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Introduccion

La unién de las hormonas gonadotrdficas a sus receptores particulados
se ha demostrado que ocurre con alta especificidad y afinidad (1, 5, 19). Sin
embargo, muy poco se sabe todavia acerca de los detalles moleculares de esta
interaccion. Se asume generalmente que la unién de las gonadotrofinas a los
receptores particulados ocurre via una simple reaccién bimolecular: Hor-
mona + Receptor < (Complejo Hormona — Receptor). De acuerdo a este
esquema, la hormona ocupa reversiblemente su sitio receptor en la membrana
de la célula blanco e inicia una cadena de reacciones que culminan en una
respuesta bioldgica adecuada; la afinidad de la hormona por el receptor se
considera que es un valor constante (para revision, ver ref. 17).

El presente estudio confirma ciertas caracteristicas de la reaccién que
no pueden ser resueltas adecuadamente, por un simple modelo de interaccién
bimolecular de equilibrio rapido. Asf, se encontré que los parimetros de
unién (constante de disociacion, Kd y el niimero de sitios de unién, Bmax) son
altamente dependientes del volumen de la mezcla de incubacién. Ademis, se
demuestra que la consideracién de este efecto de dilucién es indispensable
para la correcta interpretacién de algunos estudios de unién que se discuten.

Materiales y Métodos

Los animales usados fueron ratas machos adultas de 200 a 300 gramos de peso. Fueron
alimentadas ad libitum y mantenidas en un ambiente de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Las
ratas fueron sacrificadas por decapitacion inmediatamente antes de su uso.

Na'*1 fue obtenido de New England Nuclear y la hormona gonodotrofina coriénica
humana (hCG) altamente purificada (CR 121; 13450 I.U./mg.) fue un obsequio del Dr.
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V. K. Brarra del Medical College of Georgia. Otros reactivos fueron de grado analitico o
para analisis.

La iodinizacién de la hCG fue llevada a cabo por el método de la cloramina T (9),
modificado para permitir la retencién de la actividad biolégica de la hormona (2). La
separacién de la hCG de los otros compuestos quimicos fue obtenida por filtracién en gel a
través de Sephadex G-100. La actividad especifica y la recuperacién de la hormona marcada,
calculada usando el método descrito por GREENWoOD y col. (9), fue de 15—18 uci./ug. La
hCG marcada fue diluida hasta una concentracién final de 7.5 %X 1074 moles (2.5 ng.) de
hCG por 50 ul. de buffer fosfato 0.01 M pH 7.5 que contiene 5 mM MgCl,, 0.1 M sucrosa y
0.1 % (p/v) de albimina de huevo (denominando de aqui en adelante como buffer albiimina-
fosfato).

El homogenizado testicular como fuente de receptores particulados fue preparado de la
forma descrita en otros trabajos (18). Brevemente, los testiculos fueron decapsulados y homo-
genizados en un triturador de tejidos (Arthur L. Tromas Co. Philadelphia, PA) usando un
piston de teflon, a razén de 2 ml. de buffer albdmina-fosfato por gramo de tejido y filtrado
a través de una capa de gasa. El filtrado fue centrifugado a 1.500g. por 10 min a 4 °C el
sobrenadante se descartd. El precipitado fue centrifugado nuevamente a 20.000 g. por 10 min
a 4 °C para remover ¢l exceso de buffer, se pesé y resuspendié en buffer albimina-fosfato
hasta una concentracién final de 1 g. de precipitado por 10 ml. de buffer.

Los estudios de unién se llevaron a cabo usando 2.5 ng. de 'I-hCG y 10 mg. de peso
neto de homogenizado testicular en presencia y ausencia de 0, 1, 2,5, 5, 10, 20, 30, 50, 75
y 100 ng. de hCG no marcada (3, 18). Los diferentes volimenes de reaccién se alcanzaron
agregando buffer albimina-fosfato. La mezcla de reaccién fue incubada a 37 °C por 2 h en
un bafio metabélico con oscilacién. Al final del perfodo de incubacién, los tubos se centri-
fugaron a 1.500 g. por 10 min a 4 °C y el sobrenadante fue decantado. Los tubos conteniendo
los precipitados provenientes del tejido fueron invertidos sobre papel adsorbente en una gra-
dilla y mantenidos a 4 °C durante 30 min; luego se les determind la radioactividad en un
contador gamma In-V-Tron 2000 (Nuclear Medical Laboratories Dallas, Texas).

