que reconocen e interaccionan especificamente con la
molécula mensaje. Este tipo de comunicacion es también denominada comunicacion
quimica. La serie de fenébmenos que se desarrollan en la célula blanco desde la union
hormona-receptor hasta el efecto final constituye la accion hormonal, que puede ser dividida
en dos etapas fundamentales: 1.- la transduccion de la sefial, que comprende desde [a union
hormona-receptor hasta la generacion de los mensajeros intracelulares y 2.- 1a propagacion
de la sefial que se inicia con la generacion de los segundos mensajeros y que culmina con fa
respuesta final de la célula blanco (Eberhard y Holz, 1988).

TRANSDUCCION DE SENALES

En los Gltimos afios se han realizado avances importantes en la comprension de los
fenomenos de la comunicacion celular, pero falta definir con mucho mayor precisiéon las
bases moleculares de la comunicacion quimica. Entre los sistemas de transduccion que se
conocen en la actualidad, se destacan tres: el de la Adenilato Ciclasa, el de la GMPc
fosfodiesterasa y el sistema de los fosfoinositidos-Calcio (IPs -Ca?*). En los tres casos el
receptor de la membrana se halla relacionado funcionalmente al sistema transductor por un
sistema de varias proteinas membranales capaces de unir nucleétidos de guanina.

Las moléculas mensaje o también llamadas de sefializacion, como las hormonas-
proteicas, se unen a proteinas receptoras especificas existentes en la superficie membranal
externa de las células sobre las que actian. Estos receptores, unen al ligando externo con
gran afinidad y fransforman este acontecimiento en una sefial infracelular que modifica las
funciones celulares (Reichert y Dattatreyamurty, 1989). Utilizando ligandos marcados ya sea
con atomos radiactivos, con colorantes fluorescentes o con moléculas electrodensas como la



ferritina, es posible estudiar el numero, distribucion y propiedades de los receptores en la
superficie celular, asi como también seguir el destino de los complejos ligando-receptor
después de la union. De esta forma se ha demostrado que el numero de receptores por
célula para un ligando especifico puede variar desde 500 hasta 10,000 y que la distribucion
inicial de esos receptores puede ser difusa o bien estar localizada en regiones determinadas
de la membrana (Andreoli y cols., 1987). Al parecer, la gran mayoria de los receptores que
unen moléculas de sefializacion tienen un cambio conformacional cuando se unen al ligando
en el exterior de la célula, este cambio conduce a la formacion de una sefial inramembranal
que finalmente activa o inhibe a una enzima ligada a fa membrana por ejemplo la Adenilato
Ciclasa, misma que cataliza del lado citoplasmico de la membrana la sintesis del segundo
mensajero AMPc; que a su vez desencadena una serie de eventos de activacion enzimatica.
Algunos de los receptores de la superficie celular al unirse a su ligando especifico pueden
también abrir o cerrar directamente canales ibnicos lo cual genera una sefial de alguno de
estos dos mecanismos: 1.- provocando un flujo reducido y transitorio de iones, que altera
brevemente el voltaje a través de la membrana o 2.- mediante un importante flujo de iones
desde o hacia el citosol (Alberts y cols. 1989).

Stimulations et désensibilisations par la FSH des cellules de Sertoli
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Figura 5.

Componentes de la via de transduccion de la sefial evocada por FSH para las CS, donde se ven los
componentes en la cascada de la sefal. Tomado de V Laurent-Cadoret y Guillou, 1995.

Los receptores de membrana activados no estimulan directamente la Adenilato
Ciclasa sino que ambos estan acoplados a través de un tercer tipo de proteinas de
membrana, aquellas que unen nucledtidos de guanosina como GTP llamadas en conjunto
proteinas G. La activacion de estas proteinas por los receptores debe persistir tinicamente
mientras se halla presente el ligando para que las células sean capaces de responder a los



cambios de los niveles hormonales externos. Este tipo de respuesta esta asegurado porque
el sistema de las proteinas G tienen actividad de una GTPasa que se autoinactiva al
hidrolizar el GTP unido, formando GDP y Pi. Si se utilizan anélogos de GTP en los que el
fosfato terminal no pueda ser hidrolizado, la activacion de la Adenilato Ciclasa se incrementa
y prolonga notablemente (Alberts y cols., 1989). La sintesis de AMPc se encuentra bajo un
control dual de proteina G estimulatorias (Gs) e inhibitorias (Gi), las que a su vez son
confroladas por estimulos extracelulares diversos, que serian en ultima instancia,
conjuntamente responsables a nivel gonadal de la estimulacion de las funciones celulares
(Gilman, 1984).

El estudio detallado de estos fendmenos intramembranales ha sido posible con el
uso de "reactivos” especiales como la toxina de colera ( TC ) que cataliza la transferencia de
ADP-ribosa, desde el NAD* hasta la proteina G alterandola de tal modo que ya no puede
hidrolizar el GTP que lleva unido. Esto significa que cuando la Adenilato Ciclasa ha sido
activada por el complejo hormona-receptor y con la proteina G modificada de esta forma por
la toxina de colera, permanece irreversiblemente en estado activo, es decir, la toxina de
colera se une a las proteinas G estimulatorias (Dattatreyamurty y cols., 1986). De manera
analoga, la toxina de pertusis ( TP ) actia a nivel de las proteina G inhibitorias manteniendo
el sistema permanentemente inhibido. De esta manera, con sistemas activadores o
inhibidores se propone que se regula la respuesta hormonal en un gran numero de tejidos
(Warrent, 1989). Otro de estos "reactivos” especiales, la forscolina, estimula directamente la
actividad de la Adenilato Ciclasa, adelantandose a los pasos de la formacion del complejo
hormona receptor y de la activacion de proteinas Gs (Kew y cols., 1986). Asi este modelo de
transduccidn de informacion se ha explorado en un gran numero de células que responden a
un estimulo extracelular, aunque en el caso del testiculo se tiene poca informacion al
respecto.

SISTEMA DEPENDIENTE DE LA ADENILATO CICLASA.

La Adenilato Ciclasa es la encargada de catalizar la formacion del AMPc, como el
mas importante segundo mensajero intracelular en casi todas las células animales. Muchos
de los efectos bioquimicos y fisiologicos son mediados a través proteina cinasas
dependientes de AMPc; ademas el AMPc puede directamente modular la activacion de
algunos canales ionicos. EI AMPc participa en una gran variedad de procesos fisioldgicos a
nivel bioquimico incluyendo el metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas y 4cidos
nucleicos. Ahora, si bien es cierto que la Adenilato Ciclasa puede regular la activacién o la
inhibicion de receptores acoplados a su subunidad catalitica a través de las proteinas G, el
calcio intracelular tambien modula la actividad de la Adenilato Ciclasa en diversos tejidos y
son justamente las Adenilato Ciclasas sensibles a calcio las que proveen del mecanismo
llamado “cross-talk” o entrecruzamiento de vias entre los sistemas de transduccion del calcio
y el del AMPc (Rodbell y cols; 1983). Ademas la Adenilato Ciclasa puede ser también
regulada por la PKC, PKA y CAM- cinasas. Evidencias recientes también sugieren que
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muchos 6rganos pueden expresar Adenilato Ciclasas sensibles a voltaje (Katada y cols;
1987). En muchos casos la Adenilato Ciclasa puede funcionar como un componente
integrador de la sefial y responder sinergicamente a maltiples sefiales intracelulares y
extracelulares.
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Figura 6.

La adenilato ciclasa puede regular la activacion o la inhibicion de los receptores acoplados a su subunidad
catalitica a través del sistema de proteinas G, el calcio intracelular también puede regular la activacion de otros sistemas
implicados en las respuestas finales de cada tipo celular. Tomado de Hofman y cols 1990.

Como se menciono la activacion de la Adenilato Ciclasa es a través de la activacion
de receptores por mensajeros extracelulares como hormonas o neurotransmisores y requiere
de la participacion de GTP ya que es mediada por las proteinas unidoras de GTP. Cassel y
Selinger (1986) originaimente proponen que el sistema de Adenilato Ciclasa que se
encuentra en forma inactiva y que la actividad de GTPasa del complejo de proteinas G es la
que activa a la enzima. Los receptores que unen ligandos estimuladores estan acoplados a
la Adenilato Ciclasa a través de proteinas Gs, que consisten de una subunidad o que une
GTP y un complejo By el cual se disocia de la subunidad o cuando ésta lleva unido al GTP.
La afinidad del GDP ligado a la subunidad « es ampliamente incrementada cuando el
complejo By esta asociado con la subunidad o. EI complejo By inhibe la actividad
estimulatoria de la Gsa. y la hidrolisis del GTP unido; ademas recientes investigaciones
sugieren que los diferentes componentes de las proteinas G, pueden modular la activacion o
la inhibicion de algunos tipos de Adenilato Ciclasa como se indica en la figura del cross
talking ademas de que la actividad de esta enzima puede ser regulada por otras proteinas
clave en las vias de transduccion a través del entrecruzamiento de las vias de transduccion
(Jacobowitz y cols, 1993; Katada y cols, 1987; Rodbell y cols, 1983).
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Una comparacion de la sensibilidad de los diferentes tipos de Adenilato Ciclasa hacia
el complejo Py indican que estas enzimas son diferencialmente reguladas. Por ejemplo, la
Adenilato Ciclasa tipo 1 es inhibida por By mientras que el tipo Il y IV son estimuladas y la
tipo | puede ser estimulada por el complejo Gsa 0 por CAM.

Los receptores para los que el AMPc es el mensajero intracelular actuan modificando
la actividad de proteina cinasas, que por medio de fosforilacion especifica activan o inactivan
determinadas enzimas. Entre las enzimas que se activan esta la fosfodiesterasa que
disminuye los niveles activos de AMPc con consecuencias aparentemente contradictorias,
sin embargo, es necesaria la degradacion rapida y continua de cualquier mediador
infracelular para poder obtener un rapido incremento o una pronta disminucién de la
concentracién de un determinado metabolito y de esta manera regular esa funcién que
pudiera ser reconocida como la respuesta celular especifica (Andreoli y cols., 1987).

SISTEMA DEPENDIENTE DE FOSFOINOSITOLES-CALCIO

Es ampliamente aceptado que muchas hormonas de naturaleza proteica pueden
gjercer sus efectos biologicos a través de la estimulacion de |a hidrolisis de fosfatidilinositol
4,5 bifosfato (PIP2), que produce inositol trifosfato (IP3), encargado entre ofras cosas de la
movilizacion del calcio a partir de sus fuentes intracelulares y/o de la modificacion de los
flujos transmembranales, ademas diacilglicerol (DAG), que activa a fa Proteina Cinasa C (
PKC )(Berridge, 1987). Existen evidencias indirectas de que la Fosfolipasa C ( PLC ) que
cataliza la hidrolisis del PIP; esta regulada por una proteina especifica que une nucledtidos
de guanosina (Proteina G), activada a su vez por la estimulacién a nivel membranal (Exon y
cols, 1991). Ofras variables que afectan la actividad celular incluyen la formacion de
complejos de Calcio-Calmodulina y la unién de una gran variedad de factores de naturaleza
hormonal que cuentan con receptores especificos de membrana, tales como algunos
factores de crecimiento (Hall y Freneh, 1990).
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Cross-talk o entrecruzamiento de vias entre los sistemas de transduccion de caicio y AMPc . La adenilato
ciclas puede regular la activacion o la inhibicion de receptores acoplados al sistema de proteinas G y son justamente las
ciclasas sensibles a calcio las que proveen del entrecruzamiento, ademas de estar reguladas por PKC, PKA y CAM.
Tomado de rodbell y cols 1983.

Existen a la fecha dos grandes modelos para explicar las oscilaciones en las
concentraciones de calcio, divididos a su vez cada uno en dos submodelos (Berridge y
Galione, 1987). Un primer modelo pretende explicar las oscilaciones en las concentraciones
del ion por la formacién permanente del IPs, sugiriendo que el receptor controla las
oscilaciones y el segundo propone que las oscilaciones se deben a la presencia constante
del segundo mensajero.

Los submodelos se refieren al mecanismo de regulacion (retroalimentacion positiva o
negativa). El modelo de! oscilador controlado por el receptor, en su modo controlado por
refroalimentacion negativa, postula que una vez iniciada la activacion de! receptor se
generan por activacion de la PLC los segundos mensajeros: IP3 y DAG; este ultimo a su vez
activa a la PKC la cual fosforila reversiblemente a la proteina G responsable de la
estimulacion de la PLC, lo que inhibiria fa formacion de los sequndos mensajeros. Este
mismo modelo pero operando por retroalimentacion positiva, sugiere que el agonista produce
un incremento inicial de IP3. Este mecanismo se autolimita cuando la sefial de calcio declina
por salida del ion en el reticulo endoplasmico y otros resevorios como (a mitocondria.

