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FESUMEN.

En 1a basqueda de los factores que intervienem en el cantrol del
funcionamienta de los compar%timientos testiculares, se evalud el
efecto jue sobre la estercidogériesis de las cé&lulas de Leydig
tienen 1los wmedlias condicianados (MC) de células de Sertoli. Para
este proplesilo se condicionsson lcc aedies  libres de suero
durarnte 24, 36 y 48 horas, ton las c&lulaes Jde Sertoli aisladas de
testiculos de ratas Wistar normales adultacs. Dichos medios fueron
me=xclados con medio mlnimo esencial de Eagle, medificado por
Dulbecco (DME), en proporciones de 122, 1:% v 1310, siendo
agregados a las cultivos de t£lulas de Leydig pares sustituir el
medio en el que se habfan preincubado por 24 horas. Las células
de Leydig estuvieron en presencia de los MC por perlodos de 12,
23 y 48 horas, obteniéndose ademds, muestras centrol sin MC para
todos los tiempos- La evaluaci8n del efecto se ~ealiz8 al
analijizar cuantitativamente mediante técricas de
radioinmuncandlisis [ 1.9] en el medio de cultivo, 1las
concentraciones de los intermediarios de la w1a de los 4 para la
sintecis de testosterona (T}, encontrdndose un claro dominio de
la concentracidn de T en los medios (2~4 ng/ml); con cifras diez
veces menorTes se encohtraron pregnenolona (Preg), progesterona
({Prog) y androstendiona {(A), mientras que 17 -hidroxiprogesterona
C17-0OHFrog) € encontrd en cantidades menores a 75 pg/mi. E1
efecto de los MC er dilucidn 22 marcd una disminucidn de las
concentracionies de ¥, ia que fue estadisticamente significativa a
los tres tiempos de incubaci8n con los tres M™MI. Al diluir estos

medios a proporciBn 1:%, la diferencia perdi8d significado
estadistico, a excepciln del casoc de 23 horas de cultivo con el
MC de 2a horas. Con l1a dilucidrn 1:10, se perdieron los

significados estadfsticos de las diferencias de los MC a los tres
tiempos de cultivo- Se demostrs asimismo, la existencia de un
efecto causadd por los MC de c#lulas Jde Sertoli, que provocan un
incrementc en las pozas de Prey, Prog, y 17-OHProg, y variacitn
&n as de A, que es dosis dependiente. El efectc mas
significativo se enzsntrf a las T4 horas de condicionamiente en
dilucitn rara Preg, Prog, 17-OHFrag v A, y en  dilucifn 1:T
para’ lz disminuci8n Jde 1a concentraci8nn de T. Se determial la
necesidad de realizar estudios postériores para establecer tanto
la identidad del facter o factores responsables J= los efecios
detectados como el mecanismo de accién de &stans  sobre las vias
estersidogénicas en las células de Leydig en cultivo.




NOMERES FORMALES DE L0OS ESTEROIDES.

A Androstendiona Androst-4-en-3,17diona
Col Colesterol Colest-S—en-3R01

Col-S Sulfato de colesterol Colest-S-—en—3Bsulfate

DHEA Dehidroepiandrosterona Androst-S—-en—3£ol1-1Tona
E E<tradiol Estra—1,3,5(10)-trien—-3,178diol
Preg Pregnenoclona Pregn-S—en—-3B01-2Cona

17-OHPreg 17-hidroxipregnenolona Pregn-S—en—38,17«xdiol-200ona
Prog Progesterona Pregn-d—en~3,20-diona
17-0OHPreog 17-hidrosiprogesterona Pregn—d—en—17«0l-20ona

T Testosterona Androst-d—-en—~17801-3Sona
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I. INTRQDUCCION

1.1. Acspectos hist8ir-icos.

El hacer un estudio acerca de los testiculos ne es nuevo, ya gque
51 se& toma en cuenta la posicibn expuesta, su notoriedad en la
mayarla de las especies de mamiferos, y el hecho de que la
pérdida de uno & ambos 8rgancos ne reculta vital para el animal,
luego entonces el papel fisiol8gico y muchos de los efectos que
la orquiectomta deliberada o accidental tienen en los organismos,
se han ypodido reconocer desde tiempos remotos. E<std escrito en
tabletas de arcilla asirias de 1T Sigleos Antes de Cristo, que la
castracidn de hombres era utilizada camo castigo & delitos
sexuales (1). Asimismo, 1la castraciln camo castigo de adultesrio
estd descrita en el C8digo Babilénico de Hammurabi (uros 2,000
afos A.C.), y en las leyes egipcias de 1la 20a- Dinastla (1,200~
1,085 A.C.> (2. Todo elle implica que desde esos tiempos ya se
conoclan los efectos de la castracién sobre lJa 1lkido y la
potencia cexual; asi, la orquiectomta - como la trepaunacidn
craneana — puede ser una de las primeras intervenciones
quirérgicas practicadas en sSeres humanos Y con fines
preestahlecidos como castigo y para la rcreacidn de eunucus con
prop8sitos sociales (3>-

