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Un maestro nunca scbe hasta
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ensefianzas




r. . INTRODUCCION.

En el afo de 1849. el fisiologo aleman A.A. Berthold realizo
ol experimento fundamental que conduciria (80 afios mas tarded al
aislamiemto de la hormona de las glandulas genitales masculinas,
experimento considerade <con razen como punto de partida de la

Endocrinologia. Demostro que no se atrofiaba la cresta de los
gallos castrados si los testiculos extirpados se colocaban sueltos
dentpro de la cavidad abdominal del animal Bertheld interpreto

correctamente esta experiencia al suponer que la accion de los
testiculos sobre la cresta se ejercia por medio de la sangre. Mas
tarde., la cresta de gailo se convirtio en objeto de prueba para
comprobaria actividad de 1os extractos testiculares <rd.

En 1920. v casi al mismo tiempo. sSe obtuvieron en Chicago
(F.C. RKoch) v en Amsterdam (E. Laqueur. E. BDingermansen. E. Freud>
extractos del testiculo de toro gque hactan crecer npotablemente la
cresta de capon eon pocos dias. La observacion de que tambien
podrian obtenerse efectos cualitativamente semejantes con orina
masculina, condujo al aifslamiento de un estercide de la orima. que
fue Uamade androstendiona por Butenandt, su descubridor. Se debe
a Laqueur. y sobre todo a su compafierc Freud. el haber encontrado,
mediante minuciosos experimentes las diferencias cualitativas v
cuantitativas entre la accion de 1la androsterona y la de los
extractos testiculares purificados. La busgqueda continuada de la
hormona testicular emprendida por K. David condujo en 1935, al
aislamiento v cristalizacion de Ja testosterona. descrita por K,

David v, por otroc  lado, el grupc do amsterdam. Por
investigaciones convergentes e independientes entre =1, llevadas a
cabe en Holanda. Suiza v Alemania, pudo establecerse la

estructura, en tres meses, y confirmala por sintesls (1),

No cabe duda de que actualmente. cuande la estructura
quitiica de casi todas las hormonas se encuentra determinada casi
por completo, las investigaciones se dirigen. v deben dirigirse,
aun com mayor medida a encontrar drganos sensibles a las hormonas.

Una circunstancia gue ha fomentadeo el desarrolle de los
conocimientos acerca del tfuncionamiento gonadal. ha sido la
utilizacién de la microscopla, de tecnicas de tincién adecuadas

para ta observacién de las calulas v del uso de isotopos
radiactivos. entre otros, permitiende conocer las transformaciones
biologicas que sufren los estercides con vy a traves de sus organos
blanco, posibilitando iniciar ° continuar los conocimientos
actuales al respecto.

1.r. Anatomiu del Testiculo.

La mavor parte del aparato genital masculine esta situado en
el interior del cuerpo. wvomoe es el caso de la prostata. las



glandulas bulbouretrales, los epldtdimos, tos conductos
daefurentes, las vesiculas seminales vy la uretra; gquedando en el
exterior el pene y el escrote, el cual contiene a los testiculos
€2,3). En los cordados, los testiculos se encuentran en numero de
dos y tiene un origen embriologico que esta relacionado con el del
aparato renal, surgiendo como diferenciaciones de la region del
surce primitivo a partir de bordes mesonefricos. En la mayoria de
las especies de mamiferos , los testiculos experimentan migracion
de la cavidad abdominal al escroto C(2.4).

Cada testiculo se encuentra rodeado inmediataments por la
capsula testicular, compuesta de tres capas: la mas externa., la
vaginal , es una capa de celulas mesoteliales atenuadas; esta
capa se apoya en una lamina basal que la separa de la capa
media, mas prominente, la albuginea, la cual esta engrosada a lo
largo de la superficie posterior de la glandula come mediastino
testicular, y fa capa mas interna. la vasculosa, formada por redes
de vasos Sanguineos incluidos dentro de un e jiddo areolar fino
<392

La capsula testicular actua como membrana dinamica, capaz de
contracciones pertodicas, las cuales probablemente sirvan para
regular el veoiumen del testiculo y efectuar masaje al sistema de
conductos, avudando de esta manera al  desplazamiento de os
espermatozoides para su  salida:  ademas, la  capsula posee las
caracteristicas de una membrana semipermeable e interviene en
varios aspectos deo la tisiologia testicular (2.3.50.

Desde el hillo  testicular a la capsuia. salen  tabiques
fibrosos delgades. los tabiques testiculares, gue se dividen en el
interior dal organo en 250 compartimientos piramidales. los
lobulillos testiculares. con  sSus vertices en sSentido del hilio.
Existen numerosos especios entre los tabiques testiculares, por

ellos los tobulillos se comunican entre sSi con lbertad. Cada
lobulille contiene de uno a cuatro tubulos seminiferos
notablemente tortuosos. inclhudes en un estroma de te jido
conectivo {axo, el cual contiene wvasos., nervios y varios tipos
celulares, principaimente una serie de acumulos de celulas

endocrinas jlamadas intersticiales o de Leydig C(r-3).
r.rr. Ceélulas Espermatogenicos.

Los testiculos tienen una doble funcidn: una excocrina y una
endocrina; el producto exdcrine es principalmente las celulas

=exuales, y por ello puede considerarse al testiculo como glandula
citogentca <r~3).

Las ceélulas germinales comprenden una capa estratificada de
epitelio con cuatro a ocho celulas de altura que revisten los
tubulos seminiferos. Las celulas se diferencian progresivamente de
la region basal del tubo a la luz: la proliferacion desplaza a las
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cétulas hacia el interior del tubo. y las gque estan mas cercanas a
la luz se transforman en espermatozoides, desprendiendose del
epitelio y quedando de esta manera libres <(3.3.7).

E! ordenamiento de fenomenos es llamado espermatogenesis vy

entrafa los dos mecanismos de multiplicacion celular:
observaciones hechas en !a rata respecto de la duracion del
desarrollo de wun espermatozoide a paruir de espermatogonia.

indican que es sn:ie T4 dias, observado mediante la tny=ccion
{ntratubular de H-Timidina v su seguimiento en todo el proceso
espermatogenico, el cual se divide en tres fases: i) replicacion
de las celulas  troncales. tambien lamadas espermatogonias. i1
replicaciones meioticas, Iincluyendo a los espermatocitos. y {i{>
espermiogeénesis o diferenciacion celular de la espermatida (8.

La espermatogenesis se inicia con las espermatogonias,
incluidas inmediatamente adyacentes a la membrana basal. Se
suscriben Jdos tipos de espermatogonias. la de tipo A, con nucleo
ovoide v nucleoplasma claro con granulos de cromatina, gue cuando
aument.an en numero, por division melotica., la mitad
aproxdmadamente de las celulas hijas guedan come de tipo clara v
de tipo obscura: a partir de esta uitima sSe generan las
espermatogonias de tipo B. con nucleos esfericos. masas de
cromatina densamente tefidas. con relacion a la membrana nuclear:
cuando estas se dividen. por mitosis. producen celulas hijas gque
despues se diferencian en espermatocitos primarios, siendo las
celulas germinativas mas grandes observadas an los tubulos
Seminiteros. Los espermatocitos primarios sufren una division o
reduccion en Su numero cromosomico, por meiosis. v se producen
espermatocitos  secundarios. los cuales por mitosis resultan en
espermatides. permaneciende en un acumulo sincitial., dade que la
citocinesis, al {gual que en Jjos espermatocitos secundarios., es
incompleta <8-11> (Figura rd.

Se han localizado acumulos de espermatogonias unidas por
puentes intercelulares, o que sugiere gue pueden existir celulas
progenitoras de reserva que no entran al cicle normal del tubulo
semimifero (ro,iid.

