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RESUMEN.

Para evaluar los gradientes de Percoll adecuados para separar células de
Leydig en caprines, estimular mediante hCG Ia produccién de testosterona en células de
Leydig en cultivo y estimar mediante los niveles de testosterona el porcentaje de células
aisladas en cada gradiente, se realizé el presente trabajo.

Se utilizaron 5 machos caprinos criollos encasiados de alpinos con peso
promedio de 30 kilogramos. Se recolectaron los testiculos inmediatamente después de 1a
castracion y se colocaran en Solucién Salina Fisiolégica con antibidticos, para cortar I0
gramos de téjido y prepararlo para asignarlo a los dos métodos de separacion de células de
Leydig: a) Mecanico, utilizando un bio-homogenizador de nivel celular; b) Enzimatico,
mediante 1a utilizacion de Tripsina al 0.25% con Verceno 0.1%. Una vez destruido el tejido
para separar las células de Leydig, se procedio a centrifugarse en los siguientes gradientes de
Percoll; 20, 25, 30 y 35% a 3000 rpm/30 minutos.

E! contenido de cada gradiente, se coloco en una caja de cultivo con 2 ml de
Medio 199 con 10% de suero fetal bovino adicionado de antibioticos y se incubo en atmdsfera
al 5% de CO2 durante 24 horas, se procedié a agregar 10 Ul de Gonadotropina Coriénica
Humana (hCG), para inducir la esteroidogénesis y se dejo incubar nuevamente durante 3
horas, después de esto, cada gradiente se centrifugo puevamente a 3000 rpm/30 minutos y el
sobrenadante con 0.5 pl de una solucion saturada de Azida de sodie, se guardd en congelacion
2 -20°C hasta la determinacién de su contenido de testosterona mediante radioinmunoanalisis
con un kit en fase liquida con un error intraensayo menor at 10%.

La evaluacion estadistica se realizé mediante analisis de varianza con areglo
factorial, utilizando el peso testicular de Ia muestra y el porcentaje de ia muestra con respecto
al peso del testiculo como covariables.

Hubo diferencia significativa en cada cabrito (P< 0,0001) y en los gradientes de
Percoll (P< 0.0017).

El efecto entre el testiculo izquierdo 6 derecho para Ia separacion de células de
Leydig en gradientes de Percoll, no tubo diferencia significativa (P>0.05).

Para el efecto del método de separacion célular sobre niveles de testosterona en
cabritos, no existieron diferencias significativas (P>0.05).

Para el efecto de los gradientes de Percoll para la separacion de células de
Leydig en cabritos, se observaron diferencias significativas y se encontrd una tendencia de
mayer concentracion de células de Leydig en la capa superior del tubo en donde no habia
gradiente de Percoll.

La velocidad de centrifugacion parecio ser baja con respecto a los
gradientes de percoll de ahi que la parte mis importante de tejido capaz de secretar
testosterona se almacenari en la superficie de los gradientes de percoll, sin embargo resulté ser
suficiente para que algunas células de Leydig se almacenaran en el gradiente de 35%,
coincidiendo con algunas publicaciones (Moore et al., 1993; Contreras y Ronco, 1994; Frayne
y Nicholson, 1994), sin embargo al no ser significativo, es necesario modificar las velocidades
de centrifugacién incrementdndolas.

El porcentaje y cantidad de tejido testicular obtenido, no afect6 las variaciones
del trabajo, lo que significa que proporciones similares de tejido testicular sano ofrecen
poblaciones homogéneas de células de Leydig para cada especie en particular.

Existié como es natural una variabilidad propia de cada individuo, la cual fue
utilizada como blogue dentro del modelo estadistico para remover variabilidad, por lo que no
puede inferirse sobre esté parametro,

La cantidad de testosterona producida después del estimulo con hCG, es un
indicativo de la presencia de células de Leydig, sin embargo no permite cuantificar la cantidad
de células ya que ne se¢ encontraron datos a cerca de 1a preduccién en cabras, ademas alguna
cantidad de 1a estimada puede provenir de la producida antes del cultivo, por lo que se
propone realizar trabajos para estimar la cantidad de testosterona producida por unidad
celular.




En cuante al método de separacién, tampoco hubo una diferencia significativa
ero si s¢ presento mayor separacion en el método mecanico, por lo que este método a parte de
conomico puede ser util aunque seria importante cuantificar la cantidad de células que
ufririan daiio, asi también es importante comparar el método con celagenasa ya que s¢

nenciona ampliamente en la literatura.
El gradiente de percoll del 35% parecié ser adecuado para separar las células

Je Leydig, sin embargo el valor de 0.47 ng/mi no fue significativo con respecio a ofros
sradientes, por lo que se recomienda seguir trabajando sobre este método para obtener

‘esultados mas confiables,




INTRODUCCION

Las principales funciones del testiculo son la formacién de los gametos masculinos y la secrecion de
esteroides sexuales. Respecto a esta segunda funcién, 1a relacion del testiculo es comocida desde lIa
antigiiedad, pero recién en este siglo se identificaron las hormonas secretadas por ¢ mismo (Romano,

1991).

A mediados del siglo pasado, Leydig describib e tejido que rodea a los tibulos seminiferos, como
unas células cargadas con lipidos a las que les atribuyé funciones de nutricion. La posible relacién de
estas células, que se denominan como quien las describié (Leydig), con la produccion de una sustancia
androgénica fue plantcada por Boun y Ancel en 1903 (Citado por Hubtaniemi, 1993). Pero no fue hasta
1935, que se logra aislar y purificar la testosterona, Ia cual da lugar a Ia espermatogénesis, dicha hormona
es la principal secretada por las céulas de Leydig (celLey). Los estudios de las altimas décadas
permiticron conocer mejor Ia fisiologia de las celley, su regulacién por Ia hipéfisis y ¢l hipotilamo, y con
~ la utitizacién del microscopio clectrénico, pudo relacionar la ultraestructurs con la funcién endocrina de

las células estevoidogénicas (Romano, 1991).

La funcién de las celLey es 1a produccion de la testosterona para el soporte de la espermatogénesis
¥ para Ia accién exira testicular de los andrégenos (ejemplo: caracteristicas sexusles secundarias en el

macho, efectos anabélicos, regulacién de retroalimentacion de gonadotropinas) (Huhtaniemi, 1993).

Las células de Leydig en ¢l borrego se encuentran moderadamente esparcidas en el tejido

intersiticial. Hefnawy et al. (1996), encontraron que el tamaio de las cefley permanecian sin cambio



asta ¢l dia 70 de edad en el cordero Romanov X Ile-de-France. Sin embargo, el nimero y volumen de las
élulas de Leydig por testiculo se multiplica 7 veces del dia 25 al 100 de edad, El nimero de células de
Leydig se incrementa gradualmente hasta el segundo mes de¢ edad, tiempo en el cual se observa un intenso
crecimiento. Esto corresponde a dos fases de desarrollo testicular observadas en el cordero Wood et al.,
(1992) son de Iz opinién que la fase ripida de crecimiento testicular solo ocurre cuando las celLey son
activadas. También el namero de células se ve influenciado por la raza. Por ejemplo, Georgievala et al,
1994 concluye que el niimero total de células de Leydig a los 120 dias de edad fue 1.5 veces mayor que las

encontradas en corderos de la raza Romanov.

Siendo las células de Leydig las productoras de los andrégenos, el poder estudiarlas de mamnera
aislada, constituye una herramienta mis para la determinacién de los factores que afectan la calidad del
semen y el comportamiento reproductivo en machos caprinos, por lo que se planteo el presente trabajo

para establecer las bases y la técnica para el aislamiento y cultivo de las células de Leydig in vitro.




REVISION DE LITERATURA.

'ORIGEN Y DESARROLLO DE LAS CELULAS DE LEYDIG.