Los resultados fueron analizados substrayendo la unién no especifica de acuerdo al
método descrito en trabajos previos (6, 18). Para el andlisis se asumié una reaccién bimole-
cular: (H) + (R) Z (H.R) en la cual (H) es la concentracién de la hormona libre, (R) es
la concentracién de receptores no ocupados, y (H.R) es la concentracién del complejo hor-
mona-receptor (17). Para la estimacién del nimero de receptores (Bmax) y de la constante
de disociacién (Kg) los resultados de unién se analizaron por el método de Scarcharp (20)
y de LINEWEAVER-BURK (14), de acuerdo con procedimientos descritos en la literatura (11,
18, 21). La unidn inespecifica fue menos del 5 %o de la unién total.

El factor inhibidor presente en el extracto testicular fue obtenido por el método de
REICHERT y ABou-Issa (15). Los testiculos fueron decapsulados y homogenizados a razén
de 1 g. de tejido por 1 ml. de buffer albtmina-fosfato. El homogenizado fue filtrado a través
de una capa de gasa y centrifugado a 12.000 g. por 60 min a 4 °C. El sobrenadante fue en-
tonces centrifugado a 105.000 g. por 60 min. Finalmente, el sobrenadante resultante de esta
altima centrifugacién se usé para experimentos de inhibicién de la unién de hCG.

Resultados

Una tipica curva de unién de hCG a tejido testicular se ilustra en la
Fig. 1. La reaccién se llevé a cabo incubando 10 mg. de homogenizado testi-
cular con 2,5 ng. de hCG marcada radioactivamente y con concentraciones
crecientes de hormona homdloga no marcada en un volumen de 1 ml. por 2 h
a 37 °C. La curva de inhibicion obtenida (recuadro, Fig. 1) fue luego trans-
formada en una curva de saturacion y posteriormente analizada por la ecuacién
de Scatchard de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos (Fig. 1). Se
obtuvo un valor de K4 igual a 1,62 X 107" M y un valor de Bmax de
0,173 ng./mg. peso himedo, los cuales fueron comparables a los pardmetros
de unién de las gonadotrofinas a sus receptores reportados por otros inves-
tigadores (8, 10, 13). El andlisis por la ecuacién de LINEWEAVER-BURK (14)
di6 valores de Kd y de Bmax similares a los obtenidos por el método de Scat-
CHARD (20) (resultados no mostrados). La relatividad de estos valores, sin
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embargo, quedd claramente en evidencia cuando los ensayos se hicieron bajo
las mismas condiciones experimentales descritas en la Fig. 1, pero con la
excepcién de que en lugar de 1 ml. de volumen de incubacién, se ajustd la
cantidad de buffer de manera que se obtuvieran distintos volimenes finales
de reaccién (250—2000 ul.). La Fig. 2 muestra los resultados de los andlisis
de ScaTcHARD obtenidos después de normalizar los valores a ng. por ml. en
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estos experimentos. Contrario a lo esperado segin lo establecido por un
modelo de unién bimolecular, se observé que la pendiente de las curvas (cons-
tante de afinidad, Ka; o su valor reciproco, Kd) cambio en funcién de la
dilucion de la reaccién. De esta manera, a mayor volumen de buffer agregado
a la mezcla de reaccién, mayor fue la afinidad demostrada por el sistema
hormona-receptor (Fig. 2). Cuando los resultados se expresaron como ng. de
hormona unida por mg. de tejido testicular (convirtiendo los valores de la
abscisa de la Fig. 2 a mg. de tejido) con el objeto de obtener los correspondientes
valores de Bmox para cada curva, se observé que este pardmetro disminufa a
medida que aumentaba el volumen de incubacién. Asi, a un volumen de 250 ul.
s B un. valae de Bumax de 0,200 ng./mg., v a un volumen de 2.000 ul.,
un valor de 0,143 ng./mg. de tejido. Estos experimentos indican quela diucion
de la reaccién induce la pérdida de sitios receptores a hCG presentes en el
tejido testicular. La Tabla 1 resume estas observaciones considerando ambos
parametros de unidn.