La esparmiogenesis incluye la diferenciacion notable de la
espermatida (r~-3.7.08>
a) aparecen pequefios granulos de muchas vesiculas pequenas en
la zona de golgi, que se unen y forman el acrosomg, inclufdo en
La vesicula acrosomica C(VAD,
b)Y la VA crece en la superficie de i{a membrana nuclear vy por
ultimo cubre la mitad de la superficie del nucleo.
c) la zona de Golgl emigra de la region de la VA hacia el polo
opuesto del nucleo, se presenta resorcion del hquido de 1a Va,
que se colapsa con el acrosoma y forma un capuchon ce fdlico.
inmediatamente adherido ai nucleo,
d) con la formacion progresiva del acrosoma. en un polo del
nucleo, los centriolos se asocian con la membrana nuclear del
polo opuesto, se desarrolla un flagelo delgado de uno de ellos
para formar un organo vibratif.
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@) crece el flagelo, y alrededor de los filamentos axiates del
mismo aparece una vaina fllamentosa delgada: el tubo caudal.
otros centriclos emigran hacia la superficie de (as celulas,
engloebando los filamentos longitudinales axiales como anillos.

£ el nucleo se condenza, se aplana un poco y es desplazado
hacia la membrana celular donde forma la cabeza o capuchon
definitivo del futuro espermatozoide,

g) en tanto, existe desplazamiento de la masa citoplasmatica
hacia el extremo caudal de la celula. v

h) las mitocondrias, distribuidas al azar en el citoplasma.
emigran a la region entre el centriolo basal y el anille,
disponiéndose en forma espiral arededor de la porcion proximal
del flagelo, y forman la vaina mitocondrica delineandose
la piezag intermedia del futuro espermatozoide.

. Después de 1la diferenciacion, los espermatozoides son
liberados de =u contacto intimo con los elementos de sosteén. Y
entran a la luz de ios tubulos seminiferos. A partir de este
momento  tienen madurez mortologica pero noe  funcional. 1o cual
obtienen gradualmente mediante un proceso de activacion que
precede a la fertilizacion. Dada la indote ciclica de la
espermatogenesis. no pueden observarse todas las etapas al mismo
tiempo en un punto determinado a lo largo del epitelio seminmifero
3.4

1.1.2. Elementos de Sosten.

Los elementos de sosten, celulas sustentaculares de Sertoli,
estan dispuestas de forma espaciada en el tubo a intervales
regulares. inclulidos entre las celulas germinativas., Su  estructura
t.ridimensional es extremadamente compleja. ¥ sSu contorne es
irregular e impreciso, dado que 1os extremos cefalicos de los
espermatozceides se encuentran en espacios profundos del citoplasma
<3

Donde dos celuias de Sertoll estan juntas, las superficies
contiguas muestran especializacicones complejas de union oclusiva.
v estas areas de aposicion de membranas y de fusion., ademas del
tejido peritubular, constituye la base mortolégica de la Barrera
Hematotesticutar, dividiendo al tubulo seminifero en los
compartimientos basal y adluminal, cada uno con un ambiente unico.
Las celulas de Sertoli proveen dJde soporte [fisico para el
desarrolle de las células germinales.observado tn vitro. donde las
células germinales mueren en poco tiempo cuando se cultivan solas,
pero permanecen viables por o menos una semana en presencia de
células de Sertoli. y el Medio Condicionado de ceélulas de Sertoli
estimula la sintesis de proteinas en celulas germinativas,
empleando una extensa comunicacion gqumica. Este reconocimiento
célula-celula vy la adherencia especifica de los espermatocitos
primarios v espermatides al cultivo de celulas de Sertold,
probablemente este mediado por glucoproteinas de superficie
$3.4.I3-I5).



r.r.3. C&lulos Intersticiales.

El tejido intersticial en los Iobulillos testiculares, s
encuentra entre los tubufos seminiferos, y contiene algunas f(libras
de colagena, vasos sangulness Y linfaticos, nervios y algunos
tipos celulares: (ibroblastos. macrofagos, celulas <abadas algunas
celulas  mesenquimatosas indiferenciadas., v  algunos nervios  sin
mielina. Yasos sanguineos entran v salen por el hilio vy forman
redos alrededor de los tubos; 1a presencia de celulas
intersticiales especificas de Leydiz es el caracter mas notable de
este tejido. Estas celulas se encuentran en grupos compactos,
generalmente eon las zonas angulares creadas por la  disposicion
tntima de los tubulos seminiferos. Son celulas grandes con
citoplasma de aspecta vacuolado. el mnucles contiene granulos de
cromatina {con frecuencia existen cejulas binucleadas) v un
nucleolo preciso. el citoplasma contiene abundantes inctusiones,
como gotitas de Upldo (S.a0) <Figwra 1) El caracter mas notable
de {as celulax de Levdiz es el desarsollo extenso de un reticulo
endoplasmico  agranular., como una trama fina de  tubos que  Se
anastosoman <on una superficie sin ribosomas agregados. el cual se
considera que es el =sitio de la sintesis e las hormonas
esteroides. En el testiculo humance se  encuentran los  llamados
crcotales qe Rewnbz, cuya estructura v funcion son aun objeto de
discusion <2.3.5.76).

La secrecion principal del testiculo es la Testosterona (T,
producida por las celulas de Levdig., que son un tipo peculiar de
glandula endocrina. que se caracteriza en que sSe  desarrolla a
partir del estroma mesenguimatoso del testicuior =2n esta  zona.
dado que se halla un gran flujo laminar. pasa con facilidad el
producto de secrecion al sistema vascular (2.5.6).

r.z. Fisiologla Testicular.

La runcion testicular es regulada  por la Hormona
Luteinizaonte (LH> » la Hormona Folicule Estimulonte (FSH). La
primera estimula la esteroidogenesis v la produccion de ia
Testosterona (T) ., al promover precursores de la T a partir de
Colesterol, mientras que la FSH unida a celulas de Sertol
promueve la sintesis de proteinas, por {ijacién a sus receptores
de membrans plasmatica de las células de Laydig <un receptor
analogo para fa LM se encuentra en las celulas del cuerpo
amarillo). y por activacién del Adenilate Ciclusae intracelular,

incrementando ast al 3I'.g'-ddenosinmonofosfata Cliclico CAMPC),
uniendese é&ste a la (raccion reguladera de una proteincinasa
citoplasmatica, conformando una holoenzima v promoviendo
substratos proteicos. Esta accion aumenta, en <2lulas de Levydig,

ia velocidad de separacion de la cadena lateral dJdel Colesterol, y
para ello se ha propuesto la induccién de una enzima que facilita
este proceso (r7a8) (FIGURA rr1).

La interaccion de la T con su receptor proporciona el controt
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por retroalimentacidén de la liberacion de Gonadotropinas (Gnd. la
cual se realiza en el hipotalamo inhiblendo la sintesis de Gn. vy
1a inhibicién de la produccion de la Hormona Liberadora de las Gn
CGnRH) (ra2.20.24.20).

La GnRH es liberada normalmente de modo intermitente.
llegando a la adenohipofisis a traves de los vasos linfaticos v
vanulas del sistema porta-hipotalamo v la produccion maxima de la
LH y FSH, en los sistemas experimentales se produce cuando se
simula este patron pulsatil de liberacion de la GnRH (rz.26).

Antes de la pubertad. las concentraciones séricas de T son
muy bajas. Un evento temprano en este proceso de desarrolle, o5 el
incremento, en estallidos pulsatiles., asociados con el suefioc de la
liberacion de las Gn. Cuando las concentraciones sericas de T se
elevan sobreviene el crecimiento ¢ el desarrolle de los organos
Sexuales secundarios: la sefial que la inicia no ha sido descifrada
aun. pero la hipdtesis actual es gque los centros hipotalamicos,
responsables de la produccion de GnRH. se vuelven menos sensibles
a la inhibicion, por retroalimentacion. para las hormonas
gonadales esteroides (22).

t.r.2. Modulacion de la Células de Lexdig.