Se sabe también que hasta priuncCipios de este siglo algunas tribus
antrop8fagas de las Antillas vy del Norte de Brasil castraban a
los prisioneros para que aumenteéran de pesoc y fueran devorados en
fechas especiales. También en la cultura occidental se realizaron
este tipo de “prActicas", ya que son menciconadas en el Antiguo y
HNueve Testamentos. Dada ia prohibicién del ingreso de mujeres a
los toros, la Iglesia te:rmind por custitulrlas en las voces de
soprane y mezzosoprano por nifos, y posteriormente par eunucos,
mediante la castraciln prepuberal de nifios seleccionades por la
tesitura de su vez, siendo €stos sumamente requeridos, llegdndose
a solicitar de &,000 a 5,000 anualmente, termin&ndose esta
costumbre con el papa Lesdn XIII en 1872 (4,5,6)-

Respecto del conocimiento del papel fisiol8gico de los testiculos
en animales, no se tienen datos precisos, peroc es de supomher que
al merios al final del Neolitico (aproximadamente 7,000 A.C-.) ya
se conocla su impertancia, ya que en esta 4dpoca fueron
domesticadas algunas especiec de mamiferos (7). Es claro que en
la cultura griega fueron tomados come obieto de estudio y, p.ej-,
Aristdteles hizo una detallada descripcién de estos 8ryganos,
incluyendo algunac ilustraciones- Respecto de sy  papel
fisioldgico, se reconocieron claramente los diferentes efectos de
las castraciones pre y post—puberales tanto en arnimales como en
humanos -

No obstante, Aristdteles realizéd una observacidn que origind un
Jdebate que dursd cerca dJde 2,000 aRos, ya que indicé® que los
testliculos no eramn necesarios para que el animal fuera fértil, ya
que observd gue toros recién castrados eran capaces de fertilizar
a vacas (8)- Es hasta 16656 cuando Reignier de Graff, recopilendo
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informacisn acerca de la anstomla testicular y despubs de sus
propias obk:ervaciones, establece claramente Ja existencis de
tAbulos semniniferos y define que la parte fertilizante del semen
€s originada en dichos tébulos (9), reafirmando los hallazgos de
Leuwenhioek en 1667, quiern demostrs la existencia de
espermatozoides en el semen (10).

Mas tarde, en 1649, Berthaold demostrd el papel endocrinoe del
testiculo en Ssus experimento: de autotransplante de testiculo en
gallos, indicande la presencia de "algo” producido por el
testiculo y gque actuabe sobre otras pai tes del cuerpo, cincuenta
arnos antes de que se los palabras "hormona" vy
“Endocrinologla™ (11).

En 16989 el fisidlogo franceés Brown—-Séquard report8 que al haberse
inyectade un extracto de testiculo de animales, habla
experimentadeo un rejuvenecimiento o¢on varios aspectos; estos
reportes produjeron un gram impacte en el campo de la F i
Yy permitigron el uyse terapéutico en pcasiones apropiado, de
extractes glandulares de tiroides en 1920, vy de adrenales y
génadas en la decada de los cuarentas (12).

La utilizaciérn del microscopio y el desarrollo de técrnicas cada
ve: m8s adecuadas para la observacidr de lac células han dado
como resultado una enorme cantidad de estudios relacionados con
eéstos Brganos, permitiendo iniciar Jos conocimientos “"modernos"
al respecto-

1.2. Aspectos morfolléqicos del testiculo.

Los testlculos en ia mayorla de los mamiferos son fldcilmente
visibles y su posicidn es, por lo general, en la regidn inguinal,
aunque en ocasiones suelen estar situados hacia la porcitn
posterior come ern los ctdnidos, © bier ser colgantes ccmo  en los
bovinos- Los testiculos en ! se encueuntran conternidos en las
Lplsas escrotales, que sSON porciones de ia piel con
caracterlsticas especiales y particulares de cada especie.

En 1leos primates, la 1llamada regidn genital puade temner una
pigmentacién diferente a la del resto del cuerpoj; el tama®o de
los tezticulos es muy variable y no parece guardar relacién con
¢l tama®o del animal, pudiéndose obszervar dentroa de la misma
vspecie, 2lferenziac en =1 ta2ma2¥> de estocs &rgenas, dependiendo
de la etapa de madures d= ios individuos y de 1la época de
apareamientoa, €n les animales cun actividad estacional (9).