El modelo de oscilador controlado por el segundo mensajero a fravés de un
mecanismo de retroalimentacion negativa propone que la accion del IPs libera el calcio para
iniciar las oscilaciones; el incremento progresivo origina [a inhibicién de su propia liberacion.
Esta inhibicién se suspende cuando el calcio es recapturado y enviado a los reservorios
internos, permitiendo que el IPs inicie la oscilacion. Cuando opera por mecanismo de
retroalimentacion positiva, se propone que el caicio iInduce su propia liberacion. El IPs libera
al calcio de los reservorios sensibles a IP;, este incremento inicial es el estimulo para la
liberacion del ion de reservorios no sensibles a IP3, ademas de que la entrada simultanea de
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calcio exterior a la célula es un evento que colabora a incrementar las concentraciones
citosolicas del ion. E! aumento gradual de [as concentraciones de caicio precede a la
iniciacion de las ondas. Posteriormente, ocurre la captura del calcio por los reservorios
citosolicos y el descenso en su concentracion representa el estimulo para su liberacion.

Por ofro lado, al utilizar concentraciones elevadas de caicio en forma intermitente
disminuye el tiempo y el &rea de exposicion a los efectos toxicos del ion y se concilian dos
eventos: la inevitable elevacion de las concentraciones del ion por estimulo hormonal y la
necesidad de mantener bajas las concentraciones de calcio durante la mayor parte del
tiempo para la proteccion de la célula. El hecho de que las ondas de calcio tengan una
orientacion espacial, inmediatamente sugiere que debe de existir una compleja estructura
celular que permita esta forma de autopropagacion. Probablemente esta orientacion
espacial tenga importancia en la regulacion de ciertas funciones metabolicas asimétricas de
fa célula. (Rooney y cols, 1990).

Cuando las oscilaciones en las concentraciones de calcio son consecuencia del
estimulo de agentes movilizadores de calcio (hormonas, neurotransmisores, factores de
crecimiento) es decir, de agentes que actlian a través del sistema IP3/ Ca?* la deteccion de
las ondas de calcio citosolico puede hacerse a través de metodos directos como la
colocacion de un microelectrodo o con sustancias fluorescentes como el quelante Fura 2 AM
y la proteina Aquorina, o bien, con métodos indirectos, en donde se registran eventos
celulares dependientes de calcio (Bemridge y Galione, 1987).

Mucha de la informacion disponible a nivel fisioldgico sobre la biosintesis de
hormonas esteroides y su control por gonadotropinas y otros reguladores de fa funcién del
testiculo, son eventos que se conocen con detalle, pero los eventos que siguen a la
ocupacion del receptor no son del todo claros. El papel del AMPc en la biosintesis de
esteroides es claramente aceptado, sin embargo existen evidencias que indican que sumado
al efecto del AMPc, se encuentran cambios en las concentraciones de caicio, que son

resultado de alteraciones en el metabolismo de los fosfatos de inositol (Peter y cols; 1989).

MECANISMO DE ACCION DE LA LH

Nizhizuka y cols (1986) sugieren la posibilidad de que la LH puede estimular la
formacion de segundos mensajeros por dos vias que aparentemente son independientes,
uno a través de la activacién de la Adenilato Ciclasa y la otra es la de la hidrélisis de los
inositoles fosfato, por ejemplo, células de la granulosa fratadas con la gonadotropina
incrementan la incorporacion de *2PO4 y *H Inositol dentro de los fosfoinositidos (Davis y

cols, 1992), la gonadotropina es capaz de incrementar fa acumulacién de los inositoles
fosfato.
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Estos estudios indican que en células de la granulosa la LH, pero no la FSH , GnRH
o AMPc, estimulan la acumulacion de los inositoles fosfato (IP). Concentraciones de 0.01pg
LH/ ml. sélo incrementan al IP;, que aparentemente podria ser mas sensible a la
estimulacién con LH, es decir, a concentraciones de 0.01.g solo se incrementa la
acumulacion de IP; . Estos hallazgos son consistentes con estudios que sugieren que
justamente el IP: puede ser el segundo mensajero presente en las células de la granulosa,
posiblemente actuando en la movilizacion del Ca2*, ademas de sugerirse que el calcio esta
involucrado en la esteroidogénesis de la célula de la granulosa.

Es generalmente aceptado que el IPs es el resultado fisiologico de la hidrolisis del IP;
o fosfatidilinositoles ( IP )(Wilson y cols, 1985). Se asume que en el caso del ovario, los
relativamente altos IP radiomarcados después de la estimulacion con LH sugieren dos
posibilidades: 1) Que la acumulacion de IP puede ser un reflejo de la acumulacion de IP2 e
indirectamente del IP3 6 2) Que la generacion de IP puede ser un indicador de la generacion
de DAG con la concomitante produccion de [Ps.  Se puede argumentar que la estimulacion
del metabolismo de los fosfoinositoles por parte de la LH, puede resultar en la generacion de
dos segundos mensajeros ( DAG e IP3 ) que pueden variar cuantitativamente y
temporalmente. Estos estudios son consistentes con la hipétesis de que la LH en algunos
érganos blanco puede actuar por otros mecanismos diferentes a los de la via de activacion
de la Adenitato Ciclasa . '

Ademas se ha demostrado que el IP; es fosforilado por una cinasa para formar
inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato (IPs), el cual se ha involucrado en la entrada de calcio a la
célula. El calcio asi liberado es un factor de acoplamiento muy importante que activa
multiples enzimas y proteinas cinasas en forma directa o0 a través del complejo calcio-
calmodulina.(Peter y cols; 1989)

No obstante la reciente y creciente informacion respecto a que las hormonas
gonadotropicas pueden inducir la activacién de la FLC haciendo asi, que emerjan como un
nuevo al menos y el mejor mecanismo, segun algunos autores, de formacion de segundos
mensajeros por la accion hormonal. Otros grupos de investigacion han postulado que: las
hormonas que utilizan al AMPc como el mediador intracelular, parecen no incrementar los
niveles de los segundos mensajeros producto de fa hidrélisis del PIP; o la movilizacion de
calcio.( Berridge y cols, 1987, Nekhal y cols, 1984, Monaco y cols, 1988).

El AMPc es reconocido como el segundo mensajero de la accion de muchas
hormonas, pero ofros estudios han demostrado que el calcio puede modular la accién
estimulatoria de la LH y la sintesis de AMPc y de progesterona. Los requerimientos de calcio
para la accion de la LH sobre la estimulacion de la esteroidogénesis ya han sido
establecidos, pero lo que no se conoce es la forma en que la LH modula los niveles del
Calcio. En el presente trabajo se ha tratado de examinar el efecto de la LH sobre el
metabolismo de los inositoles fosfato en células testiculares aisladas. Ademas se ha tratado
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de correlacionar el incremento en IP3 por la accion estimulatoria de la LH con incrementos en
los niveles de Calcio determinado por fluorescencia con Fura 2AM.

MECANISMO DE ACCION DE LA FSH

La FSH juega un papel central en la regulacion de las CS y el mantenimiento de su
funcion normal en animales adultos. La unién de FSH a su receptor especifico activa el
sistema de Adenilato Ciclasa provocando que se activen proteina cinasas dependientes de
AMPc¢, desencadenando una cascada de eventos de fosforilacion proteica (Kew y cols.,
1986). Posiblemente al igual que en el caso de la regulacion de las CL, la activacion de la
Adenilato Ciclasa de la CS esta mediada por proteinas Gs y Gi, asi resulta estimulada tanto
la actividad de la RNA Polimerasa como la sintesis de la proteina unidora de androgenos
(ABP) y de transferrina (Nekhia, 1984; Skinner, 1991; Wright, 1983; Papadopoulos, 1986).

La FSH induce la acumulacién de AMPc y contiene proteinas G en sus membranas,
que posiblemente pudieran activar canales de calcio directamente o indirectamente de la
fosforilacion de sus proteinas via la subunidad catalitica de la PKA dependiente de AMPc.

MECANISMO PARACRINOS DE REGULACION DE LA FUNCION
TESTICULAR

Existen evidencias cada vez mas concluyentes de que la regulacion sutil de las
funciones testiculares puede ocurrir en forma local a través de interacciones de tipo
paracrino y autocrino, mismas que involucran tanto contactos intercelulares, como también
interacciones mediadas a través de factores de naturaleza diversa (Saez, 1987; Skinner,
1991). De esta forma, las hormonas hipofisiarias proporcionarian el estimulo basal del cual
dependen, en primera instancia, el funcionamiento testicular, mientras que la regulacién fina
del tiempo y de la intensidad de la respuesta de cada una de las estirpes celulares depende
de las complejas interacciones inter e intracompartimentales (Skinner, 1991). Es
ampliamente conocido y aceptado, que las CL son capaces de modular la actividad funcional
de las CS a través de la produccién de testosterona, la cual es captada en la CS por
receptores especificos (Saez y Perrard-Sapori, 1987). De igual manera, aunque por un
mecanismo diferente se ha propuesto que las CS pueden regular la funcién de las CL, esta
idea se ha probado parcialmente al haberse descrito la actividad de un factor que regula la
via esteroidogénica de las CL, producido en los tubulos seminiferos en cultivos primarios en
periodos cortos de incubacion y presente en los medios de cultivo de CS, éste factor o

factores parecen modular la sintesis de testosterona (Papadopoulos, 1986, Herrera y cols,
1996).

Originalmente se habia establecido que la estimulacion del receptor de la FSH
presente en la superficie membranal de las CS resultaba en la activacion de la Adenilato
Ciclasa y la formacion de AMPc, pero méas recientemente, se ha mostrado que la FSH puede
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inducir incrementos en los niveles de calcio intracelular en CS de rata pero el significado
fisiologico de tales eventos no esta del todo claro (Gorczynska y Handesmal, 1991). Muchos
de los eventos regulatorios en CS estan asociados con incrementos en los niveles de Calcio
intracelular, pero no de las concentraciones de AMPc, o de la activacidon de proteinas
cinasas dependientes de AMPc; tales eventos estan intimamente involucrados en la
expresion bioguimica de la FSH, sugiriendo que posiblemente modificaciones en los niveles
de Calcio, IP; y DAG puede ser un mecanismo alternativo al sistema de transduccion
principal 0 un mecanismo de modulacion y/o amplificacion de la sefial dada por la FSH en
células testiculares.

Por ofro lado, se han dado evidencias de que las CS juegan un papel importante en
el desarrollo y la regulacién de las CL, a través de interacciones bioquimicas complejas
establecidas entre ellas (Skinner, 1991). Se presume que dichas interacciones son
mediadas por varias proteinas que son secretadas por las CS y que éstas proteinas varian
en tipo y/o cantidad, de acuerdo a la también estrecha relacion que las CS tienen con las CG
asociadas (Parvinen,1982).
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Figura 9.

Se muestran los posibles mediadires de los diversos compartimentos del testiculo, particularmente se ha
reportado la existencia de un factor modulador que inhibe la produccion de Testosterona en CL in vitro, bloqueando
parcialmente la conversion de precursores C 21 en androgenos, y la caracterizacion parcial de dicho factor indica que es
de naturaleza proteica con un peso molecular aproximado de 21 Kda. Tomado de Herrera y cols, 1996.
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Se ha reportado la existencia de un factor que inhibe fa produccion de T in vitro; este
factor parece estimular la via esteroidogénica, bioqueando en forma parcial la conversion de
precursores C21 en andrégenos (Syed y cols, 1988). Ofros estudios apoyan la existencia de
un factor inhibidor de T, presente en medios condicionados de CS de rata adulta normal
incubadas hasta por periodos de 48 horas (Herrera y cols, 1996) y la caracterizacion parcial
de dicho factor indica que es de naturaleza proteica con un peso molecular aproximado de 2|
KDa. Ademas existen evidencias dadas por otros grupo de investigacion que indican, que
factores secretados al medio de cultivo por las CS pueden ejercer su accién sobre la funcién
de la CL, demostrandose la existencia de al menos dos sustancias proteicas: un factor que
aparentemente puede incrementar la sintesis de T y 17 B- estradiol (Papadopoulos y cols,
1986) y otro que inhibe la esteroidogénesis "in vitro" (Welsh y cols, 1985; Syed y cols, 1988).

