Invest Clin 37 (3); 153-166, 1996

Funcién de las células de
Leydig en estados de hiper o
hipoprolactinemia en hombres sanos

Gladys Marin-Lopez, Jesus Vilchez-Martinez, L. Hernandez-Yariez, A,
Torres-Morales y Walter Bishop.

Laboratorio de Investigaciones Hormonales, Departamento de
Fisiopatologia, Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes,
Mérida, Venezuela.

Palabras claves: esteroidogénesis. células de Leydig, gonadotropina
coriénica humana, prolactina.

Resumen. En el presente trabajo se estudi6 la funcién de las células
de Leydig, mediante la estimulacién con 2.000 Ul de GCh, en 11 hombres
sanos, antes y después de la induccién de hiper o hipoprolactinemia, con
sulpiride o bromocriptina respectivamente. La respuesta normal a la esti-
mulacion con GCh se caracterizé por un incremento del estradiol sérico a
las 24 horas y de la testosterona a las 72 horas, después de la administra-
ciéon de la gonadotropina. Los niveles séricos de FSH disminuyeron durante
la prueba. La hiperprolactinemia se acompaiié con un aumento de la LH
sérica y de un menor incremento del estradiol sérico observado 24 horas
después de la administracién de la GCh. Por otro lado la hipoprolactinemia
disminuyé los niveles séricos basales de testosterona, pero incrementé la
respuesta de este esteroide a la GCh. Estos resultados sugieren que la hi-
perprolactinemia interflere con la sintesis del estradiol; mientras que la
pérdida del efecto trofico de la PRL sobre la esteroidogénesis, en los estados
de hipoprolactinemia, disminuye la testosterona sérica basal, pero no alte-
ra la respuesta esteroidogénica al estimulo con la GCh. Por ello se concluye
que la PRL juega un papel importante en la esteroidogénesis de las células
de Leydig en el hombre sano.

Leydig cells function in hyper or hipoprolactinaemic states in
healthy men.
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Abstract. In the present investigation the function of the Leydig cells,
as the response of gonadal steroids to the injections i.m. of 2000 Ul of hCG,
was studied in 11 normal men, before and after the induction of hyper or

hypoprolactinemia with sulpiride and bromocriptine treatments respecti-
vely. The normal response to hCG, showed an increment of serum estradiol
concentration 24 h and another of serum testosterone 72 h after the admi-
nistration of the gonadotropin. The serum FSH concentration decreased
during the test. An increase of serum LH levels was observed in the hypo-
prolactinemic state, but the increment of estradiol was lower after injection
of hCG. On the other hand, the hyperprolactinemia induced a low basal le-
vel of testosterone with a higher response of this steroid to hCG. The re-
sults suggest that hyperprolactinemia interfers the estradiol synthesis by
Leydig cells while the loss of the trophic effect of prolactin on gonadal ste-
roidogenesis, as seen in hypoprolactinemia produces a decrease of basal
testosterone levels without any alteration of the response of this steroid to
hCG. We concluce that prolactin plays an important role in the steroidoge-

nesis of Leydig cells in normal men.

Recibido: 27-11-95. Aceptado: 15-2-96.

INTRODUCCION

La prolactina (PRL) es una hor-
mona que juega un papel importan-
te en los procesos reproductivos de
la especie humana. En este sentido,
existen evidencias que cambios en
las concentraciones plasmaéticas de

esta hormona pueden ocasionar al- .

teraciones en la fertilidad. Asi, la ex-
cestva liberacién de PRL se ha aso-
clado a una disminucién en el com-
portamiento sexual (13, 23) y a va-
rios grados de hipogonadismo (11,
~27). Asi mismo, se han descrito da-
fios en la espermatogénesis (15, 36).
Por otro lado, se han reportado efec-
tos adversos sobre la funcién gona-
dal en animales con hipoprolactine-
mia inducida mediante la adminis-
tracibn de un suero anti-FRL (9} o
en hombres en los cuales se ha In-
ducido hipoprolactinemia por medio

de tratamiento con bromocriptina
{29). Sin embargo, también se ha re-
portado que la hipoprolactinemia no
altera los niveles séricos basales de
testosterona {I) (33) ni incluso, la
respuesta testicular al estimulo con
Gonadotropina Coriénica humana
(GCh) {22).

