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REGULACION DE LA ESTEROIDOGENESIS TESTICULAR POR OXIDO NITRICO
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Resumen Los macrofagos testiculares y las células endoteliales, constituyen una fuente

pardcrina potencial de dxido nitrico (NO) en el testiculo. En este trabajo, se
investigd el efecto de liberadores de NO sobre la estercidogénesis en una linea celular
tumoral de Leydig murina y en células de Leydig de rata. Se observé que los liberadores
de NO inhiben, de una manera reversible, la esteroidogénesis inducida por hCG en am-
bos tipos celulares. También se estudid el mecanismo de accion del NO. Contrariamente
a lo observado en otros sistemas, los efectos inhibitorios del NO scbre la estercidogénesis
en células de Leydig no son mediados por GMPe, puesto que el NO no aumenta la pro-
duccion de GMPc ni los andlogos de GMPe reproducen los efectos del NO. EI NO tam-
poco modifica la produccion de AMPc, el segundo mensajeroc de la accidn gonadoltréfica.
Cuando se evalud el efecto del NO sobre el camino esteroidogénico en las células MA-
10, se encontrd que el NO inhibe la conversidn de colesterol a pregnenclona. En conjun-
to, estos resultados muestran un efecto inhibitorio de liberadores de NO sobre la
esteroidogénesis en células de Leydig y sugieren que el NO puede inhibir en forma di-
recta la enzima gue escinde la cadena lateral del colesterol (citocromo P-450 ) como lo
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hace con otras hemo proteinas que incluyen diferentes citocromos P-450.
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La funcion principal de las células de Leydig
testiculares consiste en la secrecion de andrd-
genos, principalmente testosterona, en forma re-
gulada. Aunque es reconocido que la esteroido-
génesis de las células de Leydig se encuentra
bajo el control primario de la hormona luteinizante
({LH) hiposfisaria, a través de su segundc men-
sajero, el AMPc, en los Gltimos afos se ha de-
mastrado la exislencia de una fina regulacion a
nivel local de la funcion testicular a través de fac-
tores secretados por las distintas poblaciones
celulares.' Los macréfagos constituyen alrededor
de un 20% de las células del intersticio testicular,
se encuentran frecuentemente en intima asocia-
cion con las células de Leydig, parecerian ser
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necesarios para la diterenciacion, proliferacion y
normal desarrollo de las células de Leydig. Ade-
mas, se ha demostrado que factores secretados
por estos macréfagos son capaces de modular la
sintesis de testosierona testicular.

El dxido nilrico (NO) es un radical libre inorga-
nico. Esta pequeia molécula es un gas a tempe-
ratura ambiente, altamente reactivo, con una vida
media de no mas de 10 segundos. El NO es sinte-
tizado a partir del aminoacido L-arginina, produ-
ciéndose citrulina como coproducte mediante la
accion de las oxido nilrico sintasas (NOSs)?. Se
han identificado al menos tres isoformas distintas
de NOS, producto de tres genes distintos: la nNOS,
originaimente identificada en cerebro; la eNOS,
primeramente identificada en endotelio; y la mNOS,
originalmente identificada en macréfagos.

Entre las funciones del NO en la fisiologia de
los mamiferos mejor descriptas hasta el momen-
to estan su funcién como neurotransmisor, como
regulador del sistema cardiovascular y su parti-
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cipacidn en la respuesta inmune® *. El NO parece
estar involucrado también en la regulacidn de sis-
temas endocrinos y en la esteroidogénesis en cé-
lulas de la granulosa-luteales. E| NO ejerce la
mayoria de sus acciones fisioldgicas mediante una
reaccion con el Fe o con grupos -SH, localizados
en sitics activos o alostéricos de proteinas claves
del metabolismo celular como por ejemplo la
isoforma soluble de la guanilil ciclasa, aumentan-
do, de esta maneara, la produccion de GMPcS-*,

El objetivo de aste trabajo fue estudiar el electo
del NO sobre la esteroidogénesis en células de
Leydig, @ modo de evaluar la posible funcion
regulatoria de este compuesto sobre la funcién
testicular.