Tabla 1
Efectos del volumen de reaccién sobre la constante de disociacidén (Kg) y el nGmero de
receptores (Bmax)™

Volumen de reaccion Kyq Brzi
(ml) (10719 M) (ng/mg tejido)
0.25 3.48 0.200
0.50 2.24 0.189
1.00 1.62 0.173
2.00 1.19 0.143

* Los resultados representan la media de experimentos duplicados.

La demostracion de los efectos de dilucién en la interaccidn de 21-hCG
con sus receptores, nos llevaron a reevaluar algunas de nuestras observaciones
preliminares, asi como el estudio reciente de otros investigadores (15) en
relacién a la inhibicién de la unién de gonadotrofinas a receptores gonadales
mediante un factor extraido del testiculo de rata. En este contexto, nuestro
interés era obtener informacidn acerca de su mecanismo de inhibicién. Con
este propdsito se disefiaron tres tipos de experimentos. El primero consistié
en la incubacion de 10 mg. de homogenizado testicular (100 ul.) con 1,25 ng.
de "*3I-hCG (25 pl.) en la ausencia (experimento control) y presencia de 200 ul.
del extracto testicular que contiene el factor inhibidor, preparado segtn se
describe en Materiales y Métodos (Experimentos 1 y 2, Tabla 2). El volumen
final fue de 1 ml. y la mezcla de reaccidn se incubd por 2 h a 37 °C, después
de lo cual los tubos se centrifugaron y se procesaron para determinar la radio-
actividad en los precipitados resultantes. Se encontré que la cantidad de ex-
tracto testicular ensayada, tuvo la capacidad de inhibir la unién de '#I-hCG
en un 40 % (P < 0,0005) respecto a su control (comparar Experimentos 1 y 2,
Tabla 2).

El otro tipo de experimento consisti6 en incubar, en una primera etapa,
10 mg. de homogenizado con 1,25 ng. de *»*I-hCG para permitir la formacién
del complejo. Enseguida los tubos se centrifugaron y los precipitados resultantes
se lavaron con 1 ml. de buffer albimina-fofato para eliminar el exceso de
hormona marcada. Los precipitados se resuspendieron y se incubaron nueva-
mente, esta vez en la ausencia (experimento control) o presencia de 200 pl.
de extracto testicular con el objeto de evaluar el efecto del inhibidor sobre
el complejo hormona-receptor preformado (Experimentos 3 y 4, Tabla 2).
Tanto la primera como la segunda incubacién se hicieron a 37 °C por 2 h
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Tabla 2
Efectos del inhibidor extraido de testiculo de rata sobre la interaccién 125I-hCG con receptores
testiculares

£ . Mezcla de Adiciones a la o de disminucién
AR la primera Lavado mezcla de la CPM unidas?® )
mento , . . L, en CPM vs. control
incubacidn segunda incubacion
1.-. | Homogenizado + No Ninguna 4604 = BO
12%- hCG
; 40 /o
2- Homogenizado + No Ninguna 2766 + 15 (P <0.0005)"
1251 hCG .
Inhibidor
3.- Homogenizado + Si Solo Buffer 3750 + 107
251 hee 12 s
b
4L- | Homogenizado « Si Inhibidor 3298 + 180 (P >002)
125 . heo
8- Homogenizado + Si 1251 . hCG 5004 =+ 48
Buffer 35 %
b
6.- | Homogenizado « Si 1285 - heo 3260 + 81 (P <0.0005)
Inhibidor
7.- Homogenizado + Si Ninguna 3637 £ 110
125)-hce