La aparente incongruencia respecto de la localizacion de factores modificadores de la
esteroidogénesis de las CL y mas aun de sus efectos, se debe en parte, a que la mayoria de
los trabajos "in vitro" se han realizado en células testiculares de animales jovenes (15-18
dias de edad), en razon de que: las caracteristicas morfolégicas, sobre todo en los tubulos
seminiferos que carecen de células en las diversas etapas de la espermatogénesis y
consecuentemente, contando con la posibilidad de que sus cambios bioquimicos sean mas
‘sencillos’ y por ende mejor conocidos en esta edad (Castellon y cols, 1989; Jegou, 1991).
La mayoria de las conclusiones generadas de los resultados obtenidos en tales
experimentos, son generalmente extrapolados a los animales adultos (> 3 meses).

Uno de los mejores campos de investigacién bioquimica lo constituyen los
descubrimientos de como las células son capaces de detectar y de responder a la llegada de
un estimulo especifico con una extraordinaria diversidad de eventos bioquimicos particulares.
En el caso del testiculo estos estimulos incluyen a las gonadotropinas, neurotransmisores y
factores de crecimiento, ademas de factores paracrinos y autocrinos. ademas de poder
extender la lista a muchos otros. Sin embargo las células emplean mecanismos complejos,
pero a su vez semejantes para responder a tales eventos. La respuesta a varios estimulos
simultaneos es posiblemente mediada por la activacion de mdltiples vias de sefializacion
independientes. La disponibilidad de nuevas técnicas y reactivos han ayudado a la
‘diseccion’ de los eventos moleculares relacionados con la transduccion de las sefiales
desde la membrana al citosol y posteriormente hasta los efectores nucleares. La
investigacion de las vias de sefalizacion ha revelado la complejidad y diversidad de los
mecanismos empleados por las células para regular su metabolismo, morfologia y la
expresion de sus genes. Las técnicas recientemente desarrolladas reflejan el interés de

multiples grupos de trabajo para poder entender las posibles de conexiones de las vias
dadas para las glucoproteinas.
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El objetivo del presente trabajo fue el tratar de establecer las caracteristicas de los
mecanismos en la transduccion de sefiales de las gonadotropinas en células testiculares (CL
y CS) obtenidas de animales adultos normales, para posteriormente probar el posible
mecanismo de accion del factor inhibidor de naturaleza proteica (21 000 Da) que es
secretado por las CS y que regula la funcion de las CL, en cuanto a la produccion de
Testosterona (T) (Herrera y cols, 1996).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha sefialado, el AMPc parece ser el segundo mensajero en la transduccion de
sefiales dadas por glucoproteinas, pero ademas del control del AMPc para la accion de la
gonadotropinas y de ofros factores autocrinos o paracrinos de naturaleza proteica, podrian
estar presentes otros mediadores intracelulares regulando la transduccion de la sefial.
Ejemplos de esta modulacion han sido descritos recientemente para hormonas como el
glucagon, cuyo mecanismo de accion habia sido ampliamente aceptado como hormona
mediada Unicamente por AMPc, sin considerarse de ningun modo la participacion de otros
mensajeros como Ca2*, IP3 0 DAG, de tal modo que cada una de las vias en la transduccion de
sefiales era considerada por separado y sin ningun punto de conexion entre ellas.

Por otra parte, una de las funciones mas importantes de las CS es la regulacion que
tienen sobre la funcién esteroidogénica de las CL por medio de factores que son secretados y
que han sido detectados en los medios de cultivo. En linea con lo anterior, se ha demostrado
que mucho de esos factores son de naturaleza proteica y su mecanismo de accion debe estar
relacionado con algin o algunos de los mecanismos de transduccion antes descritos.

En consecuencia, el eje central del presente protocolo lo constituyd el estudio de la
transduccion de la sefal de las gonadotropinas a partir de células testiculares de animales
adultos, asi como los mecanismos bioquimicos involucrados en ello. Todo ello es de gran
relevancia como base para la evaluacion del mecanismo de accion que pudieran tener los
factores paracrinos y/o autocrinos que regulan las funciones de las CSy CL.

HIPOTESIS

Dentro de la via de transduccion de la sefial evocada por las gonadotropinas, existe un
entrecruzamiento de sus vias de sefializacion y se requiere de la participacion de mas de un
mediador intracelular como AMPc, caicio, inositoles fosfato, para obtener una respuesta
determinada cualitativa y cuantitativamente.

20



OBJETIVO GENERAL

EVALUAR LAS CARACTERISTICAS DE UNION ESPECIFICAS DE LAS
GONADOTROPINAS EN LA SUPERFICIE CELULAR DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS
EN CS Y CL, ASI COMO DETECTAR EL MECANISMO DE TRANSDUCCION DE LA
SENAL DEL COMPLEJO HORMONA RECEPTOR DESPUES DE SU FORMACION, EN
BASE AL MODELO ESTABLECIDO QUE INVOLUCRA AL SISTEMA DE PROTEINAS G.

OBJETIVOS PARTICULARES

1-

Determinar la capacidad de union, constantes de afinidad y constantes de disociacion
del ligando al receptor de la superficie celular, para las fracciones enriquecidas de las CS
y CL obtenidas de animales adultos normales.

Establecer los mecanismos celulares por los cuales las gonadotropinas regulan la
respuesta de las CS y las CL.

Evaluar la activacién de la Adenilato Ciclasa y la Fosfolipasa C como resultado de la
estimulacion por gonadotropinas.

Demostrar la actividad de proteina cinasas.

Establecer un patron electroforetico de las proteinas que se fosforilan por accion del
segundo mensajero, con su posible caracterizacion.

Hacer una evaluacion del efecto que tienen las proteinas fosforiladas sobre la actividad
funcional de las CL como forma de su posible identificacion.
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METODOLOGIA

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, o bien de una calidad
adecuada para fines bioquimicos y la metodologia utilizada para la obtencion de las
fracciones enriquecidas fueron las descritas por Weish y cols en 1975, con algunas
modificaciones establecidas por el grupo de ftrabajo (Bermudez y cols, 1988). Las
glucoproteinas fueron proporcionadas por el National Hormone Pituitary Program (NHPP), el
125 | por DUPONT, con una actividad especifica de 2mCi/mmol. Las toxinas, las enzimas
para la digestion tisular, la Forskolina asi como el Fura 2 AM fueron obtenidos de Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO). Los estuches para RIA de AMPc fueron proporcionados
por Amersham. Las columnas de intercambio i6nico provistas por BIORAD. El *H myo-
inositol fue proporcionado por ACCESOLAB vy los anticuerpos para RIA de esteroides fueron
obtenidos de acuerdo a Bermidez y cols (1975).

Los animales utilizados fueron ratas machos adultos normales, de la cepa Wistar, con
un peso aproximado de 250 g, correspondiendo aproximadamente a 90 dias de edad,
mantenidas en el bioterio de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la
Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad lztapalapa, alimentadas ad libifum y con
periodos de luz-obscuridad de 12 horas cada uno.

OBTENCION DE LAS FRACCIONES CELULARES ENRIQUECIDAS

Se sacrificaron los animales por dislocacién cervical y los testiculos se sacaron por
via abdominal; el peso del par de testiculos fue entre 2.8 y 4.1 g, se lavaron con una solucién
amortiguadora KRBG (NaCl, 125 mM; KCI, 5 mM; MgS04 -7H20, 1.2 mM; Tris, 35 mM;
NaH2P0O4, 1 mM; Glucosa al 2% y gentamicina al 0.05%) a un pH de 7.4, y fueron
descapsulados, eliminandose al méximo venas y arterias. Los testiculos descapsulados se
incubaron en una solucion de colagenasa Sigma tipo |A (mg/ml) en un volumen de 7 mi por
cada par de testiculos durante 18 minutos a 37C con agitacion constante. Al término de este
periodo se disminuyé la actividad enzimatica por dilucién con 15 ml de solucion salina
isotonica (NaCl 0.9%) mezclando y dejando reposar durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La suspension tisular fue filtrada a través de una malla de nylon, el filtrado
(Fraccion intersticial cruda) se utilizo para obtener la fraccion enriquecida de CL, mientras

que el precipitado (Fraccion tubular cruda), fue utilizada para la obtencion de la fraccion
enriquecida en CS.

PURIFICACION DE LA FRACCION INTERSTICIAL CRUDA
Las celulas del filtrado fueron sedimentadas a 1500 x g durante 10 minutos a 4C, el

boton obtenido se resuspendio en 1ml de KRBG para ser colocado posteriormente en el
gradiente de Ficoll (KRBG-Ficoll 400-Albumina Sérica Bovina (BSA) 13%-0.2% a pH 6.5): por
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ultimo la suspension se centrifugo a 1000 x g por 15 minutos a 4C; y el boton obtenido en
este paso se resuspendio en KRBG. El conteo celular se realizé utilizando un hemocitometro
y la densidad celular se ajusté a 600 000 células por ml o bien de acuerdo al experimento a
realizar (Bermudez y cols, 1988).

PURIFICACION DE LA FRACCION TUBULAR CRUDA

La fraccion tubular cruda se fragmenté con un bisturi y se incub6 en 20 ml de KRBG-
Pancreatina (0.2 mg/ml) durante 20 minutos con agitacion constante; posteriormente se dejo
sedimentar a 1 x g durante 10 minutos a 28C con agitacion constante y se decanto el
sobrenadante. La suspension celular se volvié a fragmentar mecanicamente, pasandola a
presion por una aguja de calibre 20 ga, y posteriormente se colocod sobre un gradiente
discontinuo de KRBG-Sacarosa del 2 al 6% en intervalos del 1%, dejando sedimentar la
suspension celular a 1x g durante 30 minutos a 4°C. Se recuperd la fraccion correspondiente
al 4 y 5% y la suspension celular se fird a traves de una malla semejante a la antes
mencionada. Las células filradas se concentraron por cenfrifugacion a 1500 x g durante 10
minutos a 4°C, el sobrenadante se desecho, el botén celular fue resuspendido en 5 ml de
KRBG para el conteo celular, y se ajusto la densidad celular de acuerdo al experimento a
realizar.

EVALUACION DE LA RELACION HORMONA-RECEPTOR

Gonadotropinas de rata altamente purificadas de grado para radiomarcaje fueron
obtenidas del NHPP de Estados Unidos de Norteamérica, proporcionadas por el Dr. Parlow,
fueron marcadas por el método de lodogen, siguiendo la metodologia descrita por Liao en
1982, y finalmente purificadas en una columna de Sephadex G-100, para ser posteriormente
utilizadas en los ensayos de radio-receptor.

Las CS ylo CL fueron suspendidas en KRBG a un pH de 7.4, agregando el ligando
marcado radiactivamente (231-FSH y/o 12°I-LH: 20 000 cpm), con una actividad especifica de
46 nCi / pg prot., durante 3 horas a 32°C, y la separacion de las fracciones libre y unida se
realizo agregando una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.05 M, BSA 1% y
centrifugando a 1500 x g a 4°C. Los experimentos de desplazamiento se realizaron
utilizando una cantidad constante de proteina y de masa radiactiva, agregando diferentes
cantidades de hormona fria (0.1-400 ng oFSH). Un andlisis de Scatchard para la union de
FSHy LH (Scatchard, 1949) sirvié para determinar las constantes de afinidad, disociacién y

posibles sitios de union por mg de proteina; las concentraciones totales de proteina fueron
detectadas por el método de Lowry y cols (1951).
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RIA DE AMPc INTRACELULAR

Las fracciones enriquecidas de CL y CS fueron ocupadas para evaluar los niveles de
AMPCc intracelular como respuesta a alguno de los siguientes agentes: Toxina de colera (TC)
(100 ng/ml), toxina de Pertussis (TP) (25 ng/ml), forskolina (FK) (50 ng/ml), o 12-Miristato,
13-acetato de forbol (EF o TPA) (100 ng/mi) los cuales se colocaron en presencia 0 no de la
correspondiente gonadotropina para cada tipo celular (LH 10 mUl/ml, FSH 100 ng/mi); todos
los tubos se incubaron en presencia de 0.25 mM de metilisobutilxantina (MIX). También se
realizd la determinacion por radioinmunoanalisis de T y Estradiol (E) en ambos tipos
celulares, como respuesta final a la presencia de los diferentes agentes y hormonas, ademas
de evaluarse en presencia de los mismos factores las concentraciones citosolicas de calcio y
el metabolismo de inositoles fosfato.