La ontogénesis de fa funcién de las células de Leydig en mamiferos se relaciona con dos tipos de

lulas pequeiias, Las de tipo fetal son responsables de la masculinizacién de las caracteristicas primarias

xuales durante la vida fetal y neonatal. Estas células retroceden después en todos las especies

tudiadas. Posteriormente emergen las de tipo adulto, las cuales son las responsables de la

asculinizacién pubertal (Saez, 19%4).

esarrollo de células de Leydig de tipo fetal.

La primera seiial clara reconocida de diferenciacién de las génadas del macho que pueden

bservarse en secciones comunes histologicas en todos los mamiferos estudiados es la formacion de los

ordones seminiferos. Las primeras células de Leydig en el testiculo fetal aparecen después de este

roceso. En la rata, el cordon seminifero se inicia en ¢l dia 13, a las 9 horas (los estados fetales son

nedidos desde el momento de la concepcién) emergen un tipo de células largas (precursores de las de

sertoli), las cuales se agregam ¥y rodean a las células germinales formando el cordén seminifero

Huhtaniemi, 1992).

Estos eventos se inician en la parte interior de fas gonadas, al mismo tiempo se forman alrededor

de este cordén las membranas basales. De ese modo las células de Leydig aparecen en 1a regién intersticial

por Ia diferenciacion de lIas células somaticas del mesénquima. Las células contienen grandes

3




scondrias, con crestas tubulares, almacén de lipidos y reticulo endoplismico liso los cuales son

snocidos como las caracteristicas ultraestructurales de las células esteroidogénicas, son las primeras
, se observan en el dia 15. El testiculo fetal de la rata comienza a producir festosterona cn el dia 15,
.0 después del dia 13 el testiculo fetal in vitro esta en disposicion de convertir progesterona a
tosterona, y el dia 14 ¢l testiculo puede convertir de pregnenclona a progesterona (Tapanainen, ef al,
34). La habilidad del desarvollo del testiculo fetal de rata, especificamente la unién de hormona
cinizante (LH) y la respuesta de esta hormona toma lugar entre el dia 14y 15 al mismo tiempo que [a
recién de testosterona ba iniciado. La unién entre el adenosin monofosfate ciclico (AMPc) y la

tosterona puede ser funcional después de la unién entre 1a LH y la respuesta de AMPc. Las diferencias

tre especies sugiere que la diferenciacion de sensibilizacion a LH y esteroidogénesis estin determinadas

dependientemente ( Habert, 1993).

Las sefiales de diferenciacion iniciales en las primeras células de Leydig son todavia descenocidas.
n control sexual genético es improbable desde que las células XX contribuyen a la formacién de las

Julas de Leydig en XX, Ademis la LH y hormona foliculo estimulante (FSH) son conocidas como que

ducen a la multiplicacién y maduracién de las celLey en los animales adultos, la diferenciacién inicial de

s celLey en las ratas fefales es independiente de las gonadotropinas (Patsavoudi ef al., 1985).La
iferenciacion de las primeras células de Leydig toma lugar después de las células de Sertoli, esto sugiere

ue las celLey se diferencian bajo la accién pardcrina de las células de Sertoli (Habert, 1993).

La matriz extra celular juega un papel esencial en la diferenciacién de las celley. Las células de

.eydig de tipo fetal son cubiertas por una gran membrana. La diferenciacién de las celley en cultivos

yrimarios gonadales es completamente blogqueado por L-azetidina 2 Acido carbozxilico, l1a prolina que es




‘competidor, es afiadido al medio de cultivo, entonces se produce un bloqueo parcial cuando se aitade

suero al medio de cultivo. Este tratamiento previene la formacion de los cordones seminiferos pero no fa

crecién de hormona antiMulleriana (Saez, 1994). La esteroidogénesis testicular incremenia

nsiderablemente después de fa diferenciacién de las células de Leydig y al mismo tiempo las celLey

crementa grandemente. En la rata o} incremento en el namero es de 0.25 X 10° células por testiculo en el

ia 16 2 0.6 X 10° por testiculo en ef dia 13 y alcanzan un maximo de 10° por testiculo en el dia 20. Desde

ue el nimero de células de Leydig por testiculo incrementa entre el dia 18 y 20, este cambio temporal en

\ esteroidogénesis testicular sugiere que la actividad individual de las celley decrece. Ademas, en un

studio inmunoguimico de 1a actividad de 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa en las celLey

aostraron un decremento con la edad (Huhtaniemi, 1992).

Los factores que causan regresion funcional de las células de Leydig durante la vida fetal en la rata

.on desconocidos. El decremente no puede ser explicado por un decrentento en la secrecién de

sonadotropinas ¢ que la accion de los miveles fetales de LH como material bioactivo incrementa

considerablemente durante este periodo y ia sensibilidad de las células de Leydig a ta estimulacién de LH

no cambia (Tapanainen, 1984).

En ausencia de una explieaciéon relacionada con el control enddcrino, esto puede asumir entonces

que la regresion funcional y morfoldgica de las celLey esta controlada por una regulacidn paricrina ylo

autberina (Saez, 1994).




sarrollo de células de Leydig de tipo adulto.

En la rata, las cétulas de Leydig de tipo adulto se presentan alrededor det dia 10 postnatal ¢

crementa considerablemente después del dia 15 alcanzando 25 X 10° células por testiculo para el final
. ja pubertad (dia 56). Elias son principaimente formadas por la diferenciacion de las células

esenquimales pero también por Ia divisién de Ias células de Leydig preexistentes. El incremento en el

smero de las celLey es controlado por la LH y FSH {Lin, 1991).

En general s¢ acepta que, cuando la completa madurez es alcanzada, una condicion estable de

lative equilibrio persiste en el nimero de celLey. En las células de Leydig maduras se observa que

unca existe division celular en los testiculos adultos, y sin embargo este numero incrementa bajo la

stimulacion de LH en cultivos celulares, indicando diferenciacion por otros tipos de células. Los
esultades indican que la proliferacién de precursores de células de Leydig son probablemente regulados

or factores paracrinos y endocrinos, pero la transformacién de precursores dentro de las células de

,;eydig son absolutamente dependientes de LH/hCG (Romano, 1991).

Existen alguunas diferencias morfolégicas y funcionales entre células de Leydig fetales y adultas.
_as de tipo fetal tienen mis extenso el citoplasma, abundantes almacenes de lipidos, una menor capa
mitocondria y reticulo endopliasmico liso, de

seriférica distinta de heterocromatina en el nicleo, y

Jiferente forma con respecto a las células de Leydig de tipo adultas (Huhtaniemi, 1992).

IL.- ESTRUCTURA UNION Y REGULACION DE RECEPTORES LHACG.




Caracterizacion del receptor para LHMWCG

Uno de los aspectos mas importantes en ¢l estudio de a estructura de los receptores membranales
para el reconocimiento hormonal, es la descripcidn de sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales.

Para el caso del receptor de LH/MGC, se ha demostrade, utilizando técnicas de marcaje por foto
afinidad, Ia presencia de tres complejos hormona-receptor con pesos moleculares aparentes entre 60,000y
90,000 daltones(52). El analisis de estos receptores en condiciones paturales y desnaturalizantes, asi como
la presencia y/o ausencia de agentes reductores de grupos disulfuros, han demostrado la naturaleza

oligomérica del receptor, cuya estequiometria no ha side del todo establecida (Romano,1991).