De las celulas de Levdig, se sintetizan v secretan una gran
variedad de esteroides. incluvendos la T, la 1T-hidroviprogesteronag
UT-OH-progd, y el Estradiol (ED. En los hombres maduros normales
se producen alrededor de 7my diarios de T. oscilando entre 4 vy
rgmp el mivel de T en el plasma es de aproximadamente
0. 7rg IToord, originandose principalmente en las ceélulas de
Leydig., pero tambien puede sintetizarse fuera de ellas a partir de
compuestos quimicamente afines (precursores) sSegregados por leos
propios testiculos o por las glandulas suprerrenales: mientras que
en la mujer es de aproximadamente de ¢ a Zms por dia (o.05
g1t omdd. v cuyva  concentracion se debe a la transtormacion
periferica de precursores secretades por la glandula suprarrenal.
principalmente JAndrostendiona (A (1.17.20),

La mawvoria de la 7T circulante viaja unida a la i*~Globulina
Unidora de Hormunas Sexuvales (TeBG?, existiendo la idea de que
solo la T libre es la que esta a disposicion para la interaccion
celular, y para manifestar su acLividad‘ androgenica. incluyende su
papel inhibidor de la secrecion de la LH {200,

1
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Fig II. Compartimientos testiculares y posibles mecanismos de regu-~
lacifi extra- e intragonadales. TeBg, beta-globulina fijadora de hor
monas scxuales: prol., prolactinsa; LU, hormona lutcimizante; Zn,
zinc; T. testosterona; RE, reticulo endoplésmico; LH-RH, hormona libe
radora de la LH; E2, estradiol; ABP, protelna unidora de andrdgenos;
DHT, hihidrotestosterona; A, androstendioha; FSH, hormona foliculo
estimulante,
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En aflos recientes. varias observaciones in tive e in wvitro
han contribuide a un mejor ' entendimiento del control hormonal de
la esterocidogenesis de las celulas de Levdig: la mayoria de tales
estudios han sido realizados en rata. A bajas concentraciones,
parece que LHs/Gonadotropina Coridnica Humana (hCG) es el factor
estimulador principal de las fracciones de celulas de Lleydig, un
papel el cual incluye no solo ta estimulacion aguda de la
esteroidogenesis sino tambien el mantenimiento de la respuesta de
la celula de Leydig a esta estimulacion. Sin embargo. grandes
dosis de LH/7hCG puede ejercer un efecto negative sobre la
respuesta esteroidogenica (21,232 Ademas, parece que val
respuesta puede ser modulada por varias hormonas, incluyendo a
LH/7RCG. indicando que la regulacion in  uvivo de la secrecion
androgenica. en el testiculo de rata, es multiharmonal, incluyendo
a la Prolacting. la Insuling, Glucocorticoides., Estrogenos y
Andrdgenos (23-25).

La estimulacién de la produccién de esteroides por la LH es
acompafado por un incremento en el nivel del AMPc™ . activacion de
la Proteincingsg 4 y C (devido al calcio v a la Calmoduling), e
incremento de la fosforilacion proteica a3zd.

La actividad estercidogenica de las celulas de Levdig puede
ser estimulada, ademas de la GnRH. por agonistas de la LH (LHRHa>
v factores producidos endogenamente de estructura desconocida. La
GnRH incrementa la produccon estercidogenica de forma maxima
cuande es acompafada por la LH: =3te ef2cto sinerzico de la GnRH
puede ser mediado por el calelo.al i{ncrementarse este aungque la
LH también 1o promu=va, lo que imposibilita el observar tal efecte
sinergico considerandosolo los cambios en las concentraciones del
caleis.  Puede Ser que la GnRR v la Prolacting € (PLC), v por ovre
lado la LM regulen diferentes reservas de calcio., entonces la
liberacion se presenta en <l reticulo endoplasmice v el flujo del
calcto a traves de la membrana celular. Esas diferentes
estructuras de los sSistemas del cajcio pueden ejercer efectos
independientes sobre la actividad del enzima unida a la cadena
lateral del Colesterol mitocondrial, la cual puede ser regulada a
diferentes niveles: la promocion del Colesterol v cofactores
reducidos, activacion del enzima unida al Colesterol v la sintesis
de novo de las enzimas del complejo unido al Colesterol (23.26).

2 £n general e Qcepta Jue -l AMPZ uess  um vmportante papel -n ta
traneduccion de  sefcles, fpers> es  mencs  clars sy funsidn core  dmice
regunds Tens s ers. ya Que . cdicisn a -sia ne ham enconirade
Stres sLatemas de  segundcs mengazercs Jue Puoeden sperar o las
se#lalas, Mim tien ta hipotesin de segqunds o corsiders
estuthioe o= inRibidores del ade~lotacislasz, v attaalmente e
ertiende Fue fzrrma parte de wn TP Iemte e ststemas de

tromssuscie alternslivos e= la acnizn de ziros —alecaias.



Por otro lado la proteincingsa A v C fosforilan proteinas
promovidas por la LH y ésteres de Forbol <(PMA), yva sea las mismas
proteinas o gue interactuen en ello, mientras que la Fosfolipasg C
PLCY y la LHRHa 0o presentan tal efecte. Tales protewnas
fosforiladas son de 17 v 33 Kilodaltons (Kd), y aunque parece no
ser un paso esencial en la regulacion de la esteroidogenesis, sin
embargo pueden representar elementos estructurales en la celula,
tal como el citoesqueleto. el cual juega un papel importante en
los efectos troficos de tas hormonas tanto como en las acclones de
estimulacion aguda (31

rar. Modulacion de las Célulaes de Sertoli.

La FSH se une a las células de Sertoll v activa la sintesis
de la proteina unidora de amdrogenos (A4BP). la cual es una
glucoproteina que retiene a la T. perc =s distinta de la TeBG. del
receptor intracetular ¢ androégenos v del 5-x -dihidrotestosterona
<DHTY 8>, ademas de la sintesis del activador de plasminogeno.

La ABP es secretada al lumen del tubulo semimufero, v en
este precesse la 7, producida pos  lag  celulas de  Levdig, es
transportada en concentracion muy alta al sitio de 1a
espermatogenesis. Al parecer este =25 un proceso clave puesto que
los valores circulantes normales de T, gque podrian lograrse por
terapeutica de restitucion. no mantienan ia espermatogeneisis.
Aunque solo se ha {dentificade una GnRH. existe evidencia <2 una
Uberacion selectiva de ta LH vy de la FSH. es una substancta de
los tubulos seminiferos, especificamente de celulas de Sertoli,
que  rezula ta likeracion Jde la FSH. una Inhibtninag (r8.27) Se bha
inducidoe la secrecion de la inhibina en los tubulos seminifercs
con FSH, dibutiril AMPc (dbAMPCc) v se ha inhibido por la insulina.
de forma dosis~dependiente a bajas concentraciones (28>

Parte de este efecto de retroalimentacion scbre la
liberacion de la FSH puedes ser mediada por el Estradiol (E), que
es sintetizado en pequenas cantidades en las celulas de Lewdig
en las de Sertoll (estas contiepen las enzimas para transfermar 7T
a E) La produccion d2 E en estas ceélulas esta estimulada por
FSH, y en este proceso el esteroide produce inhibicién por
retroalimentacion de la FSH, bajo ciertas condiciones de estudio
a8.20.24).

La actividad funcional de las celulas do Sertold es moduwlada
por 1la etapa del ciclo espermatogénice (rad. En los roedores de
laborateoric se ha astudiade muy a fondo tal ciclo, donde se
observa un grado de orden ¥y regularidad gue facilita su andlisis
sistemditico. en contrate en el hombre. dJdonde se han identificado
seis diferentes asociaciones celulares (seguidas por la marca de
H), las cuales se muestran <omd un mosaico de areas de forma
irregular. En el cobaye se han identificade doce diferentes
asociaciones celulares relacionado con ia funcién de la céfula de
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Sertoll (3> (Figura rrrl.