Después de 90 minutos de incubacién en presencia del agente y/o del estimulo
proporcionado por las gonadotropinas, los niveles de AMPc fueron determinados por RIA
utilizando un estuche de doble anticuerpo con sensibilidad de 25-1600 fmol/tubo u 8-526
pg/tubo. La extraccion del AMPc se realizo agregando etanol frio al 95% y &cido
tricloroacético TCA al 1%. Las proteinas precipitadas fueron colectadas por centrifugacion
durante 20 minutos, a 1500 x g y a 4°C. El sobrenadante fue decantado y el precipitado
lavado 3 veces con etanol/TCA frios. La fase acuosa fue evaporada, los residuos disueltos
en el amortiguador para el RIA de AMPc (amortiguador de acetatos 0.05M). Se utiliz6 un
AMPc marcado con 2| (aproximadamente 59 KBq, 1.6uCi) y la radiactividad fue medida en
un contador automatico de radiaciones gamma (Drummond, 1983).

RIA DE ESTEROIDES

El contenido de E y de T de las muestras de CS y CL fue determinado después de 3
horas de incubacion, en presencia de los diferentes agentes. El periodo de incubacion fue
terminado por congelacion del medio acuoso y las muestras fueron almacenadas hasta el dia
del ensayo de RIA a -20°C; 200u/ de las muestras o concentraciones crecientes conocidas
de T y/o E fueron incubadas durante 16 hrs a 4°C, utilizando una dilucién del anticuerpo
1:1500 para T'y 13,000 para E con ~6,000 cpm del esteroide tritiado. Después se agregaron
500u de una solucion de Carbén Activado-Dextran T-70 (0.25%-0.25%), y ios tubos fueron
centrifugados inmediatamente durante 15 minutos a 1500 x g a 4°C. El sobrenadante fue
decantado en viales de conteo de 20 mi. y se agregaron 5 ml. de la mezcla de centelleo: la

radiactividad fue contada después de una noche en un contador Beckman LS 7 000 con una
eficiencia maxima de 56 % para °H.
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CUANTIFICACION DEL CALCIO CITOSOLICO

Células cultivadas en botellas de material plastico fueron lavadas con PBS sin Ca?* ni
Mg?* conteniendo EDTA (0.6 mM), y sometidas a la accion de tripsina/EDTA (500 unidades
BAEE/mI., 0.6 mM). La suspension celular asi obtenida se centrifug6 y las celulas se
resuspenden en una solucion de Krebs-HEPES (NaCl, 125 mM; KCI, 5 mM; MgSO4 7H20,
1.2 mM: Tris, 35 mM; NaHPOs 1 mM; Glucosa 5 mM y 10 mM HEPES) a un pH de 7.4,
conteniendo 5 mg/m! de BSA y 20 uM de Fura 2 AM. Las células fueron incubadas en dicha
solucion durante 45 min. La emision de la fluorescencia para el calcio citosolico fue
determinada en un espectrofluorémetro PERKIN ELMER equipado con longitudes de onda
dobles de excitacion a 340 y 380 nm, durante 300 segundos, siguiendo la metodologia
descrita por Gorczynska y Handelsman (1991). Alicuotas de la suspension celular fueron
colocadas en la celda del espectrofiuorometro y sometidas a excitacion de las dos longitudes
de onda (340 y 380 nm), determinéndose el cociente de emision a 510 nm y para cada
muestra se obtuvieron los valores para R max que corresponde a la fluorescencia obtenida al
lisar las células con Tritén X-100 y R min a la fluorescencia remanente después de la adicion
de EGTA. La concentracion de calcio infracelular fue calculada de acuerdo a la ecuacion
descrita por Grynkiewicz y cols (1985).

EVALUACION DE LA FORMACION DE LOS FOSFATOS DE °H-
INOSITOL (IPs)

Se utilizaron células cultivadas en cajas multipozos, en las cuales el medio de cultivo
inicial (medio minimo de Eagle modificado por Dulbeco:DMEM) fue sustituido por 0.5 mi de
DMEM adicionado con 3H-inositol (0.16 uM). Al cabo de 24 horas, el medio fue aspirado y a
cada pozo se le adicionaron 240 pl de Krebs-HEPES conteniendo 20 mM de LiCl, durante 10
min. Al término de este periodo, se adicionaron los diferentes agentes (TC, TP, etc.) a las
muestras, las cuales se incubaron durante 0, 5, 15 y 30 minutos en presencia de los
diferentes factores de prueba. La incubacion se detuvo por la adicion de acido perclorico
siguiendo la metodologia descrita por Davis (1992). Los IPs formados fueron separados
utilizando columnas de cromatografia (BIORAD Poly-Prep) conteniendo 2 mi de resina de
intercambio ionico (Dowex AG 1-X8, forma formiato, malla 100-200). Ef 3H-inositol remanente
y el 3H glicerofosfoinositol formado fueron eluidos con 10 ml de agua destilada y 10 mi de
una solucién 60 mM de formiato de amonio/ 5 mM de tetraborato de sodio respectivamente.
El total de los fosfatos de *H-inositol producidos (*H-1P4, 3H-IP2, *H-IP3) fueron separados
mediante un gradiente de formiato de amonio 100-1000 mM / 100 mM de acido formico y la
radiactividad fue determinada por centelleo liquido.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS CINASAS

La actividad de las proteinas cinasas dependientes de AMPc fueron programadas
para ser determinadas por la fosforilacion de proteinas en medios con presencia de ATP
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marcado con 32P en posicion gamma (Kisinger y Skinner, 1982). El analisis de las proteinas
fosforiladas y su purificacion se realizaria en geles de poliacrilamida y se caracterizarian
utilizando marcadores de peso molecular y la forma grafica de Ferguson (Shapiro y cols,
1969).

EVALUACION DEL EFECTO DE LAS PROTEINAS FOSFORILADAS

Un bioensayo de las proteinas fosforiladas se realizaria para evaluar el posible efecto
que tienen estas sobre la actividad funcional de las CL, utilizando como parametro la
produccion de T.

APLICACION DE PRUEBAS ESTADISTICAS

La evaluacion estadistica incluy6 un andlisis de varianza (ANOVA) no paramétrico
(n<6), asi como la prueba de comparacion mdiltiple de Mann-Whitney y la prueba de t no
apareada para la evaluacion parametrica en el anélisis entre grupos. El analisis de regresion
y la prueba de t se utilizd para comparar los valores obtenidos por RIA y determinar el grado
de diferencia entre los tratamientos. Se empleo ANOVA para comparar las diferencias entre
todos los tratamientos y una prueba de Tukey para ordenar los diferentes grupos.
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RESULTADOS
. OBTENCION DE LAS FRACCIONES CELULARES

Después de los tratamientos mecanico y enzimatico, las fracciones enriquecidas de
ambos tipos celulares mostraron porcentajes de pureza y viabilidad semejantes a los antes
obtenidos por el grupo de trabajo (Bermudez y cols, 1988). La viabilidad medida utilizando la
prueba de exclusion del azul tripano mostré porcentajes mayores al 80% y la pureza medida
como la capacidad de sintesis del esteroide correspondiente, mostré que la fraccion tubular
no responde ante estimulacion con LH con incrementos de T y que la fraccion intersticial no
responde al estimulo proporcionado por FSH.

Il. PREPARACION DE LAS GONADOTROPINAS MARCADAS

Los resultados del marcaje de las glucoproteinas por el método del lodo gen,
indicaron que se obtuvo FSH con actividad especifica de 46.64 uCi/ug de proteinay con una
eficiencia de marcacion de 82%, resultado 3 fracciones proteicas pico que fueron en las que
se enconfrd la mayor cantidad de radiactividad y la mayor precipitacién de proteinas
determinada con TCA, mismas que fueron colectadas y utilizadas para los experimentos de
union a las células testiculares y sometidas a electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes, como se indica en la grafica 1. Normalmente, la radiactividad unida en el
punto cero del ensayo (hormona radiactiva solamente) constituyd menos del 10% de la
radiactividad agregada y disminuyo hasta un 2-3% en presencia de hormona no marcada.
Las cuentas absorbidas no especificamente a las paredes del tubo, no constituye mas del
1% del total de union no especifica.
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Grafica 1.

Lq gonadotropina de grado para radiomarcar fue marcada por el método del lodo-Gen y purificada por
cromatografia en Sephadex G-100. Obteniéndose 30 fracciones de las cuales se encontraron 3 fracciones pico de
acuerdo a la cantidad de radiactividad mismas que coincidian con los picos para precipitabilidad con TCA al 30%.
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La union de la oFSH a la superficie membranal de las CS representd union
inespecifica ya que no se logré un desplazamiento real de la hormona radiactiva por la
hormona fria, aln para cantidades de 400 ng (grafica 2), por lo cual no se pudieron
establecer las caracteristicas de unién de la hormona al receptor. El desarrollo de ensayos
de radioligando-receptor representan una gran ayuda para las reacciones estructura funcion
tanto de hormonas nativas como de sus derivados 0 analogos, por métodos directos de
union de hormonas marcadas se pueden obtener caracteristicas de saturacion consistentes
con la presencia de uno o mas sitios de union con afinidades relativamente altas por el
ligando hormonal; pero se debe contar con moléculas marcadas con muy alta actividad
especifica y que mantengan las caracteristicas biologicas de la hormona nativa.
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Gréfica 2.

Se muestra un ensayo homologo para definir una curva de desplazamiento para la FSH marcada por
lodo-Gen con actividad especifica de 46.64 uCi / pg de proteina, a cantidad constante de proteina 500 ug y
cantidad constante de masa radiactiva 20 000 cpm, agregandose cantidades variables de hormona no
marcada (FSH fria). La unién maxima fue mayor al 10%, pero el desplazamiento de la hormona marcada por
la hormona fria fue solo de 3%.

En nuestro modelo experimental, sélo las CS fueron capaces de unir la FSH, no
observandose union a las células intersticiales como se muestra en la grafica 3. La unién de
la oFSH a los receptores testiculares en un proceso dependiente de la temperatura y del

tiempo del ensayo, observandose que la mejor combinacion de condiciones la constituyo a 3
hrs a 25 C, grafica 4
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Graéfica 3.

El porcentaje de union de la fraccion 6 de la oF SH marcada por dos métodos, lodo gen y Cloramina
T (1G, CT ) en Células de Sertoli { CS ) y Células de Leydig ( CL ) de rata adulta, la masa radiactiva de la
hormona correspondié a 1 pg ( 20 000 cpm ) y la separacion libre/unida se realizo agregando PBS 0.05M,
BSA 1% y centrifugando a 1500 g a 4°C . La unién maxima para CL fue menor al 1% para IG y aun menor
para CT, para las CS la union fue mayor, pero menor al 5%, mostrando los mejores resultados para la
hormona marcada con IG..

4-
~——35H25C
34 - 18H, 25C
mo —=~—-35H,32C
2z —o— 15min, 37 C
O 2
2
D
w
8 1
a2
0-
f T T T 1
0 1 2 3 4

CONCENTRACION DE PROTEINA (X100)

Gréfica 4.

La union de las Células de Sertoli de rata adulta normal a la fraccion 6 de la FSH de bovina marcada
por el metodo de iodo gen bajo diferentes condiciones de ensayo ( temperatura, tiempo de incubacion,
cantidad de proteina y tipo de amortiguador ), mostrando que las mejores condiciones para establecer el
equilibrio se da después de 3 hrs. a 32°C, la unién total fue menor al 5%, aunque se muestra una tendencia

creciente de ocupacion de los receptores. Cada punto representa la media de al menos 5 repsticiones de 3
experimentos diferentes.