En ¢l testiculo, la constante de asociacion del receptor a la hGC, wmarcada con L-25, es de
aproximadamente 2 X 10-10M, lo que indica su elevado grado de afinidad por ta gonadotropina
corionica. La cuantificacion de los sitios de unién para la LH/hGC en las células de Leydig, utilizando el
analisis por saturacibn, indica que la célula tiene la capacidad de unir en exceso a la LHMCG en relacion
A su capacidad de estimulacién y produccion de testosterona, ya que existen alrededor de 20,000 sitios de
unién por célula. Algunos estudios a este respecto, indican que es suficiente la ocupacién del 1% de los
sitios totales de union, para producir la respuesta maxima, en términos de produccion de esteroides al

estimulo hormonal (Hileman, ef al., 1994),

El analisis de I interaccién de la LH con sus respectivos receptores, utilizando estudios de

saturacion ai equilibrio, indican la presencia de constantes de asociacion en el orden de 10° a 107° M. En




mayoria de estos estudios, la LH se une a receptores de membrana con una constante de disociacién de

-4 x 10'° M (Lin, ef al, 1991).

El RNAm para los receptores de LH/hCG se expresa en el testiculo, el ovario, el cerebro y en Iz
iroides. En el testiculo y el ovario los transcriptores varian de 1.2 a 7.6 kb, EI tamaiio y abundancia de
tos transcriptores varia de una especie a otra y también entre el ovario y el testiculo. Las células
Xpresan un receptor quimérico que contiene solo los primeros 206 aminodcidos de el receptor LH/hCG
mas los aminoAcidos sobrantes de la cadena terminal de C que domina el receptor a LH unido a hCG con

alta afinidad y muestra elevados niveles de AMPc que son estimulados por hCG pero no por la FSH

(Saez, 1994),

En la rata se han reportado algunos sitios iniciales de transcripcidn, entre ¢l nucleotido 13 y el 450

(sitio inicial de traslocacidn relativo).
Unién de las receptores LH/ACG

Los receptores a LH (rLH), cubren la membrana celular en siete periodos, la proteina se une a la
proteina-G, esto se expresa principalmente en las células de Leydig, y en la teca del ovario, la granulosa,
las células intersticiales y liteas. Mientras que los rLH estén posibilitados para expresarse en las células
blanco gonadales de accion LH. Esta expresion es también afectada por un mimero de hormonas y
factores de d;asarrollo actuando por medio de Ia activacion de ka adenilciclasa u otra sefial de mecanismo

de traduccion (Huhtaneimi, 1993).




Estudios sobre la activacién de biosintesis esteroidal en las células de Leydig y de la
-gnulosatiteas por la LA/RCG indican gue AMP¢ cumple mis como un segundo mensajero. Se ha
emostrado que el AMPc es capaz de inhibir la respuesta esteroidogénica estimulada por la concentracion
¢ hCG que no inicia algin incremento discernible en los niveles de AMPc. Ei efecto de analogos de
\MPc son selectivos en su union a dos tipos de AMPc dependiente de proteincinasa (APC), y/o selective
a su unién a dos tipos de sitio de unién al AMPc en la regulacién de subunidades de APC en la rata. En
onclusién estos estudios de APC fueron presentes en las cellLey y un incremento sinérgico en la
wroduccion de andrégenos ocurre cuando las células fueron incubadas i vifro con un par de anilogos que
ctivan selectivamente APC de tipo I o IL Otra importante observacién fue que el efecto de 1a LH
steroidogénico fue potenciado sélo con el anilogo selectivo de tipo I, indicando una

:ompartimentalizacién de APC tipo 1 en las células de Leydig que presenta un accesd endiégeno mis

comin del AMPc (Saez, ef al, 1994).

En otros estudios los resultados demuestran claramente que el receptor a LA/MCG es capaz de
activar dos seiales de activacién intracelular, probablemente por medio de dos difeventes proteinas G.
Estos dobles uniones a receptores con siete transmembranas dominantes fambién han sido observadas en

otros receptores, TSH, PTH, calcitonina y glucagon (Romano, 1991).

Regulacién de los receptores LEACG

El funcionamiento de las celLey adultas, esta regulado fundamentalmente por las hormonas de la
adenohipofisis, 1a LH la FSH y la prolactina. De las tres 1a LH es el factor primario que se requicre para

mantener Ia estructura de las células de Leydig y so completa diferenciacitn, ya que estimula 1a sintesis de




eroides por la activacion de las enzimas involucradas en la esteroidogénesis y ¢l aumento, 2 largo, dela
tesis de nuevas proteinas en las celley. La hipofisectomia o inhibicion de ta secrecién de LH causa
rofia de las celLey, un menor habilidad para secretar testosterona, y un decremento en el namero de

ceptores a LH para las cefLey (Huhtaniemi, 1993).

La pérdida de receptores, LH/MCG causa desensibilizacion de adenilcictasa cuando se pierden los
ceptores. Esta desunién de los receptores ha sido estudiada extensivamente para 0tros receptores que se
nen a la proteina G, denominada rhodopsina y el receptor a-adrenérgico. En ambos modelos, la rapida
esensibilizacién es realizada por la fosforilacion del receptor, el cual en el caso del receptor a2-
drenérgico ¢s mediado por dos diferentes cinasas. La fosforilacién de este veceptor es directamente por Ia

\PC sin unir al receptor para la interaccion de la proteina G (Onoda, et al, 1991).

Los efectos negativos de LH/ACG en este propio receptor y esta unién a la adenilatociclasa son
.ontradictorios con el absoluto requerimiento de LH para mantener la estructura de la células de Leydig
y su funcién especifica. Estas diferencias pueden ser explicadas por ¢l factor que la secrecion de LH es
discontinua o en episodios in vivo, ocurriendo mas o menos en pulsos, Ia amplitud ¥ frecuencia de estos

cambios dependen del estado reproductivo del animal {Saez, 1994).

Algunos estudios han evaluado las respuestas enddcrinas y caracteristicas certeras testiculares de
lineas de carneros de los cuales la hembra ha sido seleccionada por diferentes parametros reproductivos
indicando una pequeiia o pula correlacién en la respuesta de 1a descendencia en los machos. Cardenas, &f
al., en (1994) realizé un estudio para determinar si el grosor o componentes histomorfologicos del

testiculo, la capacidad y constante de disociacién (Kd) de los receptores LH y hCG testiculares, y la
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screcion de testosterona por la estimulacion de gonadotropinas in vitro difieren entre lineas de carneros
rambouillet seleccionados de hembras con bajos y altes parimetros reproductivos y carneros de lineas
ruzadas al azar. Las lineas se seleccionaron aproximadamente €n 20 afios. Los datos fueron colectados de
arneros de 22 meses de edad durante la época de cruzamiento. No existio diferencia (P>0.05) entre lineas
ie carneros para las caracteristicas fisicas del testiculo, ni para las histomorfolégicas. Sin embargo, el
porcentaje de volumen de tejido vascular intersticial fue mayor en los carneros de lineas seleccionadas de
hembras con bajas tasas reproductivas. Los sitios receptores por fas células de Leydig y capacidad de
unién de los receptores LH y hCG testiculares, por gramos de¢ parénquima, ¥ por miligrame de proteina
de membrana no difiere (P>0.05) entre lineas. Los valores de Kd para receptores oLH ¥ hCG tampoco
difiere entre lineas, sin embargo, los sitios receptores de las células de Leydig, 1a capacidad del
parénquima testicular 2 la unién de gonadotropinas y valores de Kd fueron mayores para los receptores
oLH que para los hCG. Cirdenas concluye que la seleccion de hembras Rambouillet por parametros
reproductivos incrementa el volumen testicular ocupado por el tejido vascular en ol intersticio. Ademis la
seleccion no alterd ¢l total de oLH Yy hCG estimulados con testosterona in vitro o la afinidad y capacidad

de receptores oLH y hCG de testiculos de los machos descendientes.

Los receptores de hCG/LH estin relacionados con la esteroidogénesis. En general algunos estudios
ban observado funcionalidad para la proteina-G unida a receptores con Ia excepeién de la muscarina y

receptores a-adrenérgicos.