El testlculo es un 8rgana que se desarrolla retroperitonealmente
en el abdomen, y que desciende graduslmente a través del cend to
inguinal hactie €1 escroto, que €s und bolsa evaginada de la piel
y el tejido subcut@neo. La pared del escroto contiene tambfen una
delgada capa de mdsculo lise o ftAnica dartoce 3y €l mlAsculo
estriado o mtsculp cremaster que corresponde al mAsculo interno
obkilecao de la psas2d abdeminxl. Durante el descenso del testlculo
el peritorneo cubre el interior del esc-oto con e}l llamado proceso
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vaginalis; en el tectlculo adulto al remanente de esta porcién se
le llama thnica vagqinalis y per lo general pierde su conexidn con
la cavidad peritoneal (13)-

El testicula es por lo general un cuerpo ovoide, liso, rodeadc de
una Jruesa capa ©o cidpsula  de tejido conectivo, la t8nica
albuginea; bajo ella, en algunas especies se encuentra una t&nica
vasculosa, Qque como su nombre lo indica, esta altamente
vascularizada. La cApsula de tejido conective estd especialmente
decsarrolladae en el lado "intermo"” del testlculo en una regiln
denominada «mediocsting, donde rodea al sistema de conductos que
comunican al testiculo con el epidldimo. Del mediastiro parten
septos en forma radial que dividen al parénqguima testicular en
*18bulos”; estos elementos de forma semipiramidal contienen a su
vez varios tébulos seminiferos enrollados, los cuales wvan a
terminar en una porcidn recta en una misma regidn del testiculo,
uniéndose con otros tAbulos vy formandoe el rete testis, el cual
viene entonces a ser como una ved de tubos mAs anchos donde
desembocan 1los tabulos seminiferos. Del rete testis parten de 10
a 12 tubos o conductos eterentes que llevan los espermatozoides
tiacia el epididimo- En los 18bulos y entre los tubos seminiferos
se encuentia el llamado tejide intersticial, el cual estd formado
de uana extensa red Jde vasos capilares, tante sangulneos como
linf&ticos, y wuna serie de acQmulos de células endocrinas

llamadas irnterstliciales o de Leydig, dispersas entre el tejido
conectivo laxo-

€r los &ltimos 20 afios se ha producido wuna marcada expansiéin en
nuestroz: conorcimientos de la citologla testicular, especialmente
por la utilizacitin d& nueves técpicas para la fijacidn y la
tincidn selectiva en 1la microscople de luz, as! como por la
disponiblidad del microscopio electrdnico que ha permitido
hallazgos relevantes para el estudio de este &rgano.

De la enorme cantidad de informacisdn existente en este campo, se
hace tan solo un breve resumen de las caracterlsticas de ics
principaies tipos celulares que estdn presentes en este &drganc.

Tabulio Semintfero.

La mayor proporcidn  de células presentes en los tdbulos
seminlferos e un mamlfero adultc corresponde a la lfnea
germinai, e una variedad de formas celulares gque Jeterminan las
diferetes

etapas de 13 espermatogénesis. Los estudide detallados
G2 Clermont (14,15, cos miciascopta de luz y de la cingtica de la
espermatogEnes de muchas especies de mamiferos, han Jdescstrado
una secugncia ordenada de eventos e&n el desarvollo de los
espermatozoides, la cual se caracteriza en cada especie por 1la
forma de inicio y el tiempo que se toma para completarse (15).

En un estudio detallado de la espermatogénesis humama, Clermont
(34) identificéd & asociaciones celulares con lac que se
constituye el "ciclo seminifero humane”, y mediante la inyecccidy
intratubular de H-timidina, demostrd que el desarrcllo de un
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espermatozoide a partir de espermatogonia toma 70%f 4 dlas, siendeo
éste un proceso que puede ser dividido en 3 fases: a) replicacidn
de las células troncales o espermatogonias, b)) replicaciones
meildticas, que incluyen a los espermatocitos, Y c)
espermiogénesis, es decir, la compleja metamorfosis que lleva de
espermAtida hasta espermatozoide.