29



lll. RESPUESTAS DE LAS CELULAS DE LEYDIG.
A. NIVELES DE AMPc

Las CL aisladas de testiculos de rata adulta fueron puestas en presencia de
los diversos agentes durante periodos de incubacion cortos y los cambios en las
concentraciones de AMP¢ intracelular detectados para cada fratamiento estan representados
en la grafica 5. Células incubadas en presencia de la TC y hLH mostraron incrementos de
hasta 3 veces la produccion de AMPc comparadas con las que fueron puestas en presencia
solo de la TC. El tratamiento de 90 minutos de incubacion de CL en presencia de la TP no
mostré un cambio marcado en la acumulacién del nucledtido, aunque con el estimulo
proporcionado aumenté al doble con respecto a su control; no obstante la cantidad méxima
fue de solo 47.52 fmol/10+6 CL que es pequefia en comparacion con las obtenidas para TC,
cuyos valores maximos fueron de 453.62 fmol/10% CL. Para las CL incubadas en presencia
del activador directo de la Adenilato Ciclasa, FK , se demostraron incrementos hasta 222.18
fmol sin gonadotropina y que en presencia de ésta llegaron hasta 1226.56 fmol, esto es, un
incremento de 6 veces la cantidad de AMPc. Con respecto al efecto de los ésteres de forbol
las CL respondieron con niveles de 65.35 fmol y 289.62 fmol sin y con la gonadotropina
respectivamente.
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Gréfica 5.

Determinacion de AMPc intracelular, medido por RIA ( fmol de AMPc / 108 CL / 1.5 trs. ), en
presencia del factor de pruebay del estimulo o no proporcionado por la gonadotropina. ( hLH 10 mU / ml. ). Al
final del periodo de incubacion, los medios fueron colectados y el AMPc intracelular fue extraido por un
tratamiento “toda la noche” con etanol 95% frio y TCA al 1%. Las muestras fueron evaporadas y el contenido
de AMPc fue estimado por RIA especifico de doble anticuerpo con 125l-cAMP con sensibilidad de 12.5 fmol.
TC ( 100 ng/ml.), TP ( 25 ng/ml.), EF ( 100 ng/ml.), FK ( 50 ng/ml.) y todos en presencia de 0.25 M de MIX.



Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control P < 0.05 determinado por un analisis de
varianza.

B. ACUMULACION DE ESTEROIDES

Testosterona. En el grupo control fa concentracion de testosterona fue de 12.83 pg.
Se observé una estimulacion maxima en las CL puestas en presencia de FK y hLH llegando
a tener valores hasta de 1966 pg, ya que sin la hLH el incremento llegd solamente a 559 pg;
la TC aumentod la T hasta 454 pg y al actuar junto con hLH se elevé el nivel de T hasta los
1267 pg. La TP por si misma aumentt la T a 28 pg y con la gonadotropina hasta 269 pg. EF
presentd un incremento a 191 pg de T y hasta 289 con hLH.(Gréfica 6).
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Grafica 6.

Acumulacion de Testosterona en Células de Leydig, después del tratamiento con © sin
gonadotropina ( htH 10 mUiml. ) en presencia del factor de prusba. La incubacion fue terminada por
congelacion y los medios fueron almacenados para determinar por RIA especifico la Testosterona (T)
acumulada después de 3 hrs. Cada barra es la media de 5 muestras; las diferencias fueron determinadas por
ANOVA, las concentraciones maximas de la produccion de T se observaron por el efecto de la TC y FK,
alcanzando niveles superiores a los 1000 pg / 108 CL en presencia de el estimulo hormonal

Estradiol. Los niveles basales de estradiol de fueron de 5.50 pg y de manera
semejante a testosterona, la respuesta maxima se dio en presencia de FK y hLH con 121 pg.
La TC hizo incrementar el nivel hasta 41 pg y aunada con la gonadotropina se llegd hasta
110 pg. Con valores menores, la TP increment6 al Estradiol a 12.5 pg y actuando junto a la
gonadotropina llegd hasta 18.6 pg (Gréfica 7).
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Gréafica 7.

Actividad de la aromatasa medida como la acumulacion de Estradiol en Células de Leydig, después
del tratamiento con o sin gonadotropina ( hLH 10 mU / ml. ) en presencia del factor de prueba. La incubacion
fue terminada por congelacién y los medios fueron almacenados para determinar por RIA especifico el
Estradiol acumulado después de 3 hrs. Cada barra es la media de 5 muestras; las diferencias fueron
determinadas por ANOVA, mostrando un incremento de la produccion de E por el efecto de la TC y FK
potenciado por el estimulo hormonal. Se hace énfasis en la concentracion del esteroide determinado en estas
muestras.

C. METABOLISMO DE FOSFATOS DE INOSITOL

Las CL que fueron premarcadas durante 24 hrs con 3H inositol, seguido por 10 mM
de LiCl en presencia o no de la LH y en presencia de los diferentes agentes después de 30
minutos para la formacion de IP, que fueron separados por cromatografia de intercambio
ibnico de manera similar a lo reportado por Monaco y cols en 1988 y los resultados se
muestran en la grafica 8.

Se observa que un tratamiento de las CL con 10 mUlml. provoca los siguientes
cambios: los *H-IP+, 3H-IP; e *H-IP; fueron incrementados 231, 143 y 178% con respecto al
control respectivamente. La tasa inicial de formacion del IP; fue mayor que la tasa de
formacion del IP, e incrementos significativos del IP1 ocurrieron entre los primeros 5 min. en
presencia de la hormona como se muestra en la grafica 9.
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Grafica 8. . .
Tiempo cursado para la acumulacion de inositoles fosfato en ausencia del estimulo proporcionado
por la gonadotropina. La extraccion de los inositoles fosfato se realizo mediante cromatografia de intercambio
ionico, utilizando un gradiente de formato de amonio de ( 100 - 1000 mM ).
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Grafica 9

Efecto de la hLH ( 10 mUI/ml.) sobre la acumulacion de inositol trifosfato en células de Leydig. Las
celulas fueron premarcadas 24 hrs. con 4 uCi / ml. de [3-H] myo inositol, en presencia de 10 mM de LiCl. Se
muestra la acumulacion de IP1, IP2 e IP3 en un periodo de 0-30 minutos en presencia de la LH, mostrandose
la estimulacion debida a la accion de la hormona, los inositoles fosfato fueron separados por cromatografia de
intercambio iénico. Cada punto representa la media y la desviacion estandar de 5 repeticiones.

La presencia de la TC induce un incremento marcado en la acumulacion de IP;

después de 30 min. de incubacion, tal incremento fue potenciado por la presencia de la LH,
representando el tratamiento en el que la acumulacién de IP3 represento los valores
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maximos 214% con respecto al control. En tanto que el tratamiento durante 30 minutos en
presencia de 100 ng/ml. de miristato de forbol o TPA inhibe la acumuiacion de los inositoles
fosfato. El tratamiento con TPA resulta en una comparable reduccion de los niveles de 1P,
IP,, e IP3 que va de 1769 + 117.89 a 1074 + 49.69 para IP; por ejemplo; aun en presencia
de la dosis maxima efectva de LH no se muestran incrementos significativos en los
inositoles marcados pasando de 1769 + 97.89 a 1459.96 + 107.49.(Grafica 10).
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Grafica 10.

Efecto de la hLH { 10 mUI/ml.) sobre la acumulacion de inositol trifosfato en células de Leydig. Las
células fueron premarcadas 24 hrs con 4 uCi / ml. de [3-H} myo inositol, en presencia de 10 mM de LiCl y
puestas en presencia de diversos agentes, TC ( 100 ng/ml.), TP ( 25 ng/ml.), EF ( 100 ng/ml.) y FK( 50
ng/ml.). La incubacion fue a 37°C y detenida por la adicion de acido perclorico y la extraccion de los inositoles
fosfato se realizo en columnas de intercambio idnico Dowex AG 1-X8, forma formiato, malla 100-200. Cada
barra representa la media y la desviacion estandar de 5 repeticiones.

La LH estimuia una acumulacion considerable para IP3 en los primeros 5 minutos de
la estimulacion de la gonadotropina y una acumulacion maxima para {P1 al término de 30
minutos y un comportamiento similar para IPs.

D. CAMBIOS EN LAS CONCENTRACIONES DE CALCIO

Las CL fueron cargados con un indicador fluorescente Fura 2AM, con la excitacion a
dos longitudes de onda (340 y 380 nm), después de la administracion de 10 mUi/ml. de LH,
en donde se muestran modificaciones de las concentraciones basales de calcio (87+9 nM),
en presencia de LH dicha concentracion se incrementd de hasta mas de 300 nM, debido a la
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presencia de la hormona (grafica 11); mostrando ademas una caida a niveles basales de
calcio después de 250 seg. de la aplicacion de 10 mUl/mi de LH, una segunda aplicacion de
la misma concentracion de 1a misma hormona induce un aumento en las concentraciones del
calcio de hasta 250 mM, durante 50 seg., y un tercer estimulo solo provee de un pequefio
incremento.
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Gréfica 11

La LH ( 10 mUl/ml.) induce cambios en las concentraciones intracelulares de Calcio, elevando los
niveles basales de 87+ 9 nM hasta niveles superiores a 360 nM del Calcio intracelular, en la gréfica cada
punto representa los valores promedio para 3 repeticiones. El segundo mensajero resultante de la activacion
de los receptores para la gonadotropina por una segunda via, el IP3, difunde al interior de la célula a al unirse
a receptores especificos, estimula la salida de los iones contenidos en los depositos intracelulares, 1o cual fue
demostrado por la exposicion previa a Tapsigargina 1 nM y por la remocién del calcio del medio extracelular.

Cuando las células fueron expuestas a la presencia de un activador de la Adenilato
Ciclasa, las concentraciones de calcio se elevaron hasta casi 400 nM (grafica 12), efecto que
posiblemente podria ser mediado por la presencia de concentraciones considerables de
AMPc elevadas por la presencia de activadores de segundos mensajeros; a diferencia de la
toxina de colera que muestra solo un pequefio incremento de la concentracién basal de
calcio, que representa menos de la mitad de la estimulacion dada por 10 mUl/mi. de LH
(grafica 13).

En tanto que para toxina de pertusis y para el éster de forbol no se mostraron modificaciones
para las concentraciones de calcio. (graficas 14 y 15 respectivamente).
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Grafica 12

Niveles de Calcio citosolico en CL de rata adulta normal, medidos con el uso de 20 uM de FURA
2AM, con la excitacion a dos longitudes de onda ( 340 y 380 nm ), después de la administracion de 50 ng /
ml. de Forscolina ( FK ), un activador directo de la adenilato ciclasa y de 10 mUl de hLH, mostrando que la FK
induce un incremento que se supera al efecto mostrado para la hLH. Cada punto de la gréfica representa la
media de 3 repeticiones.
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Gréafica13

Determinaciones de Calcio citosdlico en CL de rata adulta normal, medidos con el uso de 20 uM de
FURA 2AM, con la excitacion a dos longitudes de onda ( 340 y 380 nm ), después de la administracion de
100 ng / ml. de Toxina de Colera ( TC ), un activador directo del sistema de proteinas Gs. Se muestra que la
presencia de la TC puede inducir un cambio significativo de los niveles de calcio, mostrando 95 nM basal a
179 nM en presencia de la TC. Cada punto de la grafica representa la media de 3 repeticiones.
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Gréafica 14
Niveles de Calcio citosolico en CL de rata adulta normal, medidos con el uso de 20 uM de FURA

2AM, con la excitacion a dos longitudes de onda ( 340 y 380 nm ), después de la administracion de 25 ng /
ml. de Toxina de Pertusis ( TP ), un activador directo del sistema de proteinas Gi. Se muestra que 3 horas de
incubacion previa de las CL en presencia de la TP no son suficientes para inducir un cambio significativo de
los niveles de calcio, mostrando 97 nM basal y 119 nM en presencia de la TP. Cada punto de la grafica
representa la media de 3 repeticiones.
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Determinaciones de Calcio citosolico en CL de rata adulta normal, medidos con el uso de 20 uM de
FURA 2AM, con la excitacion a dos longitudes de onda ( 340 y 380 nm ), después de la administracion de 100
ng / ml. de Ester de forbol ( EF ), un activador directo de la Proteina Cinasa C. Se muestra la presencia de la

EF no parece inducir un cambios de los niveles de calcio. Cada punto en la grafica representa la media de 3
repeticiones.
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IV. RESPUESTA DE LAS CELULAS DE SERTOLI
A. NIVELES DE AMPc

La interaccion de la FSH con su receptor en las membranas de CS provoca un
incremento en los niveles de AMPc, el cual ha sido ampliamente descrito como el principal
segundo mensajero, pero no solo esta via puede estar accesible ante la llegada de FSH,
sino que pueden estar participando otras vias de transduccion membranal ( Gronczyska y
Handelsman 1991). De acuerdo a los resultados, otros segundos mensajeros podrian estar
participando y pueden ser sefiales en paralelo y aun més, entre ambas concurrir en una
transferencia de informacion mucho mas compleja.