@ Los resultados representan la media £ S. E. de tres experimentos. ® Los valores de P se
obtuvieron utilizando el andlisis t de Student para datos no apareados.

en un volumen final de 1 ml. con buffer albimina-fosfato. Los tubos fueron
luego centrifugados y los precipitados procesados para la determinacién de
radioactividad. Los resultados indicaron que el factor inhibidor afectaba la
disociacion del complejo sélo en 129 con respecto a su control incubado
con buffer en lugar del inhibidor durante la segunda incubacién (comparar
Experimentos 3 y 4, Tabla 2). Los analisis estadisticos demostraron que esta
diferencia no fue mgmﬁcatwa (P > 0,02).

El tercer tipo de experimento fue disefiado para investigar el efecto del
inhibidor sobre la formacién del complejo hormona-receptor. En este caso,
los receptores se incubaron primero con el inhibidor; luego éste se eliminé
por lavado y se hizo una segunda incubacién en presencia de la hormona
marcada (Experimento 6). En el control (Experimento 5), los receptores fueron
incubados con buffer en lugar de inhibidor durante la segunda incubacién.
Se observé que el factor inhibidor podia impedir la unién de hCG a los
receptores, aun después de removerlo del sistema de incubacion (35 %; P <<
0,0005), sugiriendo que la inhibicién se ejercia esencialmente a nivel de la
formacién del complejo hormona-receptor. Esta observacion descartaba ademas,
la posibilidad de que el extracto testicular pudiera afectar directamente a la
hormona.

Considerando los resultados de la Tabla 2 en su conjunto, se observéd
también que el experimento control de los estudios de disociacién (Experimen-
to 3) presentaba un valor de radioactividad apreciablemente menor que los
otros experlmento:; controles (Experimentos 1 y 5), con un porcentaje de
disminucién de aproximadamente 20 %o (P << 0,001; comparar Experimentos
ly 3) Esta diferencia pudo deberse a los efectos de dilucién sobse la inter-
accxon hormonareceptor como se describiera anteriormente ya que la dismi-
nucion de radioactividad en el Experimento 3 parece ser consecuencia de las
incubaciones y del lavado de la reaccidn, los cuales no se hicieron en el Ex-
perimento 1. Ademds se encontrd que estos efectos eran intrinsecos a la

32%
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reaccion hormona-receptor porque en el caso de incubar los receptores en
ausencia de hCG, y luego de lavarlos, no se apreciaba ningtin cambio signi-
ficativo en la capacidad de unién de los receptores por la hormona (comparar
Experimentos 1y 5). Esta interpretacion fue apoyada también por la evidencia
adicional de que una vez que el tejido interaccionaba con la hormona, el
lavado por si sélo era capaz de reducir la capacidad de union (Expenmento 7}

Discusién

Este estudio demuestra que la determinacidon del niimero de sitios recepto-
res a LH/hCG y de su constante de afinidad son afectados por la dilucién de
la reaccién. Se encontré que los valores de Kd y de Bmox disminuyen con el
aumento en el volumen de reaccidn, una condicién que no estaria de acuerdo
con los prmuplos de un modelo bimolecular de equilibrio tipo asociacion-
disociacién para la reaccién entre hCG receptores testlculares, que asume
un valor constante para cada uno de estos parametros de unién (17). Estos
resultados, por lo tanto, cor;fuman las observaciones del efecto del volumen
de reaccion sobre la unién de las gonadotrofinas a sus receptores (3) y se
suman a las evidencias de otras irregularidades del modelo clasico de reaccion
de equilibrio rdpido que se han descrito en el caso de unién de gonadotrofinas
y de otros sistemas ligando-receptor; entre esas 1rregular1d1des destacan las
evidencias de una aparente irreversibilidad de la reaccidén y el efecto de la
concentracion de receptor sobre la afinidad por la hormona (4, 6, 7, 12, 22).
Parece ser, por lo tanto, que se requieren mas antecedentes experimentales antes
de establecer definitivamente el mecanismo de la interaccién hormona receptor.
Mientras tanto, el uso del modelo de equilibrio rdpido deberia hacerse con
precaucion.