Las espermatogonias sé localizan en el té&buloc seminifero, siempre
adyacentes a la membrana basal- Clermont ha descrito 3 tipos
distintos, basdndose principalmente en las caracteristicas
tintoreales de sus nlcleos: espermatogonia A, la cual <e divide a
&y ver en otcura (Ad) y clara (Ap), y espermatogor:c B. E1 mismo
autor sugiere €16) que la espermatogonia Ad es 1a que al

dividirse produce a la Ap, la cual & su vez genera 13
espermatogonia B, misma que tras varias divisiones, origina a los
espermatocitos primarios preleptoténicos. Se tan localizado

acémulos de espermatogonias unidas por puentes intercelulares, lo
que sugiere gque pueden existir células progenitoras de reserva
que no entran al ciclo normal del t&bulo seminifero (17-20).

Los espermatocitos son células que entran a meiosis,
considerdndose espermatocito primarico a la célula adn diploide, vy
secundario a la haploide. Loz espermatocitos primarios pierden el
contacto can la membrana basal del tébulo y ewntran a l1a larga
profase de la primera divisidn mei8tica, caracterizada por una
serie de cambios cromatinicos, ampliamente estudiados (21,22).

Después de completarse la primera divisi®n meidtica se pasa
inmediatamente a la segunda, por lo que la existencia del
espermatocito secundario es muy bPreve, dando paso rapidamente a
las espermhtides. Es de hacerse notar gue los espermatocitos
primarios son de las cé¢lulas mAs grandes encontradas a nivel
tubular, mientras que como se he mencionado, los espermatocitos
secundarios son muy poco frecuentes (23).

Las espermAtides lleven a cabo una de ias mds notables
transformhaciones celulares conocidas, ya que partiende de una
célula "tipica”, 52 llega a la diferenciacién y especializacién
funcionales del espermatozoide, sin requerir nuevas divisiones
celulares- Todos los cambios son contlnuaos y coordinades,
identificAndoese numerosas fases en las que se muestran estapas
como cambios de forma y tamafo del nécleo, desarrollo del
acrosoma, formacidn y crecimiento del flagelo y redistribuciln y
perdida final del citoplasma (24)- Esta transformacién o
espermiogénesis acurre hacia la lux del t&bulc seminlfevo, por
donde son transportados los espermatoxcides ya formados, aunque
inmAviles e incapacitados para fecundar.

En los t&bulos seminiferos se encuentran ademds de las células de
la 1lnea germinal las células de Sertoli (25), las cuales se
erxtienden desde la membrana bLasal del tAtbulo hasta la lu:z del
mismoj una marcada caracteristica de ezta estirpe celular son las
prolongaciones citoplasmdticas con las que rodean a tcdas y cada
una de las cé¢lulas de la linea gerainal (espermatogonias en la
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bas¢, espermatocitos en la regidn media y las diferentes etapas
de diferenciacibn de las espermAtidez en le regidrn apicald.

La microcscopla electrdnica ha demostrado que, no obstante rodear
a las células de 1a llnea germinal, existe un espacio entre ambas
estirpes, fAcilmente observable en la porcidn basal (20-25 nm).
El naéczlec de las células de Sertoli presenta un surco y su
posicibn no es fija, modificlAndose por efecto de los cambios en
la 1linea germinal. La mayor proporci8n de 1los organelos se
enpcuentra en la regi8n perinuclear, con mitocondrias usuvalmente
ovoides, reticulo endoplésmico rugoso muy abundante y un complejo
de Golgi bien desarrollado; tambiéen se encuentran cuerpos
lisosomales, autofldgicos y multivesiculares {(26,27).

Ctra marcada especializacidn de las rcélulas de Sertoli es la
formacidn de uniones intercelulares en las superficies laterales
de células vecinas, las cuales constan dJde peguenas uniones
estrechas, cisternas del retfculc endoplasmico liso en
superficies paralelas a la membrana celular, y obliteracién de
los espacios intecelulares por muchos puntos de fusibn (28-30).
Toda esta barrera limita el libre pase de moléculas por el
espacio tubular al resto del testicule vy viceversa, formando la
llamada “tarrera hemato—testicular™, que es constantemente
reformada dskidc a la migracién de las células germinales hacia
la lux del t&bulo (31-3I3)-

Tejido Peritubular.

La “lAmina propia" que rodea at tdbulo es la responsable de la
actividad contraActil de #ste (3I4~-34). La pared tubular se inicia
con una lamina basal estrechamente unida a la superficie basal de
las células de Sertoli y s8lo an contacte con las
espermatogonias; esta capa estd seguida de otras capas delgadas
de células musculares o “células mioides™, cen gran cantidad de
sustancias elActicas (37,38)- Aunque estas células estaAn
estrechamente superpuestas dejando poco espacio intercelular, no
participan en la llamada barrera hemato—testicular.

Yejido intersticial.