En otros casos la internalizacién ha sido reportada que ocurre via vesiculas lisas y este mecanismo
ha sido propuesto para tedos los receptores gue se unen a proteinas G. Ghinea ef al.,(1992), tomo la

veniaja de la preparacion de anticuerpos monoclonales anti-receptor LH para estudiar la distribucion y el




ecanismo de internalizacion de estos receptores en las células de Leydig. Estas células sin embargo, no

»n las mis convenientes para realizar estudios in vitro de mutagénesis, para los cuales seria necesario

1ayores andlisis. Ghinea en su trabajo observé que los receptores a LH fueron internalizados via Ja ruta

rcluyendo los pozos cubiertos, las vesiculas lisas y los cuerpos multivesiculares o lisosomas. Estas rutas

on diferentes a las observadas para a-adrenérgicos, muscarina y levaduras, factores similares son

onsiderados previamente como posibles receptores que se unen a las proteinas-G. La distribucién y las

ias intracelulares de los receptores 2 LH son muy similares entre las células de Leydig y las células

ranferidas-L. Esto abre las posibilidades de realizar un segundo estudio, para mutagénesis in vitro, y los

necanismos moleculares inierrelacionados en el paso de los receptores 4 LH.

[{L- EFECTOS DE LHMCG EN LAS CELULAS DE LEYDIG.

El primer paso en ¢l efecto de la LA/MCG es 1a unién de la hormona al receptor. Fl nimero de

receptores a la LA/hCG de la membrana de las celLey depende de 1a LH o de 1a hCG, hormonas que

regulan sus propios receptores por un mecanismo denominado de regulacién homélogo o de

autoregulacién. La regulacion homéloga puede darse en sentido positivo, es decir que lIas hormonas

inducen y mantiene, el nimero de receptores, o en sentido negativo, es decir los disminuyen.

Regulacion de la produccion de la oxifocina en células de Leydig.

Dentro del testiculo de rata se ha localizado oxitocina en las células de Leydig. Se han realizado

algunos estudios para determinar el papel de la oxitocina intratesticular como un regulador paracrino.
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Las funciones de la oxitocina testicular se basan en tres criterios:(i) Puede ser localmente
-oducida, (ii) Puede presentar una accion fisiologica y (iii) Puede ser reguladora. Evidencias de que esta
iitocina es producida localmente se deriva de algunos estudios iniciales de Nicholson and Hardy (1992),
onde demostraron que células de Leydig altamente purificadas produjeron oxitocina sobre un periodo
e tres dias, la produccién de esta hormona fue reducida signifactivamente por un inhibidor en 1a sintesis
e proteina. Posteriormente, utilizando testiculos de rata enteros, Nicholson and Pickering (1993),
ncontraron que la cantidad total de oxitocina producida por un periodo de tres horas fue

ignificativamente mayor que el contenido en el testiculo control. Ademas el RNAm de oxitocina ha sido

dentificado en el testiculo de rata por anilisis PCR (Foo ef al., 1991).

El segundo papel fisiolégico para la oxitocina testicular ha sido propuesto como: modulador de ias
ontracciones de los tibulos seminiferos los cuales pueden estar relacionados con el transporte de
sspermas hacia diferentes conductos (Nicholson et al., 1987) y como regulador de las células de Leydig en
a esteroidogenésis. Sin embargo existe controversia en esta funcién ya que algunos autores reportan una
funcion de la oxitocina como inhibitoria (Kwan y Gower,1988; Nicholson et al., 1991}, otros autores la
reportan como estimulante de {a esteroidogénesis (Tahri-Joutei y Pointis 1989} v otros concluyen que la

oxitocina no presenta ningun efecto en la produccién de testosterona (Sharpe y Cooper, 1987).

También se ha demostrado que la LH incrementa significativamente la produccion de oxitecina
en células purificadas de Leydig {Nicholson y Hardy, 1992). Fstos misme autores descubrieron que en
células de Leydig altamente purificadas cultivadas con 0.1 ng/ml de LH, la tasa de produccién de la
oxitocina y de la testosteronz fue diferente; ya que el maximo pico de produccién de oxitocina fue 3 horas

después de la estimulacion con LH, mientras que la produccion de testosterona alcanzé su MAXING pico A




s cinco horas. Este prolongado pico de produccién en la produccién de oxitocina presenta dos hipétesis
lternativas: (1) Que la LH estimula directamente a la produccién de oxitocina, pero por un mecanismo

iferente que al de la testosterona; (2) Los efectos de Ia LH son indirectamente mediados, posiblemente

or I1a via de 1a testosterona.

En 1994, Frayne y Nicholson realizaron un trabajo para determinar si la LH estimula Ia
sroduccion de oxitocina por [as células de Leydig de ratas adultas per medio de la via directa o indirecta
fe ia testosterona. Concluyendo gue sus datos revelaron que la LH no achia por via de la testosterona
para estimular 1a produccion de oxitocina y ademas concluyen que ia LH actiza por algunos mecanismos
indirectos alternos para la produccién de la oxitocina. También revelaron que la produccion de oxitocina
por las células de Leydig puede ser regulada no sélo por la LH sino también por lipoproteinas las cuales se
conoce que estan presentes en el fluido intersiticial. Estos datos refuerzan la evidencia que la oxitocina

intratesticular puede ser un factor paricrino.

Delgadillo y Chemineau (1992), realizaron un experimento para determinar si la abolicién de la
liberacion temporal de LH y testosterona en machos alpinos es debida por los cicles cortos de fotoperiodo.
En este trabajo Delgadillo trabajo con tres grupos de machos: en el primer grupo los expuso a 16 h luz
(dias largos) a 8 h luz (dias cortos). El segundo grupo fue expuesto 1 mes de dias largos alternando con un
mes de dias cortos. Y el grupo tres se expuso a dos meses de dias largos alternandose con dos mescs de
dias cortos. Las muestras de sangre se obtuvieron en los meses de septiembre a agosto para determinar
LH y la testosterona. Los resultados indican que la frecuencia de los pulsos de LH varian con la longitud
del dia. En el grupo dos, fue mayor en los dias largos que en los dias cortos, en ¢l grupo tres estas

frecuencias fueron mayores en los dias cortos gue en los largos.




Teniendo entonces el fotoperiodo una influencia sobre las células de Leydig lo que se vera reflejado
n la secrecién de testosterona, en donde la concentracidn es maxima durante los dias fargos, existiendo
si unat correlacidon con las concentraciones de LH encontradas y las horas luz. Concluyendo asi que la
-ipida alteracion de los dias largos y cortos ateniian o previene los cambios temporales en la actividad del
je hipotalamo-pituitaria. Asi como el mantenimiento del alto peso testicular y de la alta actividad sexual
e debis a los periodos de estimulacién gonadotrofica del testiculo alternande rédpidamente con periodos

e tranquilidad.

Se han realizado otros trabajos en los cuales se estudian varios factores que influyen sobre la
variacién de los niveles de LH y como estos niveles tienen efecto sobre las células de Leydig y estas a su

vez en la produccién de testosterona.

Entre estos trabajos encontramos el de Brown et al (1994), en donde examina los factores del
fotoperiodo, de la nutricién y de la influencia social en la secrecion de LH y testosterona en machos
maduros cashmere en un periodo de 16 meses y poder determinar si (1) estos cicles se presentan en
animales en condiciones controladas y (2) si estos ciclos son modulados por estimulos nutricionales y
sociales. Brown encontré que machos con dietas de alta calidad tuvieron una respuesta mis temprana y
prolengada en verano, otoiio ¢ inicio de invierno en comparacién con los que recibieron dietas de menor

calidad.

La magnitud de la respuesta para la LH y la testosterona fue significativamente mayor también

para los animales mejor nutridos. Por lo tanto sus resultados demostraron que la secrecidn de LH y




stosterana se realiza en ciclos temporales en los machos cashmere, y que la putricién y las hembras en

tro son poderosos moduladores de la secrecién de estas hormonas en un proceso de estacionalidad

ependiente,

V.- REGULACION LOCAL DE LAS CELULAS DE LEYDIG.