Las implicaciones derivadas de estos resultados fueron aplicadas al analisis
de nuestros estudios preliminares sobre un factor inhibidor de la unién de
LH/hCG a receptores testiculares, extraido de testiculo de rata. Observaciones
previas (submitidas para publicacién al Biology of Reproduction) indicaban
que este factor era termoestable (bano a 100 °C por 30 min), no era de
naturaleza proteica o esteroidal, no tenfa reactividad inmunolégica cruzada
con rLH y presentaba un peso molecular menor de 12.000 daltones, lo cual
sugeria que sus propiedades fisicoquimicas eran parecidas a un inhibidor de la
union de FSH extraido de testiculo de rata, descrito por REICHERT y sus cola-
boradores (15). También habfamos observado que el factor inhibia la unidn
de LH/hCG a receptores particulados de una manera dosis-dependiente. En
este trabajo demostramos que el extracto testicular afecta la formacion del
complejo hCG-receptor y no la disociacién del complejo hCG-receptor. REi-
CHERT y col. (15) han reportado que el inhibidor de la unién de FSH extraido
de testiculo de rata, y un inhibidor similar obtenido de suero humano (16)
tendrian un efecto mayor sobre la formacién del complejo hormona-receptor
que a nivel de su disociacién. Seria interesante establecer si el inhibidor
estudiado por nosotros es diferente del inhibidor testicular descrito por REi-
cHERT y col. (15); en cualquier caso, el presente estudio demuestra que su
cfecto sobre la disociacidén no sélo es menor, sino que no es estadisticamente
diferente del experimento control correspondiente (Tabla 2). Nuestros resul-
tados, por lo tanto, sugieren que el factor inhibidor de la unién de LH/hCG
ejerce su accion pr1nc1palmente si es que no completamente, a nivel de la
formacién del complejo hormona-receptor.

Lo mas relevante en este aspecto es que la no consideracion del efecto de
dilucién hubiera conducido a una interpretacidn diferente de los resultados.
En efecto, de haberse tomado como referencia las condiciones en las cuales
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se obtiene la maxima formacién del complejo hCG-receptor (Experimento 1,
Tabla 2), se habria encontrado que el factor inhibidor tendria un efecto signifi-
cativo sobre la disociacién del complejo (28 /o, P << 0,001; comparar Experi-
mentos 1 y 4, Tabla 2).

El anélisis detallado de experimentos similares realizados por REICHERT
v col. (16) usando un inhibidor extraido de suero humano, también indico
una reduccién de aproximadamente 20 %o en la cantidad de hormona unida
a los receptores, después de someter los homogenizados a la incubacién con
hormona y al lavado (Tabla 2, Referencia 16). Llama la atencion, sin embargo,
que esta observacion no es mencionada por esos autores. Nuestros resultados,
por el contrarlo sugieren la importancia de considerar los efectos de dilucion
de la reaccion que ocurren cuando se usan volimenes de reaccién grandes
(Fig. 2), 0 cuando se lava la preparacién de receptores después de completada
la reacciéon de unién con la hormona (Tabla 2). La vahdez de estas obser-
vaciones utilizando otros sistemas ligandoreceptor se estd investigando actual-
mente en nuestro laboratorio.