En relacién al sitio de accién de
la PRL, y en consecuencia de sus al-
teraciones, el problema es contro-
versial. Algunos autores postulan
que sus efectos son ejercidos a nivel
del eje hipotdlamo-hip6fisis, como
se ha evidenciado en hombres y en
otras especies de animales (5, 6,
31), o actuando directamente sobre
el testiculo (7, 19, 32). Mas atn
existe contradiccién en los resulta-
dos reportados sobre el efecto direc-
to de la PRL sobre el testiculo. A
este respecto, Ambrosi y col (2) en-
contraron un aumento de la testos-
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terona en respuesta a la administra-
cién de GCh en hombres con hiper-
prolactinemia inducida; mientras
que otros autores no detectaron nin-
guna variacién de esta respuesta, en
las mismas condiciones (4, 24).
También existen controversias sobre
el efecto de la hipoprolactinemia so-
bre la funcién gonadal, ya que
mientras Oseko y col (29) reportan
una respuesta reducida de la testos-
terona a la GCh; Lacritz y Bartke
(22) no pudieron demostrar ninguna
alteraciéon en dicha respuesta en
hombres en condiciones de hipopro-
lactinemia.

Todo lo anterformente expues-
to, sefiala que atin no estd comple-
tamente dilucidado si las variacio-
nes en los niveles séricos de PRL po-
drian alterar directamente la este-
roldogénesis testicular, y ademas
dada la frecuencia cada dia mayor
de asoclacién entre alteraciones en
los niveles de PRL y trastornos de la
fertilidad en el hombre, se considerd
de interés estudiar globalmente esta
problematica, cuantificando los ni-
veles séricos de testosterona y de
estradiol (E2) en respuesta a la ad-
ministracion de GCh en individuos
sanos normoprolactinémicos asi
como después de inducirseles hiper
o hipoprolactinemia.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

El estudio se realiz6 en 11
hombres jévenes y sanos, sin ante-
cedentes de patologia gonadal, con
edades comprendidas entre 20 y 29
aflos. Estos sujetos colaboraron es-

pontianeamente, después de conocer
en todos sus detalles los procedi-
mientos que se utilizarian en la in-
vestigacién. Se descarté cualquier
alteracién orgéanica o funcional me-
diante una historia clinica y un exa-
men fisico general.

Procedimiento

En la mafiana del primer dia
del estudio a todos los sujetos se les
realizé una prueba de estimulacién
con una dosis Gnica de 2.000 UI de
GCh via Intramuscular (im), a fin de
conocer sus respuestas normales;
15 dias después fueron distribuidos,
completamente al azar, en dos gru-
pos: A, constituido por 6 individuos,
quienes recibieron por via oral y
cada 8 horas 100 mg de Sulpiride ®
(N-etil - 2 - (2 - metoxi - 5 - sulfona-
mido - metil) - pirrolidina), a fin de
inducirles hiperprolactinemia y el
grupo B, constituido por los 5 indi-
viduos restantes, con hipoprolacti-
nemia inducida mediante la admi-
nistracién por via oral y cada 8 ho-
ras de 1,25 mg de bromocriptina ®
(mesilato de 2-Br-a-ergocriptina).
Ambos tratamientos se administra-
ron durante 8 dias y al 5° dia se re-
piti6 la prueba de estimulacién con
GCh, a fin de evaluar el efecto de las
variaciones de los niveles séricos de
la PRL sobre dicha estimulacién.