Se utilizaron dos modelos experimentales: las
células de Leydig MA-10", que son una linea clo-
nal tumoral de ratén, que secreta principalmente
progesterona, y células de Leydig purificadas®,
oblenidas a parir de testiculos de ratas adullas
de la cepa Sprague Dawley. Como liberadores de
NO se utilizaron compuestos que en solucidn libe-
ran espontaneamente el gas, como el complejo
dietilamina/éxido nitrico sal de sodio (DEA/NO), el
aducto dietilentriamina éxido nitrico (DETANO) y
el S-nitroso-N-acelilpenicilamina (SNAP), que
tarmacoldgicamente reproducen la accidn de la
NOS. Las determinaciones de progesterona (Pg),
testosterona (T), GMPc y AMPc se realizaron por
RiAs especificos. La estadistica se realizé por
medio de un andlisis de varianza, seguido por el
test de comparaciones multiples de Tukey-Kramer.

Para evaluar la posibilidad de que el NO afec-
tara la esteroidogénesis, se incubaron las célu-
las de Leydig MA-10 con concentraciones cre-
cientes de distintos compuestos liberadores de
NO (DEA/NO, DETA/NO o SNAP, 30 min) antes
de ser estimuladas con una dosis maxima de
hCG (20 ng/ml). Como se observa en la Figura
1, los tres liberadores de NO produjeron una in-
hibicién dependiente de la dosis sobre la sinte-
sis de progesierona estimulada por hCG. Sin
embargo, el agregado de liberadores de NO en
ausencia de hCG no aftectd la produccion basal
del esteroide. La inhibicion observada no fue de-
bida a un efecto citotoxico de los liberadores de
NO sobre las células MA-10, ya que el porcenta-
je de células vivas determinade mediante la
tincidn por exclusion con Azul de Tripan no mos-
tré diferencias entre las células tratadas con los
liberadores de NO (93%) y los controles (94%).
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Fig. 1.— Efecto de distintos libaradores de MO sobre la
sintesis de progesterona estimulada por hCG en las
células de Leydig MA-10. Sa preincubaran las célu-
las con concentraciones crecientes (0-1 mM) de
DEA/NO, DETA/NO o SNAP durante 30 min. Se
agragd hCG (10 ng/ml) y se continud la incubacidn
durante 4 h mas. Basal = valores conlrol en ausen-
cia de hCG. Cada punto o barra rapresenta la me-
dia + SEM de 4 experimentos independientes, con
incubaciones por duplicado. *, P < 0,01 vs hCG sola.
" P < 0,001 v& hCG sola.

Para descartar un efecto inhibitorio inespecifico
sobre las funciones celulares, se realizé un ensa-
yo de incorporacion de *5-Metionina a proleinas
como indice de sintesis proteica, en paralelo al
ensayo de sintesis de estercides. La incorporacion
de ®=5-Metionina no fue afectada por el tratamiento
con el liberador. Para confirmar que el efecto in-
hibitorio observado esluviera verdaderamente me-
diado por NO, ¥ no por uno de los coproductos de
hidrélisis de los compueslos, se agregd hemaoglo-
bina (Hb, 160 pg/mi) conjuntamente con DEA/NO.
Esta proteina, que es capaz de unir y capturar NG
del medio impidiendo su accion bioldgica, revirtio
por completo el efecto inhibitorio del DEA/NO para
la dosis de 0,1 mM, y parcialmente para la de 1
mM. También se estudid la reversibilidad del efec-
to del NO sobre la estercidogénesis. Se pudo ob-
sarvar que la inhibicidn ejercida por el NO sobre
la sintesis activada de progesterona (para las cé-
lulas estimuladas con hCG: 52% de inhibicidn al
final del tratamiento con DEA/NO en el Dia 1) fue
completamente revertida luego de 24 h en ausen-
cia del mismo: Las células MA-10 recuperaron en
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un 100% su capacidad de responder a un esti-
mulo esteroidogénico en el Dia 2. Estos resulta-
dos conforman, ademas, que el liberador de NO
no resulla citotdxico para las células MA-10.