Los resultados de las determinaciones de AMPc¢ de CS incubadas por periodos
cortos se muestran en la grafica 16. Hay una nivel basal de 28 fmol de AMPc y esta
cantidad aumentd en un 47% en presencia de TC; pero que en presencia de TC y hFSH, los
valores se incrementaron hasta 161.85 fmol de AMPc, lo que representd un incremento
mayor al 500% con respecto al control. Para la TP no se mostraron cambios significativos en
los niveles del nucledtido. La presencia de FK aumenté por si sola los niveles de AMPc,
para tener 61.95 fmol y este valor fue incrementado hasta 376.98 fmol en presencia de la
hFSH. La presencia de EF no modifico los niveles de AMPc teniendo niveles parecidos al
control, pero cuando son puestas las células en presencia de EF y gonadotropina, hay un
incremento en la produccién de hasta 134.13 fmol de AMPc.
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Grafica 16

Determinacion de AMP¢ intracelular, medido por RIA ( fmol de AMPc /108 CS / 1.5 hrs), en presencia
del factor de prueba y del estimulo o no proporcionado por la gonadotropina ( hFSH 100 ng/ml. ). Al final de!
periodo de incubacion, los medios fueron colectados y el AMPc intracelular fue extraido por un tratamiento
“toda la noche” con etanol 95% frio y TCA al 1%. Las muestras fueron evaporadas y el contenido de AMPc
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fue estimado por RIA especifico de doble anticuerpo con 2I-cAMP con sensibilidad de 12.5 fmol. TC ( 100
ng/ml. ), TP ( 25 ng/ml. ), EF ( 100 ng/ml. ), FK ( 50 ng/ml. ) y todos en presencia de 0.25M de MIX.
Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control P < 0.05 determinado por un analisis de
varianza.

B. ACUMULACION DE ESTRADIOL

Los niveles basales de Estradiol fueron de 33.5 pg para las muestras control y se
mostré un incremento a 294 pg en presencia de la TC y hasta de 618 pg en presencia de la
TC y hFSH. La TP no madificé los niveles de estradiol acumulados, pero al agregarsele la
gonadotropina se llegd a 56.66 pg. Se observo un incremento a 298 pg en presencia de la
FK y hFSH (Gréafica 17).
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Grafica 17

Acumulacion de Estradiol en Células de Sertoli, después del tratamiento con o sin gonadotropina (
hFSH 100 ng/mi ) en presencia del factor de prueba. La incubacion fue terminada por congelacion y los
medios fueron almacenados para determinar por RIA especifico el Estradiol acumulado después de 3 hrs.
Cada barra es la media de 5 muestras; las diferencias fueron determinadas por ANOVA, mostrando un
incremento de la produccion de E por el efecto de la TC y FK potenciado por el estimulo hormonal. La
cantidad del esteroide en estas muestras es mucho mayor que el determinado para las CL tratadas bajo las
mismas condiciones.

C. METABOLISMO DE FOSFATO DE INOSITOL
En CS previamente marcadas con 3H-myo inositol, la FSH estimulé la formacién de

fosfatos Qe_[?’l-_l] inositol ([*H-1P1], [PH-IP2] Y [*H-IPs]) separados por cromatografia de
intercambio ionico (Gréfica 18). La formacion de IP3 fue estimulada por la presencia de 100
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ng/ml. de FSH (1074 + 145.89 control a 1897.78 + 94.04), pero a diferencia de la respuesta
de las CL las cantidades de inositoles fosfato determinadas para CS siempre fueron menores
en todos los tratamientos, excepto que para la acumulacion del P+ las concentraciones
fueron mayores para las CS (Gréfica 19).
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GRrafica 18

Efecto de ia hFSH ( 100 ng/ml. ) sobre la acumulacion de inositol trifosfato en células de Sertoli. Las
células fueron premarcadas 24 hrs. con 4 uCi / ml. de [3-H] myo inositol, en presencia de 10 mM de LiCl. Se
muestra la acumulacion de IP1, IP2 e IP3 en un periodo de 0 - 30 minutos en presencia de la LH,
mostrandose la estimulacion debida a la accion de la hormona, los inositoles fosfato fueron separados por
cromatografia de intercambio idnico. Cada punto representa la media y la desviacion estandar de 5
repeticiones.
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Grafica 19

Efecto de la hFSH ( 100 ng/ml. ) sobre la acumulacion de inositol trifosfato en células de Sertoli. Las
células fueron premarcadas 24 hrs. con 4 pCi / ml. de [3-H] myo inositol, en presencia de 10 mM de LiCl y
puestas en presencia de diversos agentes, TC ( 100 ng/ml. ), TP ( 25 ng/ml. ), EF ( 100 ng/ml. ) y FK ( 50
ng/ml. ). La incubacion fue a 37°C y detenida por la adicion de acido perciérico y la extraccidn de los
inositoles fosfato se realizo en columnas de intercambio idnico Dowex AG 1-X8, forma formiato, malla 100-
200. Cada barra representa la media y la desviacion estandar de 5 repeticiones

La TC, activador de los sistemas de proteinas Gs, mostrd un incremento para IPs
estadisticamente significativo con respecto a su grupo control (1074 + 145.89 a 1594.7 +
98.78) y en presencia de la FSH la formacion de IPs se estimulo hasta 2869.7 + 108.36. En
tanto que para la FK las concentraciones no elevo la acumulacion de inositoles fosfato de
manera significativa.

D. CAMBIOS EN LAS CONCENTRACIONES INTRACELULARES DE
CALCIO

En las suspensiones de células la concentracion basal de caicio fue 92 nM + 3. La
FSH puede incrementar las concentraciones de calcio intracelular via la entrada de calcio
extracelular y/o cambios en los reservorios internos; en presencia de 50 ng/ml. de FSH la
concentracion se elevd hasta mas de 150 nM de calcio y en presencia de 100 ng/mi. la
concentracion fue de mas de 280 nM, elevaciones en ausencia de calcio extracelular, el
medio libre de calcio preparado por la adicion de 2.5 mM de EGTA, los cambios fueron
detectados a los 2-3 minutos después de la adicion de la hormona, lo que indica que para las
CS la liberaciéon de calcio de los compartimientos intracelulares es dependiente de la
concentracion de la hormona. (Grafica 20).
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Grafica 20

Niveles de Calcio citosolico en CS de rata adulta normal, las CS obtenidas mediante tratamientos
enzimaticos y mecanicos fueron incubadas con 20 uM de FURA 2AM y 5 mg / ml. BSA durante 45 min.
Alicuotas de la suspencion celular fueron colocadas en el espectrofluordmetro y sometidas a excitacion en
dos longitudes de onda ( 340 y 380 nm ), y después de la administracion de 100 ul del amortiguador (Krebs-
HEPES). Los niveles de calcio siempre oscilaron entre 80-98 nM de calcio. Después de la administracion de
50 ng / mi. de FSH y 100 ng / ml. de la misma hormona se muestra un efecto dependiente de la
concentracion. Cada punto de la grafica representa la media de 3 repeticiones.

La forskolina incremento la concentracion de calcio detectadas, casi en 100 nM de
calcio conrespecto a la modificacion inducida por la presencia solo de la hormona (Gréfica 21
). Un pretratamiento con TP no afectan incrementos de calcio inducidos por FSH, pero si
parece modificar las concentraciones de AMPc, estas observaciones sugieren que las
proteinas G sensibles a TP parecen estar involucradas en la accién de la FSH sobre la
Adenilato Ciclasa pero no en las concenfraciones de caicio en CS. Mientras que para la
respuesta de las CS en presencia de la TC solo se puede observar una pequefia
modificacién de aproximadamente 50 nM de calcio, pero a diferencia de las respuestas antes
encontradas aqui se muestra una duracion de la modificacion en la concentracion de calcio
de hasta 300seg.(Gréfica 22)
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Grafica 21

Niveles de Calcio citosolico en CS de rata adulta normal, las CS obtenidas mediante tratamientos enzimaticos
y mecanicos fueron incubadas con 20 uM de FURA 2AM y 5 mg / mi. BSA durante 45 min. Alicuotas de la
suspencion celular fueron colocadas en el espectrofluorometro y sometidas a excitacion en dos longitudes de
onda ( 340 y 380 nm ), y después de la administracion de 100 ul del amortiguador (Krebs-HEPES). Los
niveles de calcio siempre oscilaron entre 80-98 nM de calcio. Después de la administracion de 100 ng / ml. de
TC, donde se observan modificaciones duraderas de los niveles de calcio intracelular. Cada punto de la
grafica representa la media de 3 repeticiones.
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Gréafica 22

Niveles de Calcio citosélico en CS de rata adulta normal, las CS obtenidas mediante tratamientos enziméticos
y mecanicos fueron incubadas con 20 uM de FURA 2AM y 5 mg / ml. BSA durante 45 min. Alicuotas de la
suspencion celular fueron colocadas en el espectrofluorémetro y sometidas a excitacion en dos longitudes de
onda ( 340 y 380 nm ), y después de la administracion de 100 ul del amortiguador (Krebs-HEPES). Los
niveles de calcio siempre oscilaron entre 80-98 nM de calcio. Después de la administracion de 50 ng / ml. de
FK, donde se observan modificaciones casi de 100 nM de calcio después de la adicién de FK. Cada punto de
la grafica representa la media de 3 repeticiones.
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DISCUSION

Muchas investigaciones se han realizado para poder demostrar la participacion de uno
o varios mediadores intracelulares a la llegada de un estimulo hormonal de naturaleza proteica,
como se ha sefialado el AMPc parece ser el segundo mensajero en la transduccion de las
sefiales dadas por glucoproteinas. Pero ademas de la participacion del AMPc, para la accion
de gonadotropinas y de otros factores autocrinos o paracrinos de naturaleza proteica, podrian
estar presentes ofros mediadores regulando la transduccion de la sefial, de hecho el objetivo
principal de este trabajo, lo constituy6 el servir como punto de partida para evaluar la via de
enfrada de el factor modulador de la esteroidogénesis de las CL, de alguna manera para poder
evaluar cual de las vias podria estar modificando.

El desarrollo de una serie de ensayos de radioligando, en que se emplean receptores
celulares tienen que cumplir con ciertas caracteristicas, de éstas las mas importantes
representan la afinidad y la especificidad que poseen los preparados, con capacidad selectiva
de reconocer conformaciones biolégicamente activas de moléculas hormonales. Para muchos
derivados hormonales, se ha observado una estrecha correlacion entre su actividad biologicas
y la correspondiente afinidad por los sitios receptores especificos, sugiriendo que las
propiedades de unién y activacion de procesos celulares que se encuentran confinadas a un
mismo sitio molecular. En cambio, para otros péptidos, tales como ACTH y glucagon (
Hofmann y cols, 1974), ha sido posible distinguir regiones caracteristicas en la activacién de la
Adenilato Ciclasa.

En el caso de las hormonas glucoproteicas, los residuos de carbohidratos tienen una
influencia importante en las caracteristicas de union y activacién. Para la hCG por ejemplo, se
ha mostrado una clara una clara disociacion de ambas propiedades a medida que se
remueven los carbohidratos de su estructura. Asi la eliminacion de acido sialico y galactosa
produce una pérdida de la bioactividad. (Tsuruhara y cols, 1972), de tal modo que la calidad de
los preparados radiomarcados determinan el éxito de los experimentos de radioligando.

Dentro de condiciones fisioldgicas la FSH interactua con un receptor dentro de un
medio que contiene 140 mM de NaCl, sin embargo, la actividad biologica “in vitro®
normalmente es estudiada en un medio quimicamente definido que trata de mimetizar el medio
fisiolégico. (Reichert y Dattatreyamurty, 1989). En contraste, muchos estudios de analisis de
receptores son corridos en amortiguadores de fuerza ibnica baja, dentro de estas condiciones,
la FSH presenta una alta afinidad a su receptor y en presencia de concentraciones fisiologicas
de sal, la afinidad se reduce marcadamente. Sin embargo, no queda del todo claro si el
cambio es debido a la reduccion de la afinidad del ligando a su receptor o al cambio en el
numero de sitios de unién (Van Loenen y cols, 1994). De tal modo que los bajos porcentajes
de unién de la hormona marcada obtenidos en nuestra experiencia, podrian indicar por un lado
unién propiamente inespecifica por no aparecer desplazamiento real por la hormona fria o que,
tal vez las condiciones del amortiguador utilizado no fueron las mas apropiadas por utilizar
concentraciones fisiologicas de NaCl, puesto que recientemente algunos grupos (Van Loeneen
y cols, 1994) proponen que residuos de 4cido aspartico de la segunda region transmembranal
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del receptor, involucran una modulacion por NaCl para la union del ligando al receptor
acoplado al sistema de proteinas G.