Las asas y enrollamientos de los thbulos seminiferos estdn
sostenidos por un tejido conective laxp ricamente suplementado
con wvasos sangulneos vy linfAticos, ademAs de fibroblastos,
macr8fagos y algunos nervios sin mielina, ademds de grupos de las
ilamadas células de Leydig (3?), las cuales son celwulas grandes
de unos ZG—SO.FM de diametro, zon un  wAcleo redondo que se tine
palidamente, 1 L) 2 nucleolos, en ocasiones binucleadas,
citoplasma wvacuolado por veslculas de 1lpidos; en la zona
periférica se observa una gran cantidad de veslculas y cisternas
de retliculo endoplAsmice liso, v mitocondrias. En el testfculo
humano s¢ encuyentran los l1lamados "cristales de Reinke™, cuya
estructura ¥ funciln sor alin objeto de estudio (40~43)>.



1.3. Aspectos fisiolbgicos del testlculo-

€1 control de la funciBn testicular en el adulto estd compuesto
de elementos intra y entratesticulares. La hormona luteinizante
{LH) y 1a hormona estimulante del follcule (FSH) producidas por
la hipltisic anterior regulan la funcidn de 1las tdbulos
seminiferos y las células de Leydig.

La secrecidn de la FSH y 1a LH {(gonadotropinas) es regulada por
el hipotdlamo por medic de una hormona peptlidica denominada
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). E1 GnPH llega a
la adenohip8fisis e la sangre circulante de los capilares vy
vénulas del sistema porta hipotaldmico-hipofisiario, y se une a
los gonadotropos, lo que induce la sintesis y la secrecidn de las
gonadotropinas.

For otra parte, los esteroides producidos por lacs células de
Leydig y factores mo estercideos del tdbulo seminifero modulan
las concentraciones periféricas Jde 1las gonadotropinas por su
interaccidn en un centro de control anterior, el hipatdlamo.

Los principales elementos de control de la fitiologla testicular
se muestran en la figura 1-1.

Regulacibr de 1a funcidn de 1a celula de Levdig-

Lta LH se une a las células de Leydig, y la unidn es mediada por
protelinas de alta afinidad y especificidad (44)- Estas protelnas
receptoras, ya que se han unido a la H son cagraces de
incrementar la actividad de 3la adenilatociclaza membranal,
habiendo por consecuencjia, un aumento en la concentracidn
intracelular del 3',5'-rihoadenosilmonofosfato (AMPc) (d5).

£l AMPc¢ asi formado se wune a la porciln reguladora de una
protelncinasa, localizada en el citoplasma, formanda una
holoenzima que es capaz de activar sustratos proteicos (d6).

Sen varios 1ps rambios producides en las células de Leydig por
efecto de la HL, como la moviliracidn del i8rn calcio intracelular
con el-. correspondiente hinchamiento de las mitocondrias y el
incremento de la conversidn de colesterel {Cel) a pregrenolona
{Fregl, un  precursor de la biosintesis de testoterona (T)>, a
través de Yos sistemas enzimdticaos colesteroi-ecsterasa y enzimas
que Tomper: la cadena lateral del Tal {aA7T,22). Taalién se
incrementa la entrade de ol 3 lag mitocondrias, donde las
reacciones antes mencilonadas se realican. Asl, el principal
efecto de la LH es incrementar la disponibilidad de precursores
de la 2steroidogénesis, acelerando el metabolismo del Col (49).

De la <célula de tleydig salen wuna gran variedad de estercides,
incluyendno a T, la 17 —hidroxiprogesterona (17v-OHPreg), y
estradiol (E}X. En hombres maduros normalies, se produten alrededor
de 7 mg diarios de T, y es primordialmente originadz en las



FIGURA 1.1. Campartimien
1.1 tos testiculares y posibles mecanismos
de regulacifn extra e intragonadales.

VASO SANGUINEO

TEJIDO INTERSTICIAL TUBULO SEMINIFERO
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células de Leydig, en contraste can la
cantidad de T producida es sigrnifitativamente menor  (N.35
my/dtad, y alrededor de 1a mitad de tal concentracidn se debe a
la transformacibn periférica de precursores secretados por la
gléndula supyarvenal, principalmente androstendiona (A).

mujer, en dorde la

En los hombres, la mayorla de 1a T viaja por el organismo unida
en equilibrio a la globulina transportadora de hormonas sexuales
{TeBG>, existiendo la idea de que s8%o la T libre es la que estA
ern disposicibn para la interaccién celular, y para manifestar su
actividad androgénica (S0), incluyendo su papel inhibidor de la
secrecidn de LH. Aunque la concentracidn plasmdtica de T total es
un buen retlejo de la funcibn de la célula de Leydig, en algunos
cases puede dar una impresidn equivocada de la disponiblidad
biol8gica de T, y de sus manifestaciones androgénica, haciendo

que la produccidn hepdtica de TeBG sea un msodulador de dicha
actividad (51)-

AdemAs, los estrdgenos incrementan los niveles de TeBG, mientras
que 1la T hace disminuir su concentraciBn, proponiéndose que la

relacidn entre andr8genocs y estrégenos determina la produccién
hepBtica de la TeBG.