Se comenzd a estudiar el mecanisma de ac-
citn del NO en las células de Leydig MA-10. Dado
que en la mayoria de los sistemas estudiados
hasta el momento, y con especial referencia al
sistema endocrino, el NO ejerce su accion biolo-
gica mediante la activacién de una guanilil ciclasa
soluble aumentando los niveles de GMPc, se es-
tudid la posibilidad de que el efecto inhibitorio del
NO en las células de Leydig MA-10 lambién es-
tuviera mediado por la activacién de esta via. El
factor atrial natriurético (AMF), s sabe gue esti-
mula a una guanilil ciclasa de membrana en es-
tas células® se utilizé como control positivo para
la medicién de GMPc extracelular en incuba-
ciones de 4,5 h. Mientras el ANF (10-8 M) pro-
dujo un notable incremento en los niveles de este
nucledtido, los liberadores de NO no produjeron
variaciones con respecto al conlrol, ni en ausen-
cia ni en presencia hCG. Los liberadores de NO
tampoco moedificaron los niveles intra o extracelu-
lares de GMPe en incubaciones de 20 min. Ade-
mas, el agregado de andlogos del GMPc, como
el B-BrGMPc o (Bu),GMPc (0,1-5 mM), no repro-
dujeron el electo inhibitorio del NO. Se decidid
entonces evaluar la posibilidad de que el NO es-
tuviera disminuyendo los niveles de AMPc, prin-
cipal segundo mensajero que media la accion de
LH/MCG, Para ello se incubaron las células con
DEA/NO {(1mM), en presencia o ausencia de hCG,
y se midieron los niveles extracelulares de AMPc.
El DEA/NO no produjo variaciones en los niveles
extracelulares de este nucledtido en incubaciones
de 4,5 h, ni en ausencia ni en presencia de hCG.
Tampoco produjo cambios en la acumulacién de
AMPc¢ intra o extracelular en incubaciones de 20
min. Sin embargo, el DEA/NO produjo una inhi-
bicidn dependiente de la dosis a(n sobre la sin-
tesis de progesterona estimulada por una dosis
maxima de doAMPc (1mM), siendo la magnitud de
la inhibicion similar a la observada sobre la
estimulacién con hCG. Estos resullados sugieren
que ellos sitios de inhibicion del NO estarian a
nivel de por lo menos algin paso posterior a la
sintesis de AMPc. Para estudiar el camino este-
roidogénico que va desde colesterol a proges-
terona, y que incluye a la enzima clave del cami-
no que es la citocromo P-450sce, se incubaron
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las células en presencia de 22R-hidroxicolesterol
(60 uM) o pregnenclona (50 pM) (Figura 2). Cuan-
do se agregd exdgenamente pregnenoclona, que
es el precursor inmediato de progesterona, se
revirtié por complelo la inhibicién producida por
DEA/NO (1 mM) sobre la acumulacién de proges-
terona, tanto en presencia como en ausencia de
hCG (Figura 2B), suginendo que el NO no alec-
ta a la enzima 3f-hidroxiesteroide deshidroge-
nasa. Sin embargo, cuando se ulilizé 22R-hidroxi-
colesterol como sustrato para la esteroidogénesis,
el DEA/NO produjo una inhibicidn significativa
sobre la sintesis de proges-terona, en esle caso
tanto en presencia como en ausencia de hCG
{Figura 2C). Para validar el modelo de la linea
tumaral MA-10, se realizaron experimentos con
células de Leydig normales de rala y se observo
que también en estas células un liberador de NO,
el DEA/NO produjo una inhibicion dependiente de
la dosis sobre la sintesis de esleroides, en este
caso testosterona, confirmando que efectivamen-
te el NO ejerce un efeclo inhibitorio sobre la fun-
cién estercidogénica de las células de Leydig.
Finalmente, se comenzo a estudiar la posibili-
dad que la NOS se expresara en células MA-10.
Para ollo se obtuvieron las secuencias del Gene
Bank y se realizé RT-PCR de la NOS endolelial™
y la inducible’. En ningin caso se encontrd am-
plificacién, Sin embargo, un trabajo reciente™
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Fig. 2.— Sitio de accion del liberador de dxido nitrico
DEA/MO sobre la produccidn de esteroides. Las cé-
lulas MA-10 sa praincubaron en presencia o ausen-
cia de DEA/NO (1mM) durante 30 min. La incubacion
se continud durante 4h més con o sin hCG (10 ng/
mi} y: A, sin ningun otre agregado; B, en prasencia
de pregnenclona (50 pM); C, con 22R-hidroxil-
colesterol (22R-0H-Ch 60 pM). Sa midieron los niva-
los da progesterona. Cada barra representa la madia
+ SEM de 4 experimentos independientes con incu-
baciones por duplicado. Diferantas letras implican dl-
farancias significativas (P < 0,01) entre tratamlentos
dantro de cada panal,
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muestra que tanto en células de Leydig humanas
como en celulas MA-10 se detecld la presencia,
por inmunchistoquimica, de la NOS neuronal pero
no de las otras isoformas, lo cual concuerda con
los resultados obtenidos.