Los residuos de acido aspartico estan muy conservados en los receptores para FSH,
LH/CG y TSH y en estas glucoproteinas el Na* modula las propiedades de union al receptor. El
Na* puede interactuar con el residuo carboxilo de 4cido aspartico por medio de alosterismo,
impidiendo la unidn de ligandos pequefios a regiones particulares del receptor para
gonadotropinas.(Strander, 1988; Horsman y cols, 1990; y Quintana y cols, 1993). EI Na*
pudiera inducir una reduccion en la interaccion de la region transmembranal del receptor
pudiendo contribuir un decremento en la afinidad del ligando.

Si las proteinas G pueden regular la respuesta hormonal (Gilman 1984, Spiegel, 1987),
entonces la evaluacion de las respuestas celulares ante la presencia de los factores utilizados
para estudiar los efectos de estas proteinas G resultarian congruentes con las explicaciones
encontradas en la literatura. En las preparaciones celulares provenientes de testiculos de
animales adultos los factores como TC y FK estimularon, como se esperaba, la produccion de
AMPc y por consiguiente los niveles de los esteriodes en las vias disponibles para cada tipo
celular; estos efectos fueron potenciados por el estimulo provisto por la gonadotropina
correspondiente. En este estudio a diferencia de otros (Warren, 1989), se mostré que en CL
incubadas en presencia de TP, la cual bloquea la accion inhibitoria dada por la Gi--, no se
tuvieron los incrementos significativos de AMPc esperados, esto pudo ser resultado de: (A) El
no uso de las supuestas condiciones 6ptimas que se ofrecen cuando son utilizadas celulas
testiculares de animales inmaduros o irradiados (Hsueh, 1980). (B) Otra posibilidad es que en
las condiciones de estudios previos las incubaciones con TP fueron hasta por periodos de 24
horas y en ocasiones hasta por 8 dias en cultivo a diferencia de los 90 minutos de nuestro
estudio; permitiendo en los primeros, una mayor posibilidad de ADP-ribosilacon de las
proteinas Gi y por consiguiente de un efecto de la TP, no inhibiendo entonces a la Adenilato
Ciclasa y por tanto incrementando los niveles del AMPc, con un incremento consecuente en la
respuesta final proporcionada por las células y vista como la produccion de esteroides. (C) Que
no obstante el haber utilizado las concentraciones manejadas en la literatura, la otra posibilidad
seria que las cantidades de TP utilizadas no fueron suficientes para generar la respuesta
esperada; 25 ng de la toxina de pertusis que fueron utilizados aparentemente no resultan ser
efectivos, considerando que la literatura maneja 100, 200, 400 ng/ml. de la TP, pero cabria la
pregunta de ¢ por qué la TC requiere para tener su accion solo de 90 min. de incubacion lo
que es reportado por el proveedor y que resulta congruente con los resultados obtenidos, si al
final ambas son proteina que tienen que encontrar a su proteina especifica para su accion, por
lo que tendrian ambas que atravesar la membrana. Y (D) posiblemente seria que no se estan
activando las Gi ya que no agregamos ningn “inhibidor” al medio de cultivo.

Las CL incubadas incrementaron los niveles de AMPc, testosterona y/o estradiol con
una estimulacion maxima en presencia de la gonadotropina, esto demuestra, en primera
instancia, que existe un acoplamiento entre las hormonas utilizadas como estimulo y el
receptor de membrana correspondiente y por ofra parte la presencia de sistemas de proteinas
Gs funcionales en células testiculares de animales adultos; proteinas Gs que son activadas en
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periodos cortos de incubacion por la TC. Los supuestos sistemas de proteinas Gi,
posiblemente requieren de periodos mas largos de incubacion en presencia de la TP, para que
entonces bloquearan su accion, elevando los niveles de los esteroides si el factor hormonal
estuviera acoplado para su accion a un sistema de proteinas Gs. Por lo que podemos decir
que las gonadotropinas utilizadas en células testiculares de animales adultos pudieran no estar
acopladas a un sistema de proteinas Gi. La FK que es un activador directo de la Adenilato
Ciclasa y demostré ser el agente que tiene mayor efecto potenciador tanto en la acumulacion
de nucledtidos ciclicos como en la de esteroides, ya que no realiza al menos los dos pasos
previos en la transduccion de la sefial hormonal, el acoplamiento con el receptor y la activacion
de un sistema de proteinas G.

Existen multiples trabajos contradictorios muchos de ellos que indican la existencia de
mas de una via de transduccion de células blanco para gonadotropinas y algunos otros
sugieren que estos ultimos carecen de validez puesto que pasan por alto muchos puntos
claves que se deben de experimentar para poder dar una respuesta clara para el
entendimiento de la fransduccion de las sefiales

En estudios recientes en células FRTL-5 puestas en presencia de PDBu (un activador
directo de la PKC) y TSH se encontré que hay una inhibicion de la produccion de AMPc y en
la incorporacion de 3H timidina, estos hallazgos sugieren la posibilidad de que en células
FRTL-5, los esteres de forbol modulan, via la activacion de la PKC, las respuestas mediadas
por AMPc pueden ser proximales o distales a los procesos de generacion del AMPc (Burch y
cols, 1986). E! tipo de regulacion presente en las células, determina el papel biologico que
tiene la PKC, sin embargo la concentracidon y el tiempo de exposicion al éster de forbol
necesaria para tener una respuesta maxima y cambios en los tipos de regulacion dependen de
el sistema celular utilizado. La interaccion entre la PKC y las vias PKA, AMPc dependientes y
otros mecanismos presentes, pueden estar involucrados en la regulacion del crecimiento y los
procesos post-generacion del AMPc (Burch y cols, 1986).

Resultados de estudios previos no indican la presencia de proteinas Gi funcionales en
membranas de CL fetales y los siguientes experimentos han sido disefiados para tener las
condiciones Optimas que demuestren la existencia o no del tal regulador transmembranal sobre
la funcion de células de Leydig; es importante sefialar que con ese modelo experimental se
lleva a condiciones muy especiales.

Davis en 1984 reporta que la hCG estimula la hidrélisis de fosfatos de inositol en
células de cuerpo liteo e incrementa la posibilidad de que la LH y la hCG puedan actuar por
medio de incrementos en los niveles de AMPc intracelular, pero también participar en la
activacion de la PLC con la consecuente formacion de inositoles como segundos mensajeros.
Algunos de los hallazgos han sido claros y demostraron que cambios en las concentraciones
de calcio y de otros segundos mensajeros ocurren en repuesta a la adicién de la hormona,
pero ain no es claro si los efectos observados se dan como respuesta primaria a la
estimulacion del receptor o si son secundarios a la formacion del AMPc. Cuando se clona el
receptor para la LH y se expresa en células que tienen un receptor que estimula a la Adenilato
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Ciclasa, no se observan cambios en las concentraciones de fosfatos de inositol o variaciones
en calcio, indicando que una de las primeras capacidades primarias del receptor es activar
tanto el sistema de Adenilato Ciclasa como la via de la PLC. Se propone entonces, que la
estimulacion de Adenilato Ciclasa y de la PLC, son ambas propiedades intrinsecas del
receptor, presumiblemente, estas enzimas son reguladas a través de la activacion de dos
proteinas G independientes ( Gs y Gp) (Taylor CW, 1990).

El efecto de las gonadotropinas fue dependiente de la concentracion y no se observa
respuesta de las CL ante la presencia de FSH ni de las CS en presencia de LH, indicando que
dicho efecto se debe a la activacion de los receptores propios y exclusivos de cada linea
celular. La respuesta a las gonadotropinas 0 a los diversos factores no fue modificada por la
ausencia de iones calcio en el medio extracelular como tampoco lo fue por Cd?* un bloqueador
inespecifico de canales de calcio, lo cual indica que no se requiere de la entrada de iones
calcio para la respuesta inducida por los gonadotropinas.

Resulta dificil dar un unico y especifico papel al AMPc como respuesta a la llegada de
gonadotropinas; se ha visto que a concentraciones bajas de LH (Dufau y cols, 1975), factor de
crecimiento epidermal o factor liberador de gonadotropinas, son capaces de estimular la
esteroidogénesis sin que se puedan detectar incrementos en los niveles de AMPc, esto no
implica necesariamente que los nucleétidos ciclicos no estén implicados en la respuesta de
estos agentes, aunque estas observaciones son comparables con esta idea, en relaciéon a
esto, cuatro puntos pueden ser nombrados:

1.- Resulta dificil que una célula tenga una poza homogenea de AMPc; evidencias
directas sugieren que multiples pozas en CL estan presentes (Moger, 1991).

2.- No podemos asumir que el AMPc exdgeno, pueda tener una distribucion con exacta
correspondencia con la distribucion del nucleétido endégeno.  Muchas de las
investigaciones realizadas utilizan analogos de AMPc que pueden atravesar la
membrana, pero dichos analogos difieren en solubilidad a los nuclettidos naturales,
ademas de poder variar en su distribucion y metabolismo, por lo que resulta dificil que
la respuesta de los nuclettidos ciclicos y sus analogos sean las mismas.

3.- La comparacion del umbral y la sensibilidad para gonadotropinas, TC y AMPc
resultan de dificil interpretacion, por ejemplo, la TC puede tener acceso a los diferentes
tipos de proteinas G que pudieran ser estimuladas por las gonadotropinas (Gilman,
1984). Una comparacion entre dos o mas agentes estimulatorios que entran a una via
por diferentes puntos es incierta, no pudiendo elegir al mejor agente estimulatorio, aun
cuando consideremos una célula hipotética con una solo poza de AMPc.

4 - Finalmente, la sensibilidad del método que se puede utilizar para la determinacion

de AMPc, puede no ser el adecuado para encontrar la diferencia en pequefias
variaciones del nucleétido de una sola poza.
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Existe definitivamente literatura contradictoria, es decir algunos grupos de trabajo como
el Grasso y Reicher indican que de acuerdo a sus estudios la respuesta de gonadotropinas no
implica la movilizacion de calcio, contrario a lo sugerido por Gorczynska y Handelsman,
quienes indican que especificamente para FSH si existe la movilizacion de calcio; de acuerdo
con esto ofros grupos (Choi y Cooke, 1991) sugieren que el calcio esta involucrado en la
sintesis de andrégenos para CL por un mecanismo que involucra canales de CI. Las células
adrenales proveen un interesante ejemplo, en donde las células responde al calicio exogeno
con la produccion de cortisol, esta respuesta implica la apertura de canales dependientes de
voltaje (Yanagibashi y cols, 1989). En contraste con lo que sucede con las células
fasciculadas de rata en donde no se encuentra respuesta al calcio exégeno. Evidentemente
considerar al calcio como segundo mensajero resulta interesante, pero una interesante
aproximacion a este problema podria ser el considerar que a concentraciones bajas de las
hormonas, donde la correlacion entre la sintesis de esteroides y AMPc es pobre, un inhibidor
del AMPc decrece la respuesta esteroidogénica para las gonadotropinas, lo que implica el
AMPc esta implicado en la respuesta. Sin embargo, el calcio y AMPc estan implicados
necesariamente en la respuesta maxima para LH y FSH (Pereira y cols, 1987).

El segundo mensajero resultante de la activacién de los receptores, el IP; difunde al
interior de la célula, y al unirse a los receptores especificos, estimula la salida de los iones
calcio contenidos en el interior de los depésitos intracelulares, nuestros resultados indican que
la gonadotropina induce incrementos en la concentracion citosolica de iones calcio,
confirmando que dicho efecto fue debido a la estimulacion del receptor. La procedencia
intracelular del calcio fue establecida en base a dos aspectos experimentales: a) la fase inicial
del incremento de calcio no fue afectada de manera significativa por la remocion del calcio del
medio extracelular y b) la exposicion previa a Tapsigargina, un agente que inhibe la bomba de
calcio del reticulo endoplasmico y por lo tanto vacia los depdsitos intracelulares de dicho ion,
abolié la respuesta de las gonadotropinas.