S8lo un tercio de la producciln diaria de estrlgenocs es generada
en el testiculo, y existe controversia sobre el origen de los
estir8genos testiculares, sobretodo de la participaci8n de las
cflulas de Sertoli, aunque se ha demastrado la existencia de los
sistemas enrimAticos de aromatizaci®n capaces de transformar T en
€ (S2), aunque existen dudas considerables de que este mecanismo
sea capaz de generar cantidades importantes de € en el testicule-

Otras hormonas de naturaleca proteica parecen esta relacionadas
con la funcidn de ia céflula de Leydig; asi, hay evidencias de que
la FSH pueda influir en la funcidn de estas células en el conejo
(S3), en  la rata inmadura (54), y en hombres hipogonadotrépicas
(SS). La FSH incrementa la estimulaci8n de la esteroidogénesis
inducida por la LH, y aungque no se ha demostrado 1a unidn de FSH
a la célula de Leydig, se habla de una mediacidn de esta hormona
por el incremento de los receptores a LH.

Existe una considerable controversia acerca del papel que pueda
tener la prolactira (PRLY en la funcifn testicular (S6). La
mayoria de las evidencias de gque la FRL puede actuar en el tejido
testicular, viene de investigaciones en roedores (57). La PRL
incrementa la produccidn de T inducida por HL, facilitando la
transformacibn de Col a Preg en ratas sexualmente inmaduras. Se
ta demostrado la unibn de PRL a3 las células de Leydig (S3)>-.

El papel de la PRL es en cierta form2 contradicterio,
bien se detectan incrementos de T después de
inducidas de PRL (59), cifrasz altas de PRL parecen
biosintesis de andr&genos (63-62).

Eegulacidu de la funcidn del tabulo seminifero.

ya que si
elevaciones
inhibir la



Se ha demostrado que de todos los elementos celulares que
compaonen el tdbulo seminlfero, sblo las células de Sertoli tienen
receptores para FSH, y no existen evidencias de que la LH pueda
interactuar directamente con éstas. De acuerdo al modelo de
mecanismo de acci8n de hormonas proteicas, la FSH estimula a la
adenilatociclasa de las células de Sertoli, incrementando los
niveles de AMPc, el cual activa a la subunidad reguladora de una
protelncinasa citoplasmAtica, tal como ya se ha mencionado
anteriormente.

Una de 1las principales acciones de la FSH es estimular la
sintesis de protelnas 63, habiéndose demostrado la
incorporaci8n de aminodcidos marcados radiactivamente Jespués de
la exposicin de las células de Sertoli de ratas inmaduras a FSH
en condiciones experimentales, tanto in vivo como in vitro. La
FSH incrementa la produccidn de cuando menos d protelnas
especificas (64), incluyendo la protelna unidora de andrégenos
CABP) vy el activador de plasmindgenn (65), siendo ambas
secretadas al fluldo tubular- Las otras 2 proteinas cuya sintesis
estd regulada por FSH no salen de la célula de Sertoli y sont un
inhibidor de la proteincinasa citoplasmatica Yy la -
giutamiltranspeptidasa (66), habiéndose usado esta 8ltima como
marcador citoqulmico de este tipo ceiular.

La produccidn de ABP est8 bien caracterizada en ratas inmaduras
(67), y aunque hubo ciertas dificultades metodoldgicas para
determinar su existencia en humanos (68), hay evidencias de que
tiene mayor afinidad en la unidn de andrégenos que la TeBG de
plasma sangulneo (69).

Hasta la fecha s81o se ha demostrado actividad de 1la FSH en
testiculos de ratas sexualmente inmaduras, y una pequefa
estimulacidn de sintesis de AMPc o ABP en animales smaduros, en
funcidn de que la célula de Sertoli se hace refractaria a la FSH
a los 25 dlas de edad en la rata, aunque la hipotfisectomia puede
restaurar la sensibilidad de 1la célula de Sertoli en animales
maduros (64). ’