Prucba de estimulacién con GCh
Esta prueba se realizd en la si-
guiente forma: después de la extrac-
cién de una muestra de sangre se
administraron 2.000 UI de GCh, por
via im, y posteriormente se tomaron
muestras a las 24 y 72 horas de in-
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yectada la gonadotropina. Las
muestras de sangre se extrajeron
entre las 9 y 11 de la mailana, to-
mando en cuenta las varlaciones
circadianas que caracterizan a la se-
crecion de testosterona y de PRL (8,
35). Los sueros obtenidos fueron
fraccionados y mantenidos a -20 °C.
hasta el momento de las determina-
ciones hormonales.

Determinaciones hormonales

Se determinaron las concentra-
ciones séricas de las siguientes hor-
monas: Luteinizante (LH), Foliculo
Estimulante (FHS), PRL, Testostero-
na y Estradiol por métodos de ra-
dioinmunoanélisis (RIA), usando
material comercial. Todas las mues-
tras se procesaron por duplicado en
un mismo RIA para reducir al mini-
mo las variaciones inter-ensayo.

Anilisis estadistico

El andlisis de los resultados,
expresados como promedios ES de
las concentraciones séricas de las
hormonas o de los porcentajes de
respuesta de la T y de E2, se realizd
mediante la prueba del "t de Stu-
dent" para datos apareados o com-
paracién de medias de diferentes n.

RESULTADOS

Los valores séricos basales de
las hormonas hipofisiarias y de los
esteroides gonadales de los 11 indi-
viduos estudiados antes de inducir
variaciones en los niveles de PRL, se
muestran en la Tabla I, y estuvieron
dentro de los limites considerados
como normales segin la metodolo-
gia usada para la cuantificacién de
los mismos.

TABLA I
NIVELES SERICOS BASALES DE LH, FSH, TESTOSTERONA Y ESTRADIOL
ANTES Y DESPUES DE LA INDUCCION DE HIPER O HIPOPROLACTINEMIA, EN

HOMBRES SANOS
Grupo PRL LH FSH Testosterona Estradiol
(N° de ng/mL mUI/mL mUl/mL ng/mL pg/mL
individuos)
Cc(mtrol 85+09 188+2,8 6,5+06 9.2+0,4 455+ 4.4
11)
Hiperpro- 35,6+ 3,6*** 35,6+9,0* 6,0+ 0,8 g3+186 4652+ 4.4
lactinemia
(6)
Hipopro- 2,1+ 0,2%* 19,6+ 67 6,0+ 09 72+04* 493166
lactinemia

(6)

Los resultados se expresan en promedio + ES,

* Significativamente mayor del valor control (p < 0,01).
** Significativamente menor del valor control (p < 0,008).
sss Significativamente diferente del valor control (p< 0,0001).
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En la Fig. 1 se muestra el efec-
to de la administracién de 2.000 UI
de GCh sobre los niveles basales de
testosterona y estradiol en los 11 in-
dividuos, antes de recibir algiin tra-
tamiento. Los niveles séricos de tes-
tosterona fueron significativamente
mas elevados a las 24 h después de
administrada la gonadotropina
{p<0,0025), sin embargo, la maxima
elevacién se detect6 a las 72 h post-
estimulacién (p < 0,0001).

En cuanto a los niveles séricos
de E2 también se incrementaron
con la administracién de la GCh,
pero la maxima elevacién se observd
a las 24 h, manteniéndose ain ele-
vados significativamente a las 72 h

- D Basal 0. i
" 824 Horas 190+
12- B72 Horas 160- -

Testostsrona (ngiml )

(p < 0,0001), en relacién con los ni-
veles basales.