Algunos datos demuestran claramente que la regulacion de la funcién testicular puede ser

ontrolada localmente. La regulacion local actiaa en conjunto con gonadotropinas.

“omunicacion de células Leydig.

En los mamiferos las celLey residen en el tejido intersticial, y en el espacio entre fos tabulos
eminiferos que contienen las vesiculas sanguineas, linfocitos, varios tejidos celulares conectivos y
nacrofagos. El espacio entre celley es de 150-200 A, sin embargo existe un espacio intracelular de 20A
ste espacio se forma por conexiones, de proteinas homélogas. La conexidn de expresion principal es la 43
sta fue localizada por microscopia electronica tanto en las células de Sertoli come en las de Leydig. Una
mportante funcién de los espacios es su habilidad para transmitir la informacién molecular, incluyendo
| segundo mensajero, entre célula y célula. Los canales del espacio son permeables a inositol 1,4,5-

rifosfato y iones calcio asi como a AMPec, (Saez, et al.,1994).




eraccion células de Sertoli - Leydig

Se sabe que los efectos de la FSH sobre las celLey deben estar mediados por las células de Sertoli.
ha observado que las celLey pretratadas con FSH y co-cultivadas con células de Sertoli, incrementan el

mero de sitios receptores para la LH y la produccion de testosterona inducida por LHMCG, en

nparacion con las células de Leydig cultivadas solas (Romans, 1991).

Mas ain, estas modificaciones observadas en los co-cultivos, se acompaiian de modificaciones
ructurales en las células de Leydig. Cuando las celLey purificadas se cultivan solas, presentan regresién
| reticulo endoplismico y de las mitocondrias, mientras que las cultivadas junto con las de Serteli, 1a

imulaciéon con Ia FSH induce el desarrollo de ambos organelos celulares, (Onoda, ef al., 1991).

egulacion paricrina de las células de Leydig

El control endécrino de las células de Leydig funciona por la LH, el control paracrino de la funcién

 1as celLey ha side sospechado por el efecto estimulatorio indirecto de a FSH hacia las celLey.

En cocultivos experimentales de células de Sertoli y de Leydig y el efecto de las células de Sertoli se
yservo que condicionan en forma media a las células de Leydig esto confirma la produccion de factores
terpidogénices agudos y factores gue se relacionan con un control positivo o negativo de las funciones de
s células de Leydig. La cavacterizacién y purificacién de estos factores pardcrinos ba sido recientemente
escubiertas (Onoda, 1991). También se han investigado otros compuestos que s¢ conocen con accidn

jolgica en otros sistemas, algunos producidos en el testiculo y que actdan en las células de Leydig. El
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or liberador de crecimiento a insulina (IGF-1) es producido por las células de Sertoli y de Leydig bajo
yntrol de sus respectivas gonadetropinas, FSH y LH. El IGF-I aumenta la respuesta de hCG de las
las de Leydiz para auwmentar tanto los receptores a LH y las enzimas esteroidogénicas, por el
rario el factor de Transformacion a el cual también es producido por las células de Sertoli y de Leydig

n potente inhibidor de las funciones de las células de Leydig.

| Esta preduccién por las células de Sertoli es inhibida por la FSH. La inhibina incrementa la
renciacion de las funciones celulares de la célula de Leydig. La activina, a la inversa tiene un efecto
mulatorio en las funciones de las células de Leydig. El efecto de este factor de desarrollo a moléculas
wcionadas principalmente consisten en una accién positiva (IGF-L Inhibina y la Activina) o un efecto
ativo (TGF-a, TGF-"/EGF, bFGF) del efecto trofico regulado por el nimere de receptores LH/hCG,
Am, enzimas RNAm esteroidogénicas y ofras actividades, siguiendo una regulacion de las respuestas
las células de Leydig a }a LY. Ambas gonadotropinas contribuyen, directamente para la LH e

irectamente por medio de los mecanismos paricrines, per FSH, produccidn de testosterona (Lejeune af

1996).

. REGULACION DE LAS CELULAS DE LEYDIG CON OTROS FACTORES.

Aqui abarcaremos algunos factores que de alguna u otra forma interactuan también con las células

Leydig.

Una hormona que claramente establece algin efecto sobre las celLey es la prolactina (Prl). En

»dores los receptores a Prl estin presentes en las celLey. Ratas hipofisectomizadas tratadas con Pri
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mentaron significativamente la concentracién de testosterona en respuesta a la LH. La Prl amplifica in
ro ia respuesta a {a esteroidogénesis en las celLey de ratas estimuladas con concentraciones bajas de
, pero se ve inhibida por ¢l metabolismo de 1a progesterona en niveles altos. Una alta estimulacion por

puede suprimir los receptores de la LH (Huhtaniemi, 1993).

Informacion en el control de retroalimentacién de la inhibi‘na en machos es derivada de largos
tudios in vitre relacionados con la separacién de células de Sertoli, pituitaria y Leydig. En un estudio
alizado por Voglymayr et al, en (1990}, inmunizé carneros adultos utilizande subunidad de inhibina
combinada humana, durante 80 dias, en espera de aumentar y comprender el control de la inhibina en
s machos. Los resultados demostraron que la temporada se relaciond con la elevaciéon de los niveles de
onadotropinas y en los carneros inmunizados fue retrasada por i-2 semanas con respecto a los
ontroles. Los picos de testosterona fueron mayores en los controles que en los tratados. La capacidad del
ntisuero a unir a la p-subunidad de inhibina marcada I* incremento significativamente en cada animal
nmunizade con un tratamiento de 30 dias. Estos resultados demostraron que ia inhibina contrela la
iberacién de FSH durante la temporada reproductiva, Por lo tanto esto puede también ejercer algin
fecto en la funcién testicular por un efecto local en las células de Leydig, lo que evidencia un cambio en
os perfiles de testosterona y el incremento de los niveles sanguineos de FSH en carneros inmunizados

ontra la subunidad de inhibina.

La inhibina es una hormona glucoproteica, la cual funciona principalmente inhibiendo ia
produccion y/o secrecién de las gonadotropinas de la pituitaria, preferentemente 1a FSH. En ¢l macho se
ha aceptado generalmente que las células de Sertoli son la mayor fuente testicular de inhibina. Recientes

estudios en ¢l hombre y la rata han indicado que las células de Leydig también pueden producir inhibina
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n el testiculo. Recientemente se ha demostrado que en las células de Leydig de ratas machos se ha
acontrado e RNAm para la subunidad de inhibina y preducir inhibina con actividad biologica e

nmunelégica (Drummond, 1989).

Un estudie inmunohistoguimico de testiculo de carmero intensamente teiiido de inhibina fue
sbtenido del epitelio seminifero mientras que las células de Leydig fueron también ocasionalmente tefidas
pero esto no fue bastante claro debido a que esta tincién se pudo deber ya sea a la produccién de
inhibina por las células de Leydig o a una consecuente unién o consumo de inhibina producida por las

células de Sertoli (Veeramachaneni e al., 1989).

Tilbrook e al. (1991) realizaron un estudio para determinar si las células de Leydig preducen
inhibina en el carnero. Para desarrollar esto, las células de Leydig fueron estimuladas con Ia
administracion de gonadotropina coriénica humana (hCG) o por el aumento de niveles endbgenos de LH
por medio de la inyeccién de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Los resultados que se
obtuvieron, demostraron en el carnero, que las células de Leydig no responden a la hCG o LH endbgena
para secretar inhibina o para influir en otras células del testiculo que Ja secreten. Las altas
concentraciones de inhibina gue se encontraren en los linfocitos testiculares sugieren que los linfocitos

pueden ser una importante ruta de secrecion de inhibina en el testiculo del carnero.