En la etapa VII y VIII las celulas de Sertoli presentan la
mavor velocidad de secrecion de ABP, del activador de
plasminogens. la mas  alta actividad de la fosfodiesterasa. una
minima union a la FSH una minima estimutacion de la produccién de
AMPc por la FSH v un inhibidor dJdela aromatasa de alte peso
molecular es sacretado en mucho mavor cantidad: mientras que en la

etapa VI y XII se presenta , principalmente. la mayor produccidén
de proteinas y en la etapa VI v VIII-XI existe la inhibicién
maxima de actividad hactia la celula de Sertoll. Otro marcador de
la funcion de celula de Sertoli, s lLa r - glutamil

transpeptidasaly-GTP), una enzima de union membranal. ampliamnete
distribuirda en te jidos de los mamiferos, ¥ cuya funcion es
catalizar ia transferencia de ia r-slutamil moietina a un
aminocacido aceptor peptidico, sugiriendese que funge como un
sistema de transporte para amoncacidos a traves de la membrana
plasmatica, dJdependiente de la FSH <r2.15.28.20). Ef lactato v el
piruvato tambien son indicadores de la funcion de las celulas de
Sertoli, detectadas en el medic de cultive requiriendole los
espermatocitos en paquitene v  las espermatides redondas. para
obtener la energia necesaria para los futuros procesos de sSintesis
proteica y del ATP, de la utilizacion de la glucosa v de la
actividad del ciclo del acido citrico. La produccion de lactato vy
piruvate, por la célula de Sertoli. es marcadamente estimulada por
la FSH, ¥y se sugliere que estan envueltas en los efectos de la FSH
sobre la espermatogenesis., pudiendo ser un factor lmitante ia
produccion de tales compuestos para el desarroilo de un numeroc
sptimo de células germinales (3od

Las etapas VII v V1T del ciclo espermatogenice son los

me jores e jemplos de la maltiple interaccion de las celulas
testiculares. pues & esos estadios Cpaquiteno medio.
espermatocitos primarios v las etapas 7 y 19 de las espermatides>

las celulas germinales sSon mas sensibles a la disminucion de la T,
heche correlacionado con la observacion de que gque contenido de T
de los tubulos seminiferos. en esos estadios, es mas alta que en
otros, ademas de que en tales estadios tienen el mas alto efecto
estimulador de la esteroidogenesis sobre las celulas de Leydig
purificadas (ra.r5.28.3r.32).

Aunque la significacion fisiologica de los cambios en al
funcion de las celulas de Sertoli, dependientes de la etapa del
ciclo espermatogeénico.no es clara aun indican que su funcion es
modulada por seRales que se originan en las células germinativas
recien nacidas. La actividad celular normal de las ceélulas de
Sertoli es un reguerimiento absoluto para la multiplicacion y
maduracicn de las celulas germinales, a su vez éstas ultimas
regulan ciclicamente la funcion de las primeras, para obtener el
requerimiento especial en cada estadic de su ciclo. Esas
muitiples v bidireccionales interacciones entre celujas de



" ESTADIO W
ESTADIO |}

E3Ta210 V1
ESTADIO ¥ ~ . Sprc- . Sete-
- N 1

r "

Fin IIXEsquema de los seis estadios del ciclo

hambre.  Ser. célula de Sertoli; Ad v Ap. es
5. esperaatononia srermatocite ori
rmatocite leptoth ?

spersatozénico del
sonias tipo A:
en reaoso; L, es-

& fiico; p. zigotfiico; P. esn. najuitfico; Di. esp
iplotfiico: Spre-lp, esp. nrimario en divisida: Stpe~1X. esp. sec. en
interfase: Sa, Sh, Sc, 5d. espernlidas en varias fases de difereacia-
¢ifi: ®b. cuorpos residuales de Regnoud. Tomade de Bloem v col., 14Y,
Pp.. 831. o : )

3%




Sertoli~celulas Germinativas , pueden estar mediadas ya sea por
contacto directo celula-celula. muy desarrollado entre ellas. o—a
traves—do—FPuctores—célala-ceiuia—Cmuy ~desarrotlado—entre—etlasd o
a travées de Factores Paracrinos Difundibles o por ambos
Cr2.14.15.287.

r.z.2. Interaccion Entre Celula de Leydig-Celula de Sertoli.

En los ultimos ahos se ha incrementado la evidencia
referente a una regulacion fing de la funcion testicular, por una
modulacion local o regulacion paracrina, lo que significa que las
hormonas hipofisiarias proveen la estimulacidn basica sobre la
cual la funcidén testicular es dependiente. pero la intensidad y el
tiempo de la respeuesta a tales estimuiaciones,por las ceélulas
testiculares, parecen estar moduladas por complejas interacciones
entre estas mismas I2.15.33).

Se ha encontrado que el fluido intersticial (FI) participa en
tal regulacion. de forma independiente de la LH y GnRH sobre la
funcion Jde  las  celulas de Leydig (r2.29.34); aunque con dosis
maximas de estimulacion de LH/WCG o de GnRh. el efecto estimulador
del FI es sinergico (35). mientras gque de efecto aditive para
dosis submaximas (35.382.

El FI es la principal =ntrada de nutrientes Vv hormeonoas a la
corriente sanguinea en el testiculo v la unica via de comunicacion
entre el compartimiento de tubulos semintferes y el tejido
intersticial vascularizado. La velocidad de formacion del FI. gue
depends del fluje sanguineo testicular v de la permeabilidad de
los capilares testiculares, esta bajo control hermonal v tambien
local <(r2d; su volumen v actividad se ve {ncrementado cuande sa
induce un rompimiento severo, pero selectivo, de la
estervidogénesis ya sea por al criptogquidismo £34.372 por
calentamiento testicular (3.4.37), encontrande en este ultimo caso
una correlacisn con la concentracidn de ABP (262 o por R-X (38,
El FI en el testiculo tratade con dimetilsulfonato <dDMS), que
destruye selectivamente a las células de Leydig, v por otro lado
el testiculo escrotal contralateral. son obseravciones importantes
que indican que la fuente de tal(es) factorlesd del FI pueden
tener un origen comun: la ceélula de Sertold (r2.26.54.35.409);
siendo el factor{(es) responsable <Lermclabll y de pese molecudar
mayor Jde 25 Kd.. <ra.agd.

Los tubulos seminifercs secraetan factores los cuales
incrementan 1la sintesis de {a aromatas en celulas de Leydig.
debtdo a las  {nteraccicnes celulas de Sertoli~Garminativas o
Peritudbulares (&2 > HENNY por otro lado e} medic de Tubulos

Saminiferos disminuye ia concentraciéon de AMPe intra~ v
extracelular, sfendo el factordes)? de origen proteico v de peso
molecular mavor de 50 Kd.. (god. mientras gqus Verhoeven v col.,

€34> bhallaron gque el medio de cultivo de células de Sertoli
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estimula un pasa primaric en 1a via esteroidogénica, pero al mismo
tiempo produce la conversidén de precursores Cz: en Andrdgenos.

Considerando los conpocimientos actuales de la  funcién
testicular, existe una considerable evidencia de gque las celulas
de Sertoll pueden iInfiuenciar ta funcion esteroidogenica de

cefulas de Leydig de dos formas: 1) por estimulacion aguda de la
esteroidogénesis, dependiente de [la concentracidn del medio de
colulas de Sertoli y de la inhibina, y {{) el efecto a largo
plazo. La naturaleza de {a cual depende el tipo de modelo ocupado
in vitro y del suplemento hormonal dei medio de cultivo <(3rd.

Syed y col.(24.42) encontraren que la substancia activa del
medio de celulas de Sertoli (MCS> actiua a nivel de la proteina
reguladora estimulatoria del complejo adenilato ciclasa, y no debe
su actividad a la presencia de enzimas proteoliticas en el medio
i a la influencla de la union de la LA a las células
interstictales. ni a la producion de la 7 promovida por el A4MPc o
sobre el metabolismo de fa 7. sugirtende gque inhibe un paso
posterior a la union de la LN a su receptor, pero anterior a la
accion del AMPc.