En la Fig. 2 se muestran las
variaciones ocurridas en los niveles
séricos de las hormonas hipofisia-
rias durante la prueba de estimula-
cién con GCh {(control). Como puede
observarse, la LH sérica present6
valores altos a las 24 h (p < 0,0001),
disminuyendo después a las 72 h,
aun cuando todavia fueron signifi-
cativamente mayores (p < 0,01} que
los obtenidos en las condiciones ba-
sales. La FSH sérica descendi6 des-
pués de la administracion de la
GCh, siendo a las 72 h significativa-
mente menor (p < 0,0001) en rela-
cién con el valor basal, Por 1ltimo,

Estradiol (pg/mi)

= 3533385

Fig. 1. Efecto de la administracién de la GCh sobre los niveles séricos de los este-
roides gonadales en hombres sanos.
Los resultados se expresan en promedios + ES. Significativamente mayor
que el nivel basal: *p < 0,0025; ** p < 0,0001.
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Fig. 2. Variaciones de los niveles séricos de hormonas hipofisiarias durante la
prueba de estimulacién con GCh en hombres sanos, antes (control) y des-
pués de la hiper o hipoprolactinemia inducida. '

Los resultados se presentan en promedios + ES. Significativamente mayor a
tiempo O: *p<0,01; ** p<0,005; *** p<0,0025; **** p<0,0001,
Significativamente menor que a empo 0: ° p<0,025; °°p<0,0001.
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la PRL sérica no experiment6 varia-
clones significativas durante la
prueba de estimulacién con GCh.
Los valores de PRL sérica se
modificaron con los tratamientos de
sulpiride y bromocriptina. En los 6
individuos tratados con la primera
droga mencionada el promedio de la
PRL sérica fue de 35,6 +3,5 ng/mL,
valor significativamente mas elevado
que el promedio basal de 8,5 + 0,9

ng/mL (p < 0,0001). Por el contra-
rio, la administracién de 1,25 mg de
bromocriptina cada 8 h, a los 5 indi-
viduos restantes les indujo una re-
duccibén significativa de la PRL séri-
ca al 5° dia de estar recibiendo la
droga (p < 0,0001) (Tabla I).

En los individuos con hiperpro-
lactinemia inducida, se observé un
aumento significativo de la LH sérl-
ca (p <0,01), mientras que en el gru-

0 Antes de la
::7 induccién de la
8 - hiperprolactinemia
3 :: " [ Durante la
0+
23 ",
3 4
® .
808 -
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- ‘“'
3
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i
2
3
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) 24 hs 72hs

Fig. 3. Efecto de la hiperprolactinemia inducida sobre la respuesta de los esteroi-
des sexuales a la estimulacién con GCh.

Los niveles basales, antes de la administracién de la GCh, fueron conside-
rados como ¢l 100%. Los resultados se expresan como promedios + ES,
* Significativamente mayor que el valor control {p< 0,01).
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po con hipoprolactinemia, se obser-
v6 una disminucién significativa de
la testosterona (p < 0,005). Por otro
lado la FHS y el estradiol no se mo-
dificaron con las variaciones de la
PRL sérica.

En la Fig. 3 se puede observar
que la hiperprolactinemia inducida

con sulpiride, no modifico la res-
puesta de la testosterona a la GCh,
sin embargo, en este grupo de suje-
tos se produjo una disminucién sig-
nificativa del estradiol a las 24 ho-
ras post-inyeccién de la gonadotro-
pina (p < 0,01).

200+ *
180+
1804
140+
120-
100-
20-
504
404
204
0

% de Respuesta de
la testosterona

O Antes de ia
induccién de
hipoprolactinemia

Bl Durante la
hipoprolactinemia

I
55 =
e 3

24 hs

72hs

Fig. 4. Efecto de la hipoprolactinemia inducida sobre la respuesta de los esteroides
sexuales a la estimulacién con GCH.
Los niveles basales, antes de la administracién de la GCH, fueron conside-
rados como el 100%. Los resultados se expresan como promedios + ES.
* Significattvamente mayor que el valor control (p< 0,01).
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La disminucién de la PRL séri-
ca inducida por la bromocriptina en
hombres sanos, produjo una res-
puesta mayor de la testosterona sé-
rica a la GCh, tanto a las 24 como a
las 72 h después de su administra-
cion (p < 0,01) sin modificar la res-
puesta del estradiol sérico (Fig. 4).