Existen dos mecanismos por los que las células amortiguan el calcio provenientes de
los depositos intracelulares: los iones calcio son introducidos a depositos intracelulares por la
calcio ATPasa del reticulo endoplasmico o son excluidos por intercambiadores Na*/Ca?* de |a
membrana plasmatica y bombas ATP dependientes. La exclusion de iones Calcio por el
intercambiador Na*/Ca?* puede resuitar en un incremento intracelular de Na* y este incremento
tener alguna relevancia en los procesos de liberacion de algin producto, de alguna manera
parecida a la sefial para la liberacion de neurotransmisores, que pueden mostrar una
correlacion con los cambios en el potencial de membrana y/o cambios en la concentracion de
Na* intracelular mas que en Ca?*.

La funcion de las oscilaciones en las concentraciones de calcio no han sido
completamente definidas (Berridge y Galione, 1987 y Berridge MJ, 1990); posiblemente sea
solo una manifestacion del complejo mecanismo con el que cuentan las células para mantener
la homeostasis del calcio. Sin embargo, la informacién recabada hasta el momento no es
suficientemente importante y contundente como para pensar en otras alternativas, adn
inexploradas, que modificarian significativamente las ideas corrientes sobre las sefiales
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hormonales. En principio, podemos suponer que las oscilaciones en las concentraciones de
calcio son parte del mecanismo de la sefial hormonal, ademas, como la intensidad de la sefial
hormonal se refleja en la frecuencia de las oscilaciones y no en la amplitud de la elevacion del
calcio, por lo cual la sefial no seria analogica sino digital (Berridge y Galione, 1987 y Berridge
MJ, 1990). Una sefial digitalizada facilita, por un lado, una informacion mas precisa, puesto
que los incrementos de calcio en forma oscilatoria permiten que el mensaje se transmita por
oscilaciones en la frecuencia, hecho que coincide con las observaciones experimentales de
variacion en la frecuencia por cambios en las concentraciones de las hormonas.

Recientemente se ha propuesto un modelo matematico para explicar los osciladores
citosolicos de calcio (Somogyi y Stucki, 1391). Dicho modelo analiza la homeostasis del calcio
mantenida por el equilibrio de las bombas de calcio que remueven el calcio citosélico tanto al
exterior de la célula como al interior de los reservorios intracelulares y los flujos pasivos de
calcio hacia el citoplasma provenientes de los reservorios intracelulares y del espacio
extracelular. El modelo plantea ademas la existencia de un canal de calcio localizado en la
interfase del REL y con el citoplasma controlado por el IP;, CAM y calcio, junto con la
participacion de un solo reservorio sensible a IPs. La salida de calcio a través del canal es
funcion directa del IP3 pero el calcio por si mismo es capaz de controlar el canal por una
funcién autocatalitica de la concentracion citosolica del ion; se sugiere que la CAM media este
mecanismo de retroalimentacién. La accion de la CAM sobre el canal de calcio podria estar
dada por una accién directa de esta proteina sobre el canal o podria ser que el complejo Caz*-
CAM activaria a una proteina cinasa o a otro mediador que fuera entonces el encargado
directo de controlar el canal de calcio. La mayor parte de los datos, incluyendo esté modelo
favorecen la hipbtesis de que el oscilador es controlado por el segundo mensajero por un
mecanismo de retroalimentacién positiva, en el que el calcio induce su propia liberacion. En
apoyo de esto ultimo, recientemente se encontrdé que la fase de liberacion de calcio puede
ocurrir sin la participacion del IPs (Rooney y cols, 1991). El descubrimiento de los osciladores
de calcio proponen el reconsiderar los conceptos establecidos sobre sefiales hormonales para
avanzar en la penetracion y diseccion de las bases moleculares de este fenomeno y, en
general en la comprension de la comunicacion celular. Sin embargo, muchas interrogantes
estan aun sin respuesta; es necesario definir en primer lugar la funcién de las oscilaciones de
calcio, establecer un planteamiento para descodificar una sefial de este tipo, penetrar en la
estructura celular que favorece el viaje de estas oscilaciones y definir las posibles relaciones
con otros mecanismos de transduccion.

Los resultados de estos estudios indican que, ademas de un incremento en los niveles
de AMPc, la LH provoca un incremento répido en la acumulacién de IPs. El tiempo que
transcurre del experimento revela que el incremento en los niveles de fosfoinositoles,
incrementa en principio los niveles de IP. Mas aln la tasa inicial de la formacién de IP; es
mayor que la tasa de formacion de [P, lo cual sugiere que uno de los primeros efectos de la
LH sobre el metabolismo de los inositoles fosfato, es la hidrolisis del PIP, , y es posible
ademas que la LH estimule la formacion de 1P, directamente del rompimiento del PIP; o que el
IP, sea el producto de la degradacién de! IP; . El marcado incremento en los niveles de IP,
posiblemente reflejan la degradacion de IP; e IP;.
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El efecto de la LH sobre el metabolismo de los fosfoinositoles, aparentemente no es
mediado por un incremento en los niveles de AMPc (Davis y cols, 19871 y Davis JS, 1992),
esto sugeriria aparentemente que el receptor para la LH, media el incremento de AMPc y el
metabolismo de fosfoinositoles a través de dos vias de transduccion separadas. Pero hay
varios estudios que demuestran aparentemente que hormonas como el glucagon o la ACTH,
hormonas clasicamente descritas como de las acopladas al sistema de activaciéon de la
Adenilato Ciclasa y formacion de AMPc, muestran que también se pueden observar
incrementos en los niveles de inositoles fosfato. A concentraciones de hormona bajas donde
apenas algunas respuestas fisiologicas son observadas, un incremento maximo en los niveles
de inositoles fosfato fue demostrado y un incremento también considerable de AMPc fue
detectado. Aparentemente la LH estimula la respuesta para la formacion de AMPc e IP;. Esto
sugiere que un solo tipo de receptor es responsable de mediar la respuesta de LH

Sobre la base de los resultados la secuencia de eventos para la liberacion de factores
paracrinos puede ser como sigue: activacion de los receptores para las gonadotropinas que
pueden estimular la formacion de los fosfatos de inositol, movilizacion de calcio intracelular y la
sintesis y secrecion de los multiples factores.

La posibilidad de que la FSH fuera modulada por una via de fosfolipidos Calcio
dependientes fue evaluada en cultivos de células de Sertoli. Las CS fueron metabdlicamente
marcadas y la acumulacion de inositoles fosfato (3H inositol mono, di y trifosfato), fueron
medidos por extraccion y fraccionamiento sobre cromatografia de intercambio idnico.

Esta ya establecido que la ocupacion de los receptores para las gonadotropinas activan
vias dependientes de AMPc y que esta activacion, media muchas respuestas biologicas
observadas en las células blanco. De otra manera es menos clara la posibilidad de que el
efecto de las gonadotropinas pueda ser mediado por el sistema de sefializacion del Calcio. Ha
sido reportado que la LH regula la sintesis de fosfolipidos en CL y CG y que en estos tipos
celulares existen cambios en los flujos de Calcio en respuesta a la estimulacion de la LH. Es
establecido también, que la manipulacién del calcio intra y extracelular afecta la tasa de
algunos pasos limitantes en las vias esteroidogénicas, en donde la fosforilacion de proteinas
particulares pueden regular la activacion de algunas enzimas claves de la vias
esteroidogénicas.

Se demuestra claramente que los EF producen una répida inhibicion de la activacion
inducida por la gonadotropina sobre el sistema de la PLC y la acumulacion de inositoles. El

efecto fue especifico para sobre la PKC, pero aparentemente no puede ser tdxico, al no alterar
la formacion:

1.- de AMPc inducida por la gonadotropina

2.- Produccién de Esteroides
3.- La incorporacion de inositol 3-H en las células tratadas.
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La accion inhibitoria del EF sobre la acumulacion de inositoles inducida por la
gonadotropina puede ocurrir en varios sitios:

1.- E| EF puede estar involucrado en un incremento en el metabolismo de los inositoles.

2.- El efecto inhibitorio del EF sobre la acumulacién de IP3, ha sido manejado como

resultado de la fosforilacion mediada por PKC y la activacion de IP4 e IPs.

3.- El efecto inhibitorio del EF sobre la acumulacion de IPs inducida por las

gonadofropinas, no es asociada con un incremento en la acumulacion de IP1 e IPs.

Un segundo sitio de inhibicion por la accion del EF puede involucrar la reduccion en los
niveles del sustrato ( fosfolipidos de inositol), la posibilidad existe sin embargo, la inhibicién
selectiva del EF sobre la poza de fosfolipidos. Otro sitio de regulaciéon puede estar en la linea
de la sefial de transduccion esto es, el receptor de la hormona, una proteina G, o la misma
PLC. Las bases de esta hipétesis ha sido sugerida por varias observaciones en que el EF
inhibe la formacion de inositoles inducida por un agonista y de manara tejido selectiva ( Davis
JS, 1992), esto es el EF puede inhibir a agentes o adrenérgicos, pero no la respuesta dada
por angiotensina |l (Nishizuka Y, 1989). Contrariamente el EF no interfiere en la union de la
hormona al receptor 0 en la reduccion de la capacidad para estimular la formacion de AMPc.

Estos argumentos indican que el EF puede inducir una modificacion funcional del
complejo hormona receptor que pudiera interferir en el acoplamiento con la PLC, sin embargo,
mecanismos adicionales pudieran estar involucrados. Recientes estudios indican que
isoformas de PLC vy diferentes clases de proteinas G estan involucradas en la formacion de
inositoles fosfato que son estimuladas por hormonas.

Los resultados demuestran que modificaciones en la via estimulada por gonadotropinas y que
dirige la formacion de AMPc, la formacion de fosfoinositoles y la movilizacion de calcio, puede
estar asociada a los cambios en los niveles de esteroides.

El involucrar al calcio y los fosfoinositoles en el mecanismo de transduccion de la sefal
de FSH, es anélogo al papel que juega la LH, que ha sido mas ampliamente estudiada. Tanto
la LH como la FSH estan fuertemente relacionadas, ambas son glucoproteinas con la porcion
a identica y una alta homologia en la subunidad B, con receptores de superficie ligados al
sistema de proteinas G. Ambas hormonas y sus receptores son derivados de genes
ancestrales comunes (Gorczynska y Handelsman, 1991), esto podria sugerir que sus
mecanismos de transduccion podrian estar preservados. Recientes investigaciones sugieren
que el calcio involucrado en el mecanismo de transduccion de la sefial de LH puede ser una
alternativa al mecanismo de transduccidn primario mas que una simple sefial de amplificacion.
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CONCLUSIONES

1.- La generacion de AMPc intracelular después de fa interaccion de la hormona con sus
receptores es considerada como la principal via de transduccion de la sefal, pero gran
cantidad de informacién sugiere que multiples vias de sefializacion pueden estar estimuladas
por una sola hormona. :

2.- En las preparaciones celulares provenientes de testiculos de animales adultos los factores
como TC y FK estimularon, como se esperaba, la produccion de AMPc y por consiguiente los
niveles de los esteriodes en las vias disponibles para cada tipo celular; estos efectos fueron
potenciados por el estimulo provisto por [a gonadotropina correspondiente.

3.- Las CL incubadas incrementaron los niveles de AMPc¢, testosterona y/o estradiol con una
estimulacion maxima en presencia de la gonadotropina, esto demuestra, en primera instancia,
que existe un acoplamiento entre las hormonas utilizadas como estimulo y el receptor de
membrana correspondiente y por otra parte la presencia de sistemas de proteinas Gs
funcionales en células testiculares de animales aduitos; proteinas Gs que son activadas en
periodos cortos de incubacién por la TC.

4.- Los supuestos sistemas de proteinas Gi, posiblemente requieren de periodos mas largos de
incubacion en presencia de la TP, para que entonces bloquearan su accion, elevando los
niveles de los esteroides si el factor hormonal estuviera acoplado para su accion a un sistema
de proteinas Gs.

5.- Por lo que podemos decir que las gonadotropinas utilizadas en células testiculares de
animales adultos pudieran no estar acopladas a un sistema de proteinas Gi.

6.- Algunos de los hallazgos han sido claros y demostraron que cambios en las
concentraciones de calcio y de otros segundos mensajeros ocurren en repuesta a la adicion de
la hormona, pero aun no es claro si los efectos observados se dan como respuesta primaria a
la estimulacion del receptor o si son secundarios a la formacion del AMPc.

7.- Sobre la base de los resultados la secuencia de eventos para la liberacion de factores
paracrinos puede ser como sigue: activacion de los receptores para las gonadotropinas que
pueden estimular la formacion de los fosfatos de inositol, movilizacion de calcio intracelular y la
sintesis y secrecion de los maltiples factores.
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