Por otro lado @Qarcia v col. (3> y Herrera ¢ col. g4
evaluando el efecto que sobre la estraldeogenesis de las celulas de
Leydig presenta el Medio Condicionado de Celulas de Sertoli

MCCSH, hallaron que ei efecto inhibidor del MCCS es
dosis-dependiente. can un efecto mas significative a una
incubacion de 34 hrs y a wuna dilucion de 15 Ademas demostraron

la existencia de un patrén e ¢l cual se observa que que el efecto
se presenta durante las primeras 24 hrs de cultivo de las celulas
de Leydig y parece Iir Jdesapareciendo durantes las siguientes 23
hrs. El sistema enzimatico alterado. al parecer. es que transforma
Androstendiona (4) en T: la r7-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa.

r.g4. Modelos Experimentales.
r.4.1. Separacion de Estirpes Cslulares.

Para conocer la respuesta especifica a 1a presencia de una
hormona por alguna determinada estirpe celuiar, un modelo
experimental util seria agquel gque permitiera evaluar la actividad
de la hormona en forma aisladsa de otros factores gque pudieran
estar presentes en el tejido. Esto bha Uevado a tener la
necesidad de tratar de alslar yso purificar las diversas estirpes
cefulares que forman un 4érganoc. en e! caso particular nuestro es
el testiculo. Para obtener a las estirpes gelulares con una
purificacién confiable es necesartio recurrir a procedimientos
mecanicos ys0 enzimaticos para ia separacién celular, seguides de
gradientes de densidad para la purificacidn o al menos el
enriquecimiento de las fracciones celulares (j&-48). Este modelo
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experimental implica que ademas de aislar las estirpes celulares,
wstas pudieran mantenarse <n condicionss adecuadas para responder
a algunas pruebas o retos pudiende evaluar la o las respuestas
celulares durante periodos de hasta 48 hrs (4.

Los «uitiveos primarios joegan un papel fundamental en el
estudio de la fisiologia y morfolcgla colular, Despues de que una
poblacian  cslular es  aislada, es preciso proporcionarles los
medios que optimicen su funcicnamiento, los cuasles deben incluir
un subsLtrato v suplementos adecuados: ademas se deberan considerar
los paramatras de incubacion < temperatura. humadad, pH.
concentracion de oxigeno y CO2, eta I, los gque son optimes para
cada estirpe celular. Se ha encontrado que el Medio Minimo Basal
da  Eagle (MEM), puede ser util para el cultive de celulas  de
Sertoli v de Lewvdig. La adicion de algunas vitaminas v en
acasiones la adicion de gonadotropinas pusde avudar a optimizar
las  condicionas  {deales para los  cultives en  sestas wStirpes
cefulares (o)

I Cultivos Celulagres en Medios Definidos.

Anteriormente de  habia sugeridc que el papel del susre
agregads para el desarrollo de las celulas en cultivo era el de
preporcionar  hormopas vy faatores de  crecimiento  indispensables.
sin embarge la eliminacion del suero ha permitido Jdesarrollar wn
medic  completamente Jdefinido, al cual se le puade agregar las
hormonas o lfactores requeridos en Condiciones de alta pureXa v en
concentraitones perfectamante definidas. ast come otro factor que
resultase (ndigpensable (403

re =sta manerTa la utilizacion de medios Jdo cultive Ubres de
suers, per~ complementados <on una o mas harmonas., factorss u

otras substancias ba ilevado al establacimiento de Linsas
celulares poco contaminadas. Por lo tanto resulta ventajoso para
el estudio de los mecanismos de regulacion endocring

mntratesticular el manejo de cultivos primacios  de celulas de
Levdig v de Sertalli em medios d» cuitivo definides ¢ sin  Suera
<851,

No obstante las ventajas Jue tienen los cultivos celulares
en  las condiciones antes selaladas. para poder establecer los
nexas  lisiologicos que pudieran existir entra las diferentes
estirpes celulares, en ocasidnes Se utilizan las substancias
excretadas por las celulas al medie de cultive como posibles
efectores sobre otras células, par lo gue al medio de cultive
utilizado en la primers estirpe celular se le extrae y Separa
el © los CTaclores de interes, © bien despues de restauraries
us propiedades nutritivas se le utiliza completo para
afectar & al segunda estirpe celular: los cuwltives celulares
en este ultimo case descritos se o llama Culd en Medios
Condicionados (g3.24).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente se conoce la existencia de una relacion
intercompartamental para et funcionamiento del testiculo o

regulacidn intragonadal. ia cual, aparent.emente, actua
independientement.e de la regulacion extratesticular. Los
compartimientos intersticial, principalmente las celulas de

Levdig, y 1a tubular, principalmente células de Sertoli. son el
eje de tal regulacidn. La Testosterona producida por las células
de Levdig es captada por las células de Sertoli promoviendose
algunas etapas de la espermatogénesis, a sSu vez la etapa del cicle
espermatogenico actya sSobre la funcidn de las células de Sertoli y
estas sobre las de Levdig.

Ante easto. ciertos grupos de investigzacién han encontrado
que el Medic Condicionado de Ceélulas de Sertoli regula la funcidn
de las celulas de Levdig. inhibiendo algun paso de la via
biosintetica que lleva a la produccion de la T, pere anterior a
esta, por lo que se propone, CoMGe un paso necesario en el estudio
de tal modulador esteroidogénico. mediante ciertos tratamientos.
dilucidar sobre la probable naturaleza del modulador evaluande su
efecto sobre la funcion normal de las células de Lovdig en
cultivos primarios.
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- HIPOTESIS.
Los tratamientos tarmices, asi como e! 2nzimatice inhibe el

efocts que sobre el modulador eosteroidogénico de las células de
Leydig presenta ! Medio Condicionado de células de Sertoll.
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+  OBIETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto que scbre el modulador estercidogenico de
células de Leydiz presente en el Medio Condicionado de Células de
Sertoli presentan diferentes tratamientos térmicos y enzimaticos.

+1. OBJETIVOS PARTICULARES.

IS 3% % Obt.encion de “edios Condicionados de Celulas de
Sertoll.
€T Tratamientos Termicos v Enzimaticos sobre el

Medio Condicionado de Celulas de Sertold.

+4.1.3 Cuantificacion de los Esteroides de las Células de Leyvdig
en cultivo. con v sin Msdio Condicionado en Células de Sertoll
tratados

+r.q. Evaluacion del Efecte  Modulador de! Medio Condicionado
de Células de Sertoli
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5. MATERIALES Y METODOS.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o
bien en propaerciones para fines bioquimicos. Cuando no sea de esta
manera sera indicado.

5.1. Obtencion de Fraccionss Enriguecidas en Células de Leydig y
en Celulas de Serroli.

Se utilizaron ratas machos adultos (3 meses de edad), los
cuales se sacrificaron por decapitacion y los testiculos se
extrajeron por via abdominal, se lavaron <con una solucion
amortiguadora de KRBG (NaCl., 125 mM: KCl, SmM: MgSO04.TH20. 12 mM:
Tris. 35 mM; NaH2PO4. t mM. a pH i despues se adiciend glucosa
descapsularon  eliminandose el

al 2¥ v gentamicina al 003%3. s
maximo d¢ venas v artartas. L testiculos se incubaron en
una solucion de colagenasa dmz- mir Tmgrsoml per par de testicules)

por 18 min a 37T°C. agitando cada ¢ min. Se adicioné dos volumenes
de NaCl al 09% vsrtiendo varias veces v se defo reposar a 1 x 3
por 10 min a 4 C* se riltrd a traves de una malla de poro 30-100
M, utilizando una pipeta para trasvasar e1 sobrenadante, y el
filtrado se <entrifuge a 1.500 x g por 10 min a 43:C; el! boton se
resuspendio an t ml de  KRBG, v se colocd en 8 9ml de
KRBG-Ficoll-BSA 13%-02%). pH 65: se centrifugd a 1.000 x g por
15 min a 4:C. <! precipitade se resuspendid =2n 3 ml de Madio
Minimo de Eagle Modificade por Dulbscco  (DMED Se realizd el
conteo. utilizands para este efecto un Hemocitometro., ajustandose
a 3 x 107celulassml. v sembrandolas en camaras multipozos de
plastico <Nunad con un volumen final de 23 mlrpozo <523
(Esguema 1)

S5.r.2.  Purificacion de tg Froccion Tubular Cruda.