Los niveles séricos de la LH y
de la FSH, en los individuos con hi-
per o hipoprolactinemia inducida,
mostraron un patrén similar al ob-
tenido durante el periodo control de
la prueba de estimulacién con GCh
antes del tratamiento con sulpiride
o bromocriptina (Fig. 2).

DISCUSION

Los niveles séricos basales de
las diferentes hormonas cuantifica-
das en todos los individuos antes de
inducirseles la hiper o hipoprolacti-
nemia, se encontraron dentro de los
limites considerados como normales
de acuerdo a la metodologia utiliza-
da para las cuantificaciones hormo-
nales correspondientes.

En relacién con la respuesta de
las células de Leydig a la GCh, se
observé diferencia en cuanto a la
respuesta de la testosterona y del
E2. Es de notar que la testosterona
alcanz6 su nivel maximo a las 72 h,
mientras que el E2 lo hizo a las 24
h, disminuyendo a las 72 h, aun
cuando sus niveles séricos a este
tlempo eran todavia significativa-
mente mayor que los basales (Fig.
1). Estos resultados son similares a
los obtenidos por otros investigado-
res, quienes han reportado, aun

usando otras dosis de GCh, una ele-
vacién méaxima de la testosterona
sérica entre las 72 y 96 h después
de la administracién de la gonado-
tropina (2, 14, 22, 24, 25) con un
aumento precoz en el E2, el cual se
presenta generalmente a las 24 h
(12, 25). A pesar de que se han utili-
zado diversos esquemas de adminis-
tracién de la GCh por distintas
vias, cuantificando distintos esteroi-
des y utilizando diversas dosis de la
hormona (3, 14, 21, 25, 29), el pro-
tocolo utilizado en la presente inves-
tigacién parece ser suficlentemente
eficaz para valorar el estado funcio-
nal de las células de Leydig en el
hombre.

En relacién con las gonadotro-
pinas hipofisiarias durante la prue-
ba con GCh, el incremento en las
concentraciones de LH observado
tanto a las 24 como a las 72 h post-
estimulacién con la GCh, quizas es
debido a la persistencia de concen-
traciones séricas de ésta 1ltima hor-
mona, puesto que el antisuero utili-
zado para la determinacién de la LH
presenta una reaccién cruzada del
100% con la GCh. Para dilucidar
este punto, es necesario utilizar en
el futuro un anticuerpo especifico
contra la subunidad 8 de la GCh.

Un hecho interesante fue la
marcada disminucién de la FSH sé-
rica observada a las 72 h después
de la administracién de la GCh, lo
cual también ha sido reportado por
Martikainen (26) y Reiter y col (34).
Este hallazgo podria deberse a va-
rlas razones: en primer lugar a la
existencia de mecanismos diferentes
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en la secrecibn de FSH y LH, tal
como ha sido sugerido por Viichez-
Martinez y col (38); a una inhibicién
diferencial por parte de los estroge-
nos sobre las gonadotropinas, sien-
do mas sensible a la FSH (20, 26), o
finalmente a que la regulacién de la
LH y FSH tiene un control diferente
en el macho, donde la testosterona
es capaz de inhibir ambas gonado-
tropinas (37).

A pesar de que en esta investi-
gacién no se evidenciaron alteracio-
nes de la PRL sérica durante la
prueba de la GCh, se ha reportado
un cierto incremento de esta hormo-
na durante ella (26). Posiblemente la
dosis baja de gonadotropina utiliza-
da no alter6 los niveles séricos de
PRL.

Como era de esperarse, la ad-
ministracién de sulpiride y de bro-
mocriptina incrementé y disminuy6
los niveles séricos de PRL respecti-
vamente al 5° dia de tratamiento.