Nuestros resultados demuestran que el NO
inhibe la esteroidogénesis en células de Leydig.
A diterencia de la mayoria de los sistemas estu-
diados, el efecto no estd mediado por la activa-
cién de guanilil ciclasa, que produce GMPc, ni por
AMPc. El NO no afecta la actividad de la enzima
3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que transior-
ma pregnenoclona a progesterona pero inhibe la
conversion de colesierol a pregnenolona, sugirien-
do que la inhibicién del NO sobre el camino
esteroidogenico activo ocurriria, por lo menos, a
nivel de un paso relacionado con la actividad de
la enzima citocromo P-450 scc, probablemente
por union directa al grupo hema, tal como ocurre
con &l CO. Teniendo en cuenta que el NO puede
ser sintetizado en el testiculo, se propone que el
compueslo puede provenir de macrolagos u otros
tipos celulares, o inclusive sintstizarse en las cé-
lulas de Leydig, por lo que puede considerarse
como un nuevo regulador paracrino y/o autderino
de la esteroidogénesis testicular.
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Summary

Regulation of testicular stercidogenesis
by nitric oxide

Testicular macrophages as well as endothelial
cells, which are intimately associated with Leydig
cells, constitute a potential source of paracrine
nitric oxide (NO). In the present study, wa in-
vestigated the effect of NO donors on MA-10
murine Leydig tumor cell line and rat Leydig cell
steroidogenesis. We observed that NO donors,
reversibly inhibit hCG-induced steroidogenesis in
both types of cells. We also studied NO mecha-
nism ol action. Contrary to what is observed in
many other systems, NO inhibitory effect on
Leydig cell steroidogenesis is not mediated by
cGMP, as NO fails to increase cGMP production
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and cGMP analogs do not reproduce NO effect.
MNO does not modify the production of cAMP, the
main second messenger that mediates gona-
dotropin action. When we studied NO effect over
the steroidogenic pathway in MA-10 cells, we
found that NO is inhibiting the conversion of
cholesterol to pregnenolone. Taken together
these results show an inhibitory effect of NO
donors on Leydig cell steroidogenesis and
suggest that NO can be directly inhibiting cho-
lesterol side-chain cleavage enzyme (cytochrome
P-450scc) as it does with other hemea proteins,
including different cytochromes P-450.
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