La produccion de andrégenos por las células de Leydig es estimulada por la LH de la pituitaria
pero también puede ser modulada in vitro por estimulos paracrinos y factores de inhibicion, algunos de
los cuales pertenecen a la familia de factores de desarrollo. Estas acciones son medidas por Ia superficie

celular o por fa matriz extracelular. McFarlane (1996}, realizé un estudio para determinar el papel del
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Ifato de heparina en la regulacién de la secrecién de testosterona por las células de Leydig de la rata
lulta. En los resultados se observd que la presencia de cloruro de sodio (25mM) y sulfato de protamina
0 g/ml) inhibe 1a produccién de testosterona por Jas células estimuladas LH arriba del 50%, pere no
wieron efecto en las células sin estimular. La respuesta a la LH y la produccién de testosterona retornd a
1 estado normal después de que los agentes fueron removidos del medio de cultivo. No existié diferencia
gnificativa en el nimero de receptores a LH al finat del periodo de cultivo entre las céluias tratadas con
oruro de sodio y las sin tratar. La produccidn de testosterona por tas células de Leydig estimulas por ¢l
MPc fue inhibida por cloruro de sedio. La adicién de heparina inhibe la produccién de testosterona por

s células estimuladas por 1a LH en una forma de dosis dependiente.

En las células de Leydig, la heparina estimuld iz produccion de testosterona por arriba de un 50%
el que se observé en las células estimuladas por la LH. Por lo tanto estos datos sugieren que el sulfato de
eparina en la superficie celular modula 1a produccion de testosterona por las células de Leydig adultas in
itro y que estas pueden interrelacionar en la accion autéerina de la heparina como un facter de

lesarrollo de union en las células de Leydig.

El desarrollo de las células de Leydig ha side ampliamente revisado. Dos cuestiones siguen sin
-esolver: 1) La naturaleza e identidad de los antecesores de las células de Leydig adultas; y 2) el estimulo
sormonal el cual actéia sobre los antecesores a la diferenciacién de las células de Leydig. Hardy en (1991).
Los antecesores de las celLey contienen concentraciones significantes de receptores a andrégenos. Cuando
] metabolismo de DHT A 3 -DIOL es bloqueado, la DHT estimula la produccién de testosterona por los
antecesores de las células de Leydig, también probablemente via un mecanismo dependiente de un

receptor a andrégenos.
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Répidamente el metabolismo para 3'-HSD puede limitar la potencia exégena de DHT al estimular
Jiferenciacién de antecesores de las celLey in vitro. El factor I de liberacion de insulina aumenta la
duccién de androgenos por células de Leydig inmaduras purificadas de ratas. La elevada sensibilidad
las celLey inmaduras contra las células adultas indica que esta hormona péptida juega un papel en la

erenciacion durante la pubertad.

Se ha descubierto que las hormonas tiroideas influyen en los testiculos y ovaries. Existen
dencias clinicas que en hombres que sufren de hipotiroidismo se les asocia con olizospermias,
sospermia, oligoastinospermia, baja libido ¢ impotencia. Estos reportes sugieren una influencia de las

rmonas tiroides sobre la funcién gonadal, pero esto no es claro (Jana y Bhattacharya, 1994).

Jana y Bhattacharya (1996), estudiaron la incubacién de células de Leydig testiculares de machos
brios con 3,5,3'-triyodotironina la cual induce Ia generacion de un factor proteico el cual se localiza en
fraccién sobrenadante de células de Leydig centrifugadas y sonicadas. La adicién de este factor a las
ILey incubadas estimulé grandemente a la liberacion de andrégenos. Los resultados de estos
perimentos demostraron que la triyodotironina induce la sintesis de una proteina de 52 Kd en las
lulas de Leydig testiculares las cuales en periodos producen la estimulacién de liberacién de andrégenos

giriendo que esta proteina puede ser un mediador nueve de la funcion de triyedotironina en las células

: Leydig.

La actividad reproductiva de los carneros parece estar influida por la latitud y por el fotoperiodo.

urante la temporada de no apareamiento decrece la circunferencia escrotal, la eficiencia de ia
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espermatogénesis y [a produccién diaria de espematozoides, también existe un decremento en ¢l didmetro
de los tibulos seminiferes, asi como también una declinacién de la actividad y tamaiio de las células de

Leydig y en 1a produccion de testosterona, (Mortimer y Lincoln, citados por Gastel, ef al 1995).

Gastel ef al., en (1995), realizé un experimento de enero a diciembre de 199t en Uruguay para
observar el compertamiento reproductivo de carneros Corriedale, para observar las células de Leydig ¥
de Sertoli utilizd muestras de testiculo de estos animales y los observé en el microscopio electronico,
obteniendo como resultado que en el intersticio, las células de Leydig presentaban una menor desviacion
morfolégica en el mes de marzo. Disturbios en la condensacién de la cromatina y desechos celulares en el
citoplasma, fueren mds afectadas en las células de Sertoli que en el tibulo, Ademis las celLey
demostraron un alte grade de degradacién vesicular en el citoplasma, pero no algin otro cambio
degenerativo. Durante septiembre y diciembre 1a fina estructura del tabulo seminifero se encontrd igual
gue en inviermo. Sin embargo, las células de Sertoli presentaron fagosomas y reservas de lipidos
fragmentadas, esta caracteristica desaparecié hacia el verano. En el intersticio las células de Leydig
mostraron signos de vesiculacion citoplasméitica durante la primavera, pero meostraron mejoria

morfoldgica para el verano,

E) fotopericdo, Ia temperatura y la nutricion son tres factores ambientales que influyen en la
reproduccién por lo que Dunn, (1992), llevd a cabo una revision principalmente de la nutricién sobre la
reproduccitn, uno de los puntos que tomé fue la produccién de ¢espermatozoides en donde encontré que
1a desnutricion retarda el crecimiento testicular en toretes y decrece ka concentracion de testosterona en la
vena espermatica. También encontré una disminucion en la motilidad espermitica, retardo del desarrolio

testicular, reduccion de las células de Leydig, pequeiios tibulos seminiferos y reduccién de la
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oncentracién de testosterona, esto se¢ observd en toros Brahman gque ganaron 32 kg en 112 dias,

omparados con los que ganaron 66 kg en el mismo periodo, Nolan, et al, 1990 citado por Dunn, 1992).

Las células de Leydig son las responsables de la produccion de androgenos y particularmente en el
.arnero, estin moderadamente dispersas en el tejido intersticial. EI tamaifio de las células de Leydig
permanece sin cambio hasta el dia 70 de edad en los corderos. El volumen total y niimero de células de
Leydig por testicuto se incrementé en 7 periodos del dia 25-1000 de edad. El mamero de celLey
incrementa gradualmente a partiv del segundo mes de edad, después se observa un intenso crecimiento
(Reviers et al. 1984, citado por Matos, 1992). Esto corresponde a dos fases de desarrollo testicular
observadas en corderos, Gier y Marion (1970), citados por Matos (1992), son de la opinidn que la_\ fase
rapida de desarrollo testicular solo ocurre cuando las células de Leydig son activas. Estas son diferencias

en el total de ndmero y tasa de desarrolio delas células de Leydig entre razas de borregos.