Resumen

Este trabajo demuestra que la estimacidn del nimero de sitios receptores
testiculares (Bmax) a LH/hCG y de su constante de disociaciéon (Kd) son afec-
tados por la dilucién de la reaccidén. Las implicaciones de estos resultados
fueron consideradas en relacién a los estudios de un factor inhibidor de la
unién de LH/hCG a receptores gonadales, obtenido de un extracto acuoso de
testiculo de rata. Se demostré que después de corregir el efecto de dilucidén pro-
ducido por la incubacién y el lavado de la reaccién, 200 yl. del extracto testi-
cular era capaz de inhibir la formacion del complejo de hCG-receptor en un
35 %o (P << 0,0005). La no consideracién del efecto de dilucién hubiera con-
ducido a la interpretacién, que el factor inhibidor ejercia también un efecto
significativo sobre la disociacidon de dicho CO['ﬂplEJO (28 %o, P << 0,001). Estas
observaciones fueron inherentes a h reaccion hormona-receptor ya que en la
ausencia de hCG, no se detectd ningin efecto por la incubacion o por el lavado
sobre la preparaciéon de receptores. Se enfatiza, _por lo tanto, la importancia
de considerar los efectos de diluci6n de la reaccién que ocurren cuando se usan
voltimenes de reaccién grandes, o cuando se lava la preparacion de receptores
una vez completada la reaccién de unién con la hormona.
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Zusammenfassung

Wechselwirkungen zwischen testikuliren Gonadotropin-Rezeptoren
bei der Ratte und menschlichem Choriongonadotropin:
Einfluff der experimentellen Verdiinnung

Die Schitzung der Anzahl testikulirer Rezeptoren fiir die Bindung von
LH/HCG bei der Ratte (Bmox) und die Dissoziationskonstante (Kd) sind
abhingig vom Reaktionsvolumen des Testansatzes. Ursache fiir dieses Phino-
men ist ein Faktor, der aus dem Uberstand (105,000 g) eines Ratten-Hodenex-
traktes gewonnen werden kann und der bei der Bildung des Hormon-Rezep-
tor-Komplexes zu interferieren vermag. Werden keine Korrekturen beziiglich
der Verdiinnung gemacht, so resultiert durch diesen Faktor auch ein signifikan-
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ter Einflufl auf die Dissoziation des Komplexes (p << 0,001). Aufgrund dieser
Beobachtungen ergibt sich die Notwendigkeit, bei Gonadotropin-Bindungs-
Assays durch addquate Kontrollen den Verdiinnungseffekt zu korrigieren.

Summary

Interaction of rat testicular receptors
with human chorionic gonadotrophin:
Experimental implications of the effects of dilution

The effects of reaction volume and washing upon the binding of human
chorionic gonadotrophin (hCG) to rat testicular receptors were studied. It was
demonstrated that the number of detectable hormone-binding sites (Bmax) and
the apparent equilibrium dissociation constant (Kd) were highly dependent
upon the reaction volume in which the binding assays were carried out. Thus,
the results suggest that caution be exercised in the application of the rapid
equilibrium model as a true representation of the actual binding interaction
between gonadotrophins and particulate receptors. These findings prompted
us to re-examine the studies with respect to a factor obtained from a
105,000 g. supernatant of rat testis which inhibits hCG binding to gonadal
receptors. It was revealed that after correction for dilution of the binding
reaction, the binding inhibitor prevented hCG binding principally, if not
entirely, by interfering with the formation of the hormone-receptor complex.
However, if no such corrections were made, then the binding inhibitor also
appeared to exert a significant effect upon dissociation of the complex (28 p%o;
P << 0.001). Our results, therefore, emphasize the need to introduce the appro-
priate controls to correct for the dilution effects occurring during gonadotro-
phin-binding assay studies.

Résumé

Interactions des récepteurs testiculaires
du rat avec la gonadotropine chorionique humaine:
Implications expérimentales des effets de dilution

L’évaluation du nombre des récepteurs testiculaires pour la liaison de LH/
HCG chez des rats (Bmax) et la constante de dissociation (Kd) dépendent du
volume de réaction de la disposition du test. L’origine de ce phénoméne est un
facteur qui peut étre obtenu a partir du surnageant (105000 g) d’un extrait
testiculaire de rat et qui pourrait interférer lors de la formation du complexe
hormone-récepteur. Si des corrections concernant la dilution ne sont pas faites,
il en résulte par ce facteur une influence significative sur la dissociation du
complexe (p << 0,001). Il est nécessaire sur la base de ces observations lors
d’essais de liaison de la gonadotropine de corriger I'effet de dilution par des
contrdles adéquats.
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