La elevaci6on significativa de la
LH sérica en los individuos con hi-
perprolactinemia  inducida, ain
cuando estd de acuerdo con lo re-
portado por Dunkel y Huhtainiemi
(11) en pacientes hipogonadales hi-
pogonadotrépicos, difiere de los ha-

llazgos obtenidos por otros investi--

gadores, los cuales han encontrado
una LH normal en conejos (32) o
una disminucién de esta gonadotro-
pina en otras especles estudiadas
{10, 18). Una explicacién probable
de este hecho es la dosis y la dura-
cién del tratamiento agudo con sul-
piride; es decir, en estados de hiper-
prolactinemia puede existir, en un
primer momento, un aumento de la

LH el cual se normalizaria y ain
disminuiria en el transcurso del
tlempo al prolongarse el tratamiento
hiperprolactinémico.

La administracién de bromo-
criptina no s6lo disminuyé los nive-
les séricos basales de PRL, sino
también los de testosterona. Ello in-
dica que el testiculo, ante una PRL
baja, responde con una menor pro-
duccién de testosterona frente a ni-
veles normales de LH; esto confirma
el postulado gue la prolactina es si-
nérgica con la LH en la estimulacitn
normal de la esteroidogénesis testi-
cular {17).

Los resultados obtenidos en
esta investigacién también indican
que el aumento sérico de la PRL in-
ducido por el tratamiento con sulpi-
ride, no modifica la respuesta de la
testosterona a una dosis Uinica de
GCh pero si disminuye la del estra-
diol. Esto confirma in vivo en el hu-
mano, que la hiperprolactinemia in-
terflere con la esteroidogenésis testi-
cular inhibiendo la actividad de la
aromatasa en las células de Leydig,
lo cual ha sido demostrado in vivo
por otros autores (28, 30).

Por otro lado, la hipoprolactine-
mia inducida por bromocriptina, in-
crementd la respuesta de la testos-
terona a la GCh, no modificando la
del estradiol. Aiin cuando el trata-
miento con la bromocriptina dismi-
nuy6 los valores basales de testoste-
rona, indicando la pérdida del efecto
tréfico de 1la PRL sobre la esteroido-
génesis testicular, este efecto fue re-
vertido por la GCh. Este resultado,
contrasta con lo reportado por otros
autores tales como Grizard y col
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(16), quienes no encontraron ningu-
na disminucién de la respuesta de
la testosterona a la GCh, e incluso
con los resultados de Oseko y col
{(29), quienes reportan una disminu-
cién de dicha respuesta. Las discre-
pancias con esta investigacién tal
vez obedezcan al esquema del trata-
miento y de la dosis de GCh utiliza-
da. No hay que olvidar un posible
efecto directo de la bromocriptina
sobre las células de Leydig (1, 16).

Durante la estimulacién con
GCh, los valores séricos de las gona-
dotropinas tanto en los individuos
con hiper o hipoprolactinemia se
comportaron de una manera similar
a la observada durante el periodo
control. Sélo los valores séricos de
los sujetos tratados con sulpiride,
que estaban elevados antes de la
prueba, aumentaron un poco, aun-
que no en forma significativa a las
24 y 72 h después de la administra-
cién de GCh. Esto podria explicarse
por el efecto del mismo sulpiride ad-
ministrado durante los dias de la
prueba con GCh.

En conclusién, una dosis tinica
de 2.000 Ul de GCh administrada
por via im es suficlente y efecttva
para valorar la funcién de las célu-
las de Leydig, la cual se expresa con
un incremento méximo del estradiol
sérico a las 24 h y de la testosterona
a la 72 h después de su administra-
cién; la induccién de hiperprolacti-
nemia aumenta la LH basal y dismi-
nuye el aumento del estradiol en
respuesta a la estimulacién con
GCh, mientras que la hipoprolacti-
nemia inducida disminuye los nive-

les basales de testosterona, pero au-
menta su respuesta a la GCh.
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