Se han realizado estudios en reptiles para probar ¢l efecto antiandrogénico no esteroidal de ia
flutamina en el testiculo y epididimo. Rai y Haider (1991), trataron lagartijas con flutamina en las cuales
encontraron una marcada hipertrofia en las células de Leydig. Algunas espermatidas fueron observadas
en el testiculo de mas de Ja mitad de animales tratados con flutamiga. La flutamina también produjo un
incremento significativo de espermatocitos primarios; las espermitidas no fueron observadas en el grupo
control. Una inhibicién significativa de espermatogénesis fue observada en lagartijas tratadas sdlo con
testosterona o en combinacién con la flutamida. El tratamiento con FSH ovina causé una estimulacion
significativa de espermatogénesis, como se indicé por el incremento de espermatocitos primarios y
secundarios y la transformacién de espermatocitos secundarios dentro de las espermitidas o en algenos

casos dentro del espermatozoide. Una considerable reduccion de lipido sudanofilico y moderada actividad
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e deltaS-3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa fue observado en las células de Leydig de animales tratados

on FSH indicando un aumento en la esteroidogénesis. Resultados similares fueron abservados en
lagartijas tratadas con flutamida mas FSH. Los efectos de tratamientos simultineos de flutamida con
FSH o testosterona en el ducto epididimo revela que la flutamida inhibe las células superficiales del

epitelio,

Muchos estudios electrofisiolégicos han producido resultados de transporte idnico de un lado de ia
membrana o secretados por células. Otros estudios definen conductos de membrana de células secretoras

de esteroides. Solo tres de las propiedades electrofisiolégicas comunican las células de Leydig testiculares.

Recientemente Duchatelle y Joffre (1990) han demostradoe fa presencia de conductos de voltaje
dependientes de potasio, conductos de cloro activades por calcio y un conducto de cloro activado por la
hiperpolarizacion en la membrana de las células de Leydig frescas separadas del testiculo de rata.
Realizaron un trabajo para estudiar el efecto de la LH, hCG y el AMPc en los conductos iénicos en las
células de Leydig de testiculo de ratz. También se observaron los conductos dependientes de calcio,
potasio, cloro. En el trabajo se concluye que las gonadotrofinas actian por medio del AMPc dependiente
de los procesos de activacion de los conductos de cloro. Estos conductos son diferentes a los activados por
la hiperpolarizacién de} cloro y a los conductos de clore activadoes por calcio también presentes en las

células restantes.

Se sabe que la biosintesis de testosterona es dependiente de 1a disponibilidad de colesterol. Las
células de Leydig del murine almacenan relativamente grandes cantidades de ester de colesterol en

vacuolas de lipidos. En algunaes estudios se ha demostrade en células de Leydig que 12 actividad de una




oenzima reductasa no es activada en ratas hipocolesterclemias y que esta hipocolesterolemia no afecta la
apacidad de estas células a sintefizar testosterona in vitro. Estos datos sugieren que lipoproteinas-
olesterol no pueden ser fuentes significativas de substrato para Ia biosintesis de testosterona debido a que
u disponibilidad no juega un papel importante en la regulacion testicular de la esteroidogénesis. Hou e
., (1990), realizé un estudio con el objetivo de estudiar las fuentes de colesterol para la biosintesis de
estosterona en células frescas de Leydig de Murino, en orden de aclarar la relativa importancia del
olesterol para la sintesis de novo, o de almacenaje en los compartimentos celulares, o como derivados de

ipoproteinas de Alta Densidad del murino (LADm).

Los resultados de estos autores sugieren que las células de Leydig de murino, almacenan bastante
olesterol y esters de colestero! que soportan la produccién de testosterona por lo menos 12 hirs mis in
vitro. Si bien la LADm no presenta un efecto mayor en la estimulacion de la biosintesis de la testosterona,

esto puede estar relacionado en {a regulacién del colesterol para la sintesis de novo.

Toxicidad sobre las células de Leydig.

El cloroetilmetanosulfonato (CEMS) es un agente alcalino bifuncional que fue desarrolado para
suprimir tumores en desarrollo como los carcinomas de Walter, pero posteriormente se demostrd que este
compuesto causa infertilidad en ratas. Otros efectos son que induce toxicidad en las células de Leydig
dando como resultade una privacién de los andrégenos. Por lo que Klinefelter ef af (1994) realizé un
estudio para determinar si el CEMS perturba la estructura y/o funcién de | epididimo, asi como para
determinar si el decremento de La testosterona se debia al compuesto ¢l cual indujo cambios en la funcién

de las células de Leydig,
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Los resultados demostraron que el CEMS puede alterar la habilidad de Ias células de Leydig para
esponder a la estimulacién de LH en vivo, y las alteraciones en la estructura y funcion del epididimo

scurren igual cuando las concentraciones de testosterona son mantenidas.

En otro trabajo Teerds, et al., (1990), estudié ia formacion de nuevas células de Leydig de ratas
machos adultos después de 1a completa destruccidn de la poblacién original con etano dimetano sulfonato
(EDS), llegando a 1a conclusion de que la regeneracibn de células de Leydig después de administracion
de EDS es el resultado de dos sucesivas ondas de proliferacion, principalmente de las células precursoras

(células del parénquima) y de las nucvas células de Leydig formadas.

VI- SEPARACION DE CELULAS MEDIANTE CENTRIFUGACION EN

GRADIENTES DE PERCOLL.

Una de las mejores técnicas para la separacion celular es el uso de PERCOLL para disgregar en

diferentes gradientes varios tamaiios celulares.

El Percoll esti formado por particulas de silice con un didmetro de 15 a 30 um cubiertas con
4 g!‘

polivinilpirrolidona, este producto es quimicamente inerte y por 1o tanto no es toxico, ademais de ser iso-

osmético (Pharmacia, 1994).

El mecanismo de separacién es simple, cuando el Percoll es agregado a una solucion salina

fisiolégica y centrifugado a 10,000 x g, las particulas de Percoll comienzan a sedimentarse, sitn embargo,
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tas particulas como ya se menciond son de diferentes tamaiio por lo que se sedimentan a diferentes
locidades, creando varios gradientes. Estos gradientes tienen formas isometricas que se agrupan en
yda densidad y se forman con base al tiempo de centrifigacién, la forma de los gradientes es
Aativamente lineal tomado en cuenta la fuerza de centrifugacién y el siempo. Estos gradientes no son
stables y cambian continuamente durante el tiempo de centrifugacion. Entonces las formas de los
radientes producidos en una centrifugacién a altas velocidades son utilizadas para separar células con
ensidades similares a las de las particulas de Percoll ya que la regién del tubo que ocupa cada gradiente

ene un rango muy estrecho de densidad.

Ef presente trabajo se diseiid para aislar células de Leydig en gradientes de Percoll y probar su

espuesta secretora de testosterona después de estimularias con hCG.
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OBJETIVOS.

L.- Evaluar los gradientes de Percoll adecuados para separar células e Leydig en caprinos.

2.~ Estimular mediante hCG la produccién de testosterona en células de Leydig en cultivo.

3.- Estimar mediante los niveles de testosterona el porcentaje de células aisladas en cada gradiente.
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MATERIAL Y METODOS.

Localizacion.

Esté trabajo se realizd en el médulo de ovinos y caprinos en ¢l laboratorio de Reproduccién en la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlén, ubicada en el Km 2.5 de 1a carretera Cuautitlan-Tecloyucan.

Animales

Se utilizaron 5 machos caprinos criollos encastados de alpinos con un peso promedio de 30

kilogrameos.

Disefio Experimental

Se recolectaron los testiculos inmediatamente después de la castracion y se colocaran en Solucién
Salina Fisiolégica con antibiticos, para proceder a cortar 10 gramos de téjido y prepararlo para

asignario a los dos métodos de separacién de células de Leydig.

Los métodos de separacion fueron:

a) Meciaico, utilizando un bio-homogenizador de nivel celular, hasta destruir de manera completa el

tejido.
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) Enzimitico, mediante 1a utilizacién de Tripsina al 0.25% con Verceno 0.1%.

Una vez destruido ¢ tejido para separar las células de Leydig, se procedio a centrifugarse en los

iguicntes gradientes de Percoll: 20, 25, 30 y 35% a 3000 rpm/30 minutos.