La pérdida de respuesta en la rata adulta parece deberse a um
defecto en la producci®én de AMPc, secundario al incremento en la
actividad de la fosfodiesterasa, y no a una disminucisn de 1los
receptores, ya que el n8merc de éstos se incrementa con la edad.
AdemAs de influir en iIa sintesis proteica, la FSH puede actuar
sobre el citoesqueleto de 1la célula de Sertoli, y sabre la
distribucidn intraczlular del i8n calcio, por le estimulacidn de
sintesis de protelnas reguladoras dependientes de calcia; estas
proteinas reguladoras modulan el sistema de la adenilatociclasa a
través de la fosfodiesterasa, y alteran la secrecidn y movilidad
celulares por reacomodo de microfilamentos (70)-

E1 potencial esterocidogénico de 1laos t&bulos seminiferos ha
desatado considerable controversia. Se sabe que las ratas de 10
dlas de edad pueden transformar A en T cuando son estimuladas con
FSH (71), pero no existe formaci8n de T cuando se afade Col.
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Aunyue se ha demostrado la existencia de los sistemas enzimldticas
de aromaticaci®n para transformar T 3 £ enr cblulas de Sertoli de
ratas inmaduras, no se sabe qué pape}l puede tener la cantidad de
£ producido en los t&bulos seminiferos, ya que ias células de
Sertoli de ratac adultas no manifiestan wun incremento en la
biosintesis de esteroides al ser estimuladas con FSH.
Aparentemente, el papel de 1las células de Sertoli en el control
de la esteroidogénesis parece estar limitado a la etapa del
desarrollo del testlculo inmaduro.

Contirol de la espermatogéresis.

€1 control endocrino de la espermatogénesis es wun proceso
complejo que regquiere de la presencia de FSH y de altos niveles
intratesticulares de Y. No obctante existir estudios en hombres y
roedores (72-74), contin8an las discusiones sobre la distribuciln
relativa de FSH y T en el control espermatogénico.

Se ha presentado alguna evidencia de gque en ratas inmaduras e
hipofisectomizadas 1la T por 51 misma podria jniciar 1la
espermatogénesis y que la FSH &nicamente serfa requerida para las
etapas finales (75). Algunos estudios en muchachos con pubertad
precoz causada povr tumores testiculares de células intersticiales
refuerzan el concepto de que los altes niveles intratesticulares
de T son necesarios para el inicio de la espermatogénesis, ya gque
los td&bulos adyacentes al tumor andr8genc-productar entran en
maduracidn germinal, mientras gue e} testiculo contralateral
permanece sin estimularse, a&n a pesar de los altos niveles de
andré8genos cirulantes.

Al contrario de le que ocurre en la rata, la inyecciln de T a
humanos no induce la espermatogénesis (76). Sin embargo, la
administracidn de gonadotrepina cori#nica humana (hCG) estimula
la produccifn de T intratesticuler Y posteriormente la
espermatogénesis. En ausencia de la FSH, la maduracién del
epitelio germinal no va mAs alld del estado de espermdtide, tanto
en el humano como en la rata.

Regulaci#n de Ias gonadotropinas.

Como va se ha puesto en evidencia, las gonadotropinas
hipoftisiarias son principalmente 16s factores extratesticulares
que modulan la actividad de la gé&nada, y por lo tanto, resulta
l8gico pensar que éstas deban ser reguladas a su veco, por la
respuesta testicular.

Existen abundantes evidencias de gque varios esteroides sexuales
son capaces de modificar lat concentraciones periféricas de FSH y
LH (7779 Los primeros estudios mostraban que la T era el
principal regulador de la secrecidn de HL, mientras que el E lo
era para FSH (80). 0Otros estudics demostraron que la T es
precursor del E, por lo que del && al 75% de la produccidn diaria
de E en el hombre proviene de la transformaci8n periférica de T a
E (81>
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Estudios mds recientes han demostrado que los andr8gerios vy los

estrégenos tienen diferente papel en =21 control de 1las
gonadotropinas (82,83). Cuando se inyecta T a hombres narmales en
dosis fisicldgicas, las concentraciones de 1H y FSH son

igualmente tuprimidas (81). La administracidn de € a niveles que
son alcanzados en la transformaci8n periférica de concentraciones
normales de T, produce wura inbibjicién de FSH semejante a la
producida por T en concentracidn normal, pero s8lo el &0% de la
inhibicién de LH producida por la T.

Existen aparentemente atros sistemas de regulacidn de la
secreciBn de 1las gonadotropinas, y para explicar la elevaci8n de
la FSH y no de la LH después de la disminucidn de las células
germinales- En 1932 se hipotetizs (85> que los t&bulos
semini feros pueden producir una sustancia capaz de lograr una
supresi8n selectiva de FSH, a la que se 1llam8 inhibina. €n la
Altima década, varios laboratorios han comprobado dicha
hipAtesis, y recientemente se ha propuesto que la inhibina es un
factor proteico (P 5-7,000), habiéndose encontrade un factor
semejante en el fluldo folicular de ovarios (86)-.