Para obtener la fraccion enriguecida en celulas de Sertoli,
el precipitado testicular. despues de separar la suspension, se
fragment¢ con bisturi hasta obtener fragmentos de aproximadamente
5 mm, los «cuales se incubaron en 20 ml de KRBG-Pancreatina
€0.2mgsml> durante 20 rman a 28:C, con agitacion 'cada 3 min; se
dejo sSedimentar a 1| X g por 10 mn a <4*C: se decants el
sobrenadante v la suspension celular se volvié a fragmentar
mecanicamente pasandcla a presion por una aguja de calibre 20 ga.
Se colocd sobre un gradiente discontinuo de KRBG-Sacarosa del 2 al
6%, en intervalos de 1%, dejandola reposar a ! x g por 30 min a
<4*C. Se recuperaron las fracciones correspondientes a 4 y 5% por
aspiracion . la suspension celular se filtrd por una malla,
descrita  con  anterioridad, v las celulas filtradas sesedimentan
POr centrifugacion a 1500 N~ gz por 2 min a 4+C. el sobrenadante se
desechs v el boton celular se resuspendio en 5 ml de DME, para el
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Testiculos Descapsulados

T5 ml de KRBG-Colagenasa (mg/mld

15 ml NaCl al 09%, invertir 10x;
reposar 10 min a temp. ambiente
+
Filtrar a traves de una malla
<50-100um)

. i

Fraccion Tubular Cruda Fraccién Intersticial Cruda

- +

Fragmentar los Tubulos Sedimentar a 1300 x g 10

min a temp. ambiente
- +

20 mi KRBG-Fancreatina <0.2mg/
mid; 20 min a 2Z8B+C, agitacion

Resuspender en 1 ml KRBG

Sedimentar a1l ~x g a 4°C

por 10 min

Sedimentar a 1.000 x g a
traves de 8mi KRBG-Ficoll 400

C13%)-BSA  024.pH 65, IS
min a temp. ambiente

Decantar el sobreonadante:

sedimentar a 1 § 5 éen un

gradiente discontinuo (2-8%)

de sacarosa-kKRBG por 30 min
a 4-C

Filtrar a través de la malla:

sadimentar a 1,500 x g por 10
min a 4<C

Resuspender en 5 ml de DME v
ajustar a 200,000 celulas- ml

Resuspender el boton celular
en 5 m]sse DME.contar v ajustar
a 3 X 107 ceilulas/ml. Sembrar en
cajas muitipozos de 6 a razon de
25 mirpozo

sembrandolas en cajas de
cultivo de 25 em”, a razon de
10 mi
E3qvems T. Meito3s ie  separas w purificostes celulzr PaTE
i@ ctienmasr  de  fraziithes  emngueaidss  e= celulos  de  Ley®hig ¥ de

Sertaly.



conteo celular., descrito con anterioridad, ajustandose a 2 X
107 células/mi y sembrandolas en botellas de cultivo de plastico
(Nune), de 25 cm®  de superficie y un volumen final de {0
mlrbotella (52) (Esquema 1)

Todas las condiciones de trabajo se realizaron bajo ambiente
aseptico, ast como lo fuereon las soluciones utilizadas. La
evaluacion de la pureza en ambos tipos celulares, se reallzo con
tincion utilizande Fucsina acida e {dentificando las células por
su morfologtia.

5= Estandoarizacion del Método de Radioinmunoandlisis
CRIAD.

Se utiliza un RIA especifico para la T en la determinacion
cuantitativa de ésta presente en el cultive de las ceelulas de
Leydig. La fuente de anticuerpos <(Ac) fué un sueroe de conejo,
acupando 2l comple jo  19-hemisuccinato unido al Albumina Serica de
Bovino (BSA) como antigeno; siendo el marcador radiactive Tritio
GHY con actividad de 100mCismMol. purificada por Cromatografia en
Capa Fina, en cromatoplacas de Silica Gel #0.254 en los sistemas
de disoliventes:

a) bencena. b) benceno-acetato de etilo 1/8:2 y <) benceno-metanocl
1791, con T pura como patron (53.54).

F.20 Preparacion de la Curva Patron.

Se eligen rangos dJde sensibiltdad para la T. de o a r.ooo0
picogramos (pg). v se preparan solucicnes de 7T no marcada para los
puntos de la curva patroen.

Considerando que se tiene:

a) una solucion patron de concentracion rmg-ml. tomando s5mg del
esteroide puro v disolviendo en etaneol! abscoluto hasta un volumen
de gml;

bY> una solucion N, concentracion 1 nanogramo (ngl/mi, tomando 5ul
de 1a solucion patron y llevando hasta un volumen de sml con
etanol absoluto;

) una soluden E. de concentracion zopg/ul, tomando rcoul de la
solucion N. ¥ diluvendo con etano! absolute hasta sml. v

d> una solucion J. de concentracion ec.zpg/ul. tomando 3502l de la
solucion E v divutendo hasta sml con etanol absoluto.

Se prepara una mezcle de ensaye con *H-T de actividad
conocida (5,000 cpm/s50011) en  amortiguador de RIA v suero
antitestosterona <(r1:5.000J. Se coloecan vy wmarcan una sSerie de
tubos., por triplicado. v se adicinan 5o00xl de la mezcla de ensayo
en cada tubo de la curva. de la siguiente manera:

tubo voldald solucion masa

18



1-3 0.0 - Q.0

4-6 5.0 J 1.0

-9 25.0 J 5.0
10-12 50.0 J 10.0
13-15 20 € 40.0
1618 5.0 E 100.0
19-21 25.0 E 500.0
22-24 50.0 E 1000.0
25-27 10.0 N 10000.0
28-30 - - bl

(totalesd)

Se realizaron los pasos del RIA, mencionados anteriormente.
Se trabajé con 10,000 pg de T ne marcada para evaluar las uniones
inespecificas del Ac acupade. ¥y tres § .. 1 determinar las cuentas
por minute (cpm) totales (33,342

»

5.3. Cultivos Celulares.

Las celulas son cultivadas sin sSuero o factores adicionales

en una atmésfera alre-CO0z <93-5%) a 3T:C. Para las celulas de
Sertoll se ocupd un pericdo de incubacion de 36 hrs, y para las
celulas de Levdig 24 hrs de preincubacion. Al medio condicionado
de celulas de Sertoli (MCCS), obtenide segun Garcia v col. (43> v
Herrera v ool K34d. se le aplicaron. por un lado los

tratamientos termicos (53,70 v 90+C/30 min), y por otro lado el
tratamiento enzimatico con tripsina 0.3 mg/ml/t h a T2C)  al
termino dJde este se  adiciond Antitripsina ¢ 0.2 mgs/ml’1 min a

7. v Carbon Activado-Dextran To €0.625-0.06255)>, 1.3 ml,
centrifugandoe a 2000 x g por 2 min Los MCCS con estos
tratamientos. correspondientes. se diluyen a (5 con DME vy  se

adicionaron a las celulas de Leydig. previa eliminacion del medio
en que se preincubaron. incubandese 12y 24 hrs. Se manejo un
control C(DMEY y MCCS sin tratamientos a los mismos perilodos de
incubacion .

Los medios de cuitive se recuperaron y se procesaron para la
extraccion de la T; cada medio recuperado se colocd en un tubo de
centrifuga de vidrio de 15 ml con tapén, corresppndlente, y se
adiciond 5 ml de oter, agitandose por 1 min en Vortex, después se
congelé la fase acuosa ocupande hielo seco-acetona y la fase
organica se decantd a un tubo de centrifuga de vidrio sin tapon.
Se espers a que la fase acuosa de descongelar y se repitié la
operacién., reuniendo ambas fases organicas en un solo tubo,
concentrando a seguedad. A cada tubo se le adiciond 1 ml de éter
v se decantd a tubos de ensayo €10 x T3 mmd. correspondiente,
concentrande. nuevamente. a sequedad. A los tubos de ensayo se le
adiciondn 0.5 ml de la mezcla de ensayo. segun Garcia y» col,
€443, v se trabajaron igual que les tubos para la curva patron de
T.
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5.4. Prueda Estadistica.