E! contenido de cada gradiente, s¢ coloch en una caja de cultivo con 2 ml de Medio 199 con 10%

e sucro fetal bovino adicionado de antibioticos y se incubé en atmésfera al 5% de CO; durante 24 horas.
Una vez transcurridas las 24 horas, sc procedié a agregar 10 Ul de Gonadotropina Coridnica
Humana (hCG), para inducir la esteroidogénesis y se dejo incubar nuevamente durante 3 horas, después
de esto, cada gradiente se centrifugé nuevamente a 3000 rpm/30 minutos y et sobrenadante con 0.5 pul de
una solucion saturada de Azida de sodio, se guardé en congelacion a -20°C hasta la determinacién de su

contenido de testosterona.

La concentricién de testosterona se mididé mediante radioinmunoanalisis con un kit en fase fiquida

(ICN-Pharmaceuticals, Inc.) con un error intraensayo menor al 10%.

La evaluacion estadistica se realizé mediante anilisis de varianza con arreglo factorial, utilizando
e peso testicular de la muestra y el porcentaje de la muestra con respecto al peso del testiculo comeo

covariables (Saedecor y Cochran, 1971), de acuerdo al siguiente modelo matématico:

Yijkm= p + Ci + Tj + Sk + P1 + 81(Ma - M&) + 82(Pa - Pf) + Eijldm




nde: Yijkim es Ja variable de respuesta para los niveles de testosterona en el cultivo; p es la media
Jlacional constante; Ci es el efecto del i-ésimo cabrito (i= 1,2,3,4,5); Tj es ¢t efecto del j-ésimo testiculo
derecho, izquierdo); Sk es ¢l efecto del k-ésimo metodo de separacién celular (k= Mecanico, Tripsina);
es el efecto de los gradientes de percol (= 20, 25 30 y 35%), B1(Mn-Mii) es el efecto del peso testicular

1a muestra utilizado como covariable: 12(Pn-Pii) es el efecto del porcentaje testicular de 1a muestra,

lizado como covariable,
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RESULTADOS

'n ¢l cuadro No. 1 se muestran los cuadrades medios del anilisis de varianza para la separacibn de
élulas de Leydig de cabritos en gradientes de Percoll, en donde se observa que hubo diferencia

ignificativa en cada cabrito (P< 0.0001) y en los gradientes de Percoll (P< 0.6017).

En el cuadro No. 2 se presenta el efecto del testiculo izquierdo ¢ derecho para fa separacion de células de

Leydig en gradientes de Percoll, en donde se observa gue no hubo diferencia significativa (P>0.05).

En el cuadro No.3 se anota el efecto del método de separacion celular sobre niveles de festosterona en

cabritos y se muestra que no existieron diferencias significativas (P>0.05).

En ef cuadro No. 4 se muestra el efecto de los gradientes de Percoll para la separacién de células de
Leydig en cabritos, en donde se observaron diferencias significativas y se encontrd una tendencia de
mayor concentracion de células de Leydig en 1a capa superior del tubo en donde no habia gradiente de

Percoll.
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CUADRO 1. CUADRADOS MEDIOS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LA
'PARACION DE CELULAS DE LEYDIG DE CABRITOS EN GRADIENTES DE PERCOLL.
FUENTES DE VARIACION gl CUADRADOS Pr>F
MEDIOS

CABRITO 4 4.14 0.0001

LADO DEL TESTICULO 1 0.04 0.9730

METODO DE SEPARACION 1 0.63 0.2257
CELULAR

GRADIENTES DE PERCOLL 4 2.00 0.0017

PESO DE LA MUESTRA 1 0.54 0.2610

PROPORCION DE LA MUESTRA 1 0.35 0.3661

ERROR 88 0.42
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CUADRO 2. EFECTO DEL TESTICULO IZQUIERDO O DERECHO PARA LA
EPARACION DE CELULAS DE LEYDIG DE CABRITOS EN GRADIENTES DE PERCOLL

(Media de testosterona * ee)

TESTICULO TESTOSTERONA
DERECHO 0.41 £ 0,09 ng
IZQUIERDO 0,42 £ 0.09 ng

o0 existieron diferencias significativas (P> 0.05).

CUADRO 3. EFECTO DEL METODO DE SEPARACION CELULAR SOBRE LOS NIVELES DE
TESTOSTERONA EN CABRITOS

{Media de iestosterona tee).

METODOS DE SEPARACION TESTOSTERONA
MECANICO 0.50 + 0.09 ng
TRIPSINA 0.33 £ 0.0%9 ng

No existieron diferencias significativas (p>0.05).




CUADRO 4. EFECTO DE LOS GRADIENTES DE PERCOLL PARA LA SEPARACION DE

CELULAS DE LEYDIG EN CABRITOS {Media de testosterona * ee)

GRADIENTES DE PERCOLL TESTOSTERONA
0 092+ 0.13ng a
20 0.13+0.14ng b
25 0.27+0.15ng b
30 0.28+0.14ng b
33 0.47+0.14ng b

_etras diferentes en las columnas representan diferencias significativas (P< 0.05).
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DISCUSION

La literatura consultada presenta una gran variacion en cuanto a los gradientes de Percoll
ilizados asi como a las velocidades de centrifugacién y el tamafio de la muestra, el trabajo entonces
nsistié en adecuar diferentes metodologias para obtener una que pudiera ser implementada ¢n el

boratorio de Reproduccion Animal de la FES-Cuautitlin.

Después de leer cuidadosamente varios articulos, se obtuvieron datos sobre caracteristicas y se
tablecieron dos protocolos de trabajo de laboratorio para escoger ¢l que mejor se adecuara a las

ondiciones de nuestro laboratorio.

La velocidad de centrifugacion parecié ser baja con respecto a los gradientes de Percoll de ahi que
a parte mas importante de tejido capaz de secretar testosterona se almacenara en la superficie de los
gradientes de Percoll, sin embargoe resulté ser suficiente para que algunas células de Leydig se
almacenaran en el gradiente de 35%, coincidiendo con algunas publicaciones (Moore ef al, 1993;
Contreras y Ronco, 1994; Frayne y Nicholson, 1994), sin embargo al no ser significativo, eé necesario

modificar Tas velocidades de centrifugacion incrementandolas.

El porcentaje y cantidad de tejido testicular obtenido, no afecté las variaciones del trabajo, lo que
significa que proporciones similares de tejido testicular sano ofrecen poblaciones homogéneas de células

de Leydig para cada especie en particular.
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Existié como es natural una variabilidad propia de cada individuo, 1a cual fue utilizada comeo
loque dentro del modelo estadistico para remover variabilidad, por 1o que no puede inferirse sobre éste

JArAmetro.

La cantidad de testosterona producida después del estimulo con hCG, es un indicativo de la
presencia de células de Leydig, sin embargo no permite cuantificar la cantidad de células ya que no se
encontraron datos acerca de la produccion en cabras, ademis alguna cantidad de la estimada puede
provenir de la producida antes del cultivo, por lo que se propone realizar trabajos para estimar la

cantidad de testosterona producida por unidad celular.

En cuanto al método de separacién, tampoco hubo una diferencia significativa pero si se presentd
mayor separacion en el método mecanico, por lo que este método aparte de econémico puede ser wtil
aunque seria importante cuantificar la cantidad de células que sufririan dafo, asi también es importante

comparar ¢l método con colagenasa ya que se menciona ampliamente en la literatura.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Para una separacién adecuada en este tipo de gradientes de Percoll, es necesario aplicar una fuerza
e gravedad mayor durante la centrifugacion,

El gradiente de Percoll del 35% parecié ser adecuado para separar las células de Leydig, sin
mbargo el valor de 0.47 ng/ml no fue significativo con respecto a otros gradientes, por lo que se

comienda seguir trabajando sobre este métode para obtener resultados mas confiables.
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