El analisis de resultados se realizé por comparacion de las
medias y de! erroe estandar de los grupos control y experimental,
utilizando la prueba ‘¢ de Student con dos colas, considerandose
como significativos aquellas diferencias de p ¢ o.oor.
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6. RESULTADOS.

£l procedimiento para la obtencisén de las fracciones
enriquecidas resulto en una adecuada separacién de los
constituventes celulares del compartimiento intersticial 04
tubular. Para la fraccidon intersticial se obtuve una preparacidn
final de 5027% de pureza, considerando una composicidn inictal de
6% en promedio. con una viabilidad celular de 9023%, siendo la
Tuente principal de contaminantes celulares espermatocitos
primarios v espermatogonias ¥ una pequena cantidad de
espermatozoides, los cuales no son retenidos durante la filtracion
a traves del Ficoll $00-BSA~KRBG (Tabla 1.

Por otra parte, de la fraccion t.ubular se obtuve
preparacion final de 723X de pureza J(lfactor de
10x%> v una viabilidad de 9222% (Tabla 1.

una
purificacién de

Pureza %) Viabilidad %>

Fraceion de celulas de Levdig
purificadas a traves de Ficoll 50=7 . 90zx3
$Q0-8SA-KRBG

Células de otro tipo Espermatocitos Primarios

Espermatogonias

Densidad Celular 3 x 10° céhulas/ml
Fraccldn de células de Sartoli
sedimentadas a traves de un 73 922

gradiente de sacarosa .
Células de otro tipo Espermatozoides

Espermatidas

Densidad celular 2 x 10° células smi

Tabla r. Células de Levdig v de Sertoll en preparaciones
finpales obtenidas de testiculo de rata adulta
normal.
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Los resultados del efecto de los diferentes tratamientos
sobre e! factor modulador presente en el MCCS se encuentran
resumidas en la Tablg rr y 11r; de forma grafica en la Figura rv
Y v

En los tratamientos teérmicos. es posible observar una
diferencia estadisticamente significativa, entre el control JDME)
¥y el MCCS no tratado en una proporcidén de 3:1 1536 vs 459%pgd a
las 12 hrs, manteniéndose la velocidad de inhibicién de la
producc{éon de la T tambien a las 24 hrs (Tabla 11>, Por otro lado,
los tratamientos térmicos muestran entre st disimilitudes en su
efecto sobre el MCCS v también con respecto al control a las 12
hrs. excepto el control v 90°C (U536 vs. 1539) el cual no guarda
diferencia; mientras que a las 24 hrs de incubacidn, existe una
pequefia diferencia. aunque el patron de respuesta es semejante al
de 12 hrs (Figura ruv). Comparados con el MCCS no tratado la
diferencia. es incluso. desde los 35¢C (459 vs. 631> del de 53C
(Figura rv>.

En lo referente al segundo grupo de tratamientos sobre el
MCCS. el patrén general del MCCS ne tratado con respecto al
control. nuevamente se repite, comparado con el primer grupo de
tratamientos descrito «Figura rv y wJ. El MCCS con la Tripsina
muestra una similitud de actividad con el control y disimilitud,
ademas de con el MCCS no tratado. con el de Carbon Activado-
Dextran 70 2217 vs.1282pg) (Figura 1v), mientras que este
aitimoe. si bien no es igual al control. v por ende tampoco con la
Tripsina. tampeco lo es respecto del MCCS no tratado <T20 vs.
384pzg), haciendose extensible. en seneral. el mismo
comportamiento, 2 incluse mas definido a las 24 hrs de incubacion
Tabla ri. Figura iv).

La variacion existente dentro de los ensayos y entre los
ensayos. no  fue superior al 3 v  10%, respectivamente, en la
medicidn de la T sin purificar en los medios de cultivo, siendo el
anticuerpo ocupado con una especificidad mayor a 90% para la T.
La dosis minima detectada para la T es de Spgs/ml, un poco por
encima de los obtenidos con anterioridad (0.2 pgrmld (43,53.54)
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7. ANALISIS DE RESULTADOS.

Los antecedentes en la literatura indican que los resultados
obtenidos con las ceelulas de Leydig y Sertoll, se reproducen con
los datos hallados por otros autores (37.55).

Todos 1los experimentos necesarios para el presente trabajo
han mostrado un estado de las células morfoldégicamente adecuado, vy
considerando trabajos al respecto por otros  autores (36>, las
celulas no muestran vacuolizacion, nd birrefringencia en ninguno
de los periodos de incubacidn probados.

Desde ol punto de vista de funcionamiento. an nivel de
actividad esterocidogénica. hay un incremente en la produccidén de
1a Testosterona (T) en las celulas de Leydig durante las segundas
12 hrs de incubacidn, corroborande los hallazgos de otros autores
Qsd. Ademas. en trabajos con preparaciones en fresco de céiulas
de Leydiz., estas responden bien a la Gonadotropina Corionica
Humana <hCG>. ¢on un incremento en la produccicon de la T <&3).

Con respecto a las ceelulas de, Sertoli, debemos considerar
que se utilizan tasticulos de rata adulta 0 dias) v por tanto la
existencia de un mavor numero de células de la linea germinal,

presentes en ios tubulos seminiferos, lo que repercute en el
porcentaj2 de pureza obtenido. ademas de que a esta edad va se
encuentra establecida la Barrera Hemato-Testicular. 1o que

aumenta la dificultad de obtencion de un factor de enriquecimiento
mayor.

Los medios utilizados para ambos cultivos fueron basales. es
decir. no se les adiciono ningun factore de enriquecimiento
Chormonas. facteores de crecimiepnto. suero. etc.) loe que hace

diferente del ocupado por otros autores (24,28.35.59.600, quienes
mane jan lineas celulares establecidas, ademas sembradas sobre
Citodex. 1o que permiteuna me jor adhesividad v una

citoarquitectura mas cercana a la existente in sttty (56);
estimuladas con LH, de forma maxima., junto con la adicidn de
Upoproteinas de bovino., etc. (57) lo que las Race mas utiles
incluso hasta por mas de 3 dias. v sin embargo esto no implica que
la actividad celular, de nuestro modelo ocupado, disminuyvera en
las diferentes pozas metabdlicas, principalmente en la via 2%, 10
que nos hace suponer que las celulas se encuentran intactas (36D,
Yy por lo tanto los cultivos primarjos pueden ser considerados
como representantes de las condiciones basales normales. respecto
a lo que se debe encontrar en modelos de cultivo equivalentes
<562,

A partir de trabajos realizados por otros autores
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€34.33.59-62), existe evidencia de que uno omas factores derivados
de diferentes tiposcelulares testiculares estan involucrados en la
regulacion de la via biosintética que Uldeva a la produccién de la

Existe considerable evidencia de que las células de Sertoli
ejercen influencia sobre la funcion de las células de Leydig, de
tal forma que a partir de las caracteristicas del medio estara la
actividad del modulador, existtende para elle las siguientes
alternativas: {) una marcada 2stimulacidn de la esteroildogénesis
Cdependiendo de las caracteristicas del medio de cultive para las
células de Sertoli, de la FSH, de la Inhibina. etc); 11> el efecto
tréfico a medianc plazo (tipo de modelo celular in wvitro utilizado
v del suplemento hormonal del madiod C4rd.

Con referencia a la estimulacidn de la esteroidogenesis,
Verhoeven v col., 33> encont.raron un rfactor en el Medio
Enriquecide en Celulas de Sertolf MECSY el cual estimula ia
actividad dJde las celulas de Levdig. v demostraron gque tenia su
origen enla ceélula de Serteli. ¥ no =n las células Peritubulares
que contaminan al cultive, pero si son co-cultivadas con celulas
de Sertoli, promueven la produccion de tal factor, A cuya
regulacion se asemeja a la de ouras proterinas, sintetizadas v
secratadas en la celula de Sertold (ABP., Transferrinal). perc no es
inflvenciada por Andrdégenos. en presencia o en ausencia de cdlulas
Peritubutaress (232.42), aungque algunos . de sSus agonistas conocides
(LHRHa. ete)) incrementan su actividad. pero no su cantidad., dade
que su  principie active es casi paralelo a su  capacidad de
estimulacion en cuanto a la produccidn del AMPc en esas ceélulas.

€l factor estimulador no  es  especifico de las células
esteroidogenicas (48>, que actua desde los primeros 30 a 60 min,
ademas este facter actua tanto scobre las cedlulas de rata maduras
como en prepuberes(3s5.40-38). logrando obtener un incremento Jde 50
veces de la  actividad especifica (actividadsmg de  protelnad del
MCCS sin dibutirilaMPe (dbAMPe), v de 130 veces mdas en presencia
de este ultimo. por sSu fraccicnamientoe ocupande un sistema Amicon
de Ultracentrifugacion ¢35,

Por su parte Janecki y c¢ol, (82> y otros autores (35
encontraron que en el MECS existian., por lo menos, dos rfactores:
ad uno que presenta su actividad maxima entre las 12-18 hrs de
{ncubacién con un  peso molecular de 10-15 Kd., y b> oLro que la
presenta hacia el tercer dia de incubacion. ¥ que tiene un peso
molecular de 20-30 Kd.,, dentro del cual probablements existiera el
Factor de Crecimiento y Transformacién-/? (TGF-D (58) vy ia
proteina CMB-2r (35). que actua independientemente del AMPc.

Con respecto al efecto trofico a mediano plazo. Syed y col,

(24> demostraron la existencia de una substancia, © substancia,
termoestable (60°Crs/1 h) de gran peso molecular (cercane al que se
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asemeja a la LHRH> =2n el medio de Tdbulos Seminiferos <MTS),
obtenido después de la incubacidn de tubulos seminiferos en los
estadlos VIII y XI del «ciclo espermatogénico de rata,el cual
parcialmente inhibe la produccion de la T. estimulada por {a LH en
las  c¢élulas tntersticiales  in vitra, sin  embargo la posible
presencia de acarreadores, los cuales aparentemente incrementan el
peso molecular, no se pueden excluir,

Su sitio de accidn, tomando <omo base su  (ncapacidad de
influenciar la produccion de ta T. estimulada por la LH, y sobre
el metabolismo de la T. sugiere gque el sitio de accion de esta
substancials) es a nivel de la activacidon de la enzima Adenilato
Ciclasa © anterior a este (25), v no actia a nivel de los

recepLores para ia LH. ni a traves de la actividad incrementada
de la Fosfodiesterasa.

Por otro lado Garcia v col, (33> y Herrera ¢ col. <442
trabajande con células de rata adulta preincubadas <(en células de
Leydiz 24 thrs y células de Sertoll 36 hrs), demostraron una
infiuencia especifica del Medio Condicionade de Células de Sertoli
(MCCSYsobre los Androgenos de la via biosintetica de los cultivos
primarios de celulas de Leydig durante las primeras 48 hrs.

La mayor dilucion del MCCS induce un aumento en la sintesis
de i{as tres hormonas: Progesterona (Prog). Pregnenolona (Preg) v
r7~Hidroxipregnenolona Cr7-ONpregd; mientras que para la
Androstendiona no se observa un efecto definido; e inhibe 1la
sintesis dJde fa T. poe eso es posible inferir que el punto critico
de la  via. estara a nivel de la  enzima que convierte la
Androstendiona en T: rr-~hidroxiestercide Deshidrogenasa, cuvo
patron de conducta observable durante las primeras 24  hrs.,
zraduaimente va disminuvendo o desapareciende durante el segundo
periedo de 24 hrs.

Los presentes resuitados son una  aportacion dentro de los
estudios  primarios respecte de la naturaleza del moduwlader
esteroidogenico de las celulas de Leydig presente en el Medio
Condicionado de Células de Sertoll, los cuales muestran que tal
modulador es peptidico por ser termosensible (90-C). inclusc a
temperatura de S5¢C. y sensible a la actividad de enzimas
proteoliticas como la Tripsina. .

Por otra parte, pareciera estar constiuida por moléculas de
pesos moleculares mayores de SKNd.. va que considerande el dato del
Carbén Activado-Dextran 70. por 1o menos es parcialmete incapaz de
rremoverlas del MCCS, concordando con los factores inhibidores
descritos por otros aytores en base a su sensibilidad al calor y a
los tratamientos enzimaticos (34.70.46), mientras que Syed v col.,
(38> bhallaron un facter correspondiente a la fraccién de 30-50
Kd., obtenido por Cromatografia en Ultrogel AcA 44,

Dentro de las moleculas parcialmente removidas., por el Carbdn
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Activado-Dextran 70, sSe halla el Estradiol (E)., el cual al parecer
no es parte del modulador. dado que en trabajos previos (63) se
encontré que Su concentracion en el MCCS no concuerda con los
picos d= actividad del meodulador presente en este ultimo.

De tal manera de avanzar sobre el conocimiento de la
naturaleza de las regulaciones paracrinas entre los
compartimientos intersticial y t.ubular, se hacen necesarios
trabajos adicionales para establecer las Interacciones que modulan
los diferentes pasos de la via esteroidogénica en la rata adulta
normal

Uno de estos, es el fraccionamiento del MCCS, en la busqueda
del numero de péptidos que lo constituyven. el efecto que cada
fraccién presenta sobre las células de Leydig (en cultives
primarios), su purificacién v caracterizacion electroforética,
contrastandoelos con el obtenido por otros autores.

Otros estudios complementarios a realizar serfan el de
valorar el efecto. que sobre el modulador presente en el MCCS,
presentan diferentes ambientes hormonales (FSH. Insulina,
etc.) y otros factores producidos conocidos <EGF, IGF-I, AMPc.
etc.).
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8. CONCLUSIONES.

I. Se obtuvieron fracciones enriquecidas en ceélulas de Leydig
y Sertoli en condiciones ad2cuadas de pureza v de viabilidad.

2. Se establecieron cultivoes primarios de las estirpes
celulares de Levdig v Sertoli en medius definidos que permitieron
el funcionamiento continuo de dichas estirpes celulares durante
los tiempos requeridos en estas condiciones.

3Se obtuviercon los Medios Condicichados de Células de
Sertoll (MCCS> a 36 hrs v se probo sSu efecto sobre la actividad
esteroidogénica de las cdlulas de Lewydig.

4. Se probo el efecte gue sSobre el modulador presente en el
MCCS tienen los tratamientos teérmicos de 35. 70 v 90+C, con la
Tripsina v la centritfugacion a través de Carbdn Activado-Dextran
70.

5.Se establecieron las condiclionss Jptimas necesarias para el
desarclo de la determinacion de la T de los medios de cultivo
ocupande ol RIA.

G Se establecid que =1 modulador presente en el MCCS es
termosaensible (90°C). cbervandose wuna disminucion de su  actividad
inhibidora desde los 33:C.

7.El medulador  presente  en 2] MCCS es afectade por la
Tripsina y parcialmente por el Carboén Activade-Dextran 70. el cual
adsorbs meldculas de peso molecular menores de 6Kd.

B.Los resultados obtenidos permiten sSugerir que el modulador
presente en el  MCCSs 2s de naturaleza peptidica por ser
termesensible (90°C)» v arfectado por la Tripsina, de pesc molecular
mayor de o6Kd.

©Se hacen necesarios mayores estudios para determinar los
componentes del modulador presente en el MCCS. evaluando el efecto
de cada fraccidn v sSus caracteristicas quimicas v fisjcas.
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