En el testlculo se ha situado & la célula de Sertoli como el
sitic mAs probable de sintesis de inhibina; utilizando cocuitivos
de células hipotfisiarias y células de Sertoli, se han visto
disminuldas las cancentraciones de FSH en el medio, Yy ademds, se
ha inhibido la respuesta a hormona liberadora de hormona
luteinizante (GnRH) (87,88).

Interacciones entre células de leydig y células de Sertoli.

Aungue el eje hipotAlamo-hipdfisis—testiculo ha sido tomado como
el camino principal de control endocrino, estudios recientes
aportan interesantes evidencias sobre la existencia de una
interaccidn intratesticular entre células de Leydig y Sertoli
(89)- Mediante estudios in vitro se demostrd gque 1las células de
Sertoli son capaces de transformar andrégenos en estrégenos, en
ausencia de células de Leydig (S52). En ratas, los estr8genos son
capaces de inhibir la sintesis de T independientemente de la
supresi#n @ nivel hipotaldmico-hipofisiario de LH, habiéndose
pensade-que dicho efecto se realiza por medio de una disminucién
a nivel de los receptores para LH en células de Leydig, asi como
la inhibici8n de los sistemas enzimdticos de la 17 ~hidroxilasa,
¥ la 17-20 desmolasa (58).

Efectos semejantes han podido ser demostrados en pacientes can
carcinoma prostdtico tratados con estré8genos sintéticos (90),
donde la concentraci8n de T es suprimida hasta un 20% de los

niveles normales pretratamiento, y sin supresi®n significativa de
LH.

Como se puede observar, yn posible candidato comp regulador entre
células de Leydig ¥ Sertoli es el E (91>, ya que las células de
lLeydig de rata han mostrado la posibilidad de poseer un receptor
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para estrdgenos y ninguno para andrégenos (92). Estos datos
sugieren la presencia de un sistema regulador por
reti-oalimentacidn paracrino intratesticular donde, los andrégenocs
de las células de Leydig son transformados en estr8genos en las
celulas de Sertoli, Tregresando por difusidn ‘al tejido
intersticial, regulando a su wvez la funci8n de las células de
Leydig.

1.3. Esteroidogénesis testicular.

Se han hecho algunas revisiones en las que se detallan los pasos
y correlaciones metab8licas que ocurren durante la biosintesis de
los esterocides testiculares (93-97).

No obstante el conocimiento de que el testiculo ¢tiene 2
compartimientos distintos y que ellos estan formados por
diferentes estirpes celulares, s8lo0 se han realizado algunos
estudios referentes a la esteroidogénesis en 1los compartimientos
aislados de animales adultos normales, debido a las dificultades
que se presentan durante el aislamientoc celular. De cualquier
torma, ha quedado establecido gque la estercidogénesis de novo
ocurre solamente en la llamada fracci8n intersticial, con la
posibilidad de gque el compartimiente tubular modifique 1los
productos de la primera (97).

La esteroidogénesis testicular ha sido amplia y profundamente
estudiada en el sentido de encontrar caminos o rutas
predominantes que se forman durante 1la biosintesis de las
tiormonas caracterl!sticas del 6rgano, llegdndose a tener una gran
cantidad de datos acerca de los compuestos intermediarios y
sistemas enzim@iticos involucradcs en sus transformaciones, pero
la velocidad de las reacciones enzimdticas in vivo es dependiente
de la presencia de los sustratos adecuados, de cofactores y de
condiciones intracelulares especificas.

Es en este sentido importante se@alar que muchas observaciones
del metabolismo esteroidogénico han side realizadas utilizando
compuestos marcados con radiois8topos, estimando la radiactividad
en intermediarios y productos finales Jdespués de incubar con
precursores radiectivos, obteniendo as! informacidon sobre lasg
diferentes rutas utilizadas para llegar a lcs productos Tinales.

Los datos de incorporacisdn de radiactividad en diches
esperimentos dan s8lo una impresidn de las velocidades de
transformaci8n de un sustrato agregado, en el mejor de los casos
en condiciones de estado estacionaerio (steady state) para un
sistema enzimdtico dado & informacidn acerca de la contribuci8n
cuantitativa de determinada vta de transformacidn in vivo, ya que
no se puede evaluar el wmovimiento vy tramsformaciones de los
esteroides end8genos no radiactivos.

Muy recientemente se ha manifestado un punto de wvista diferente a
la evaluaci8n del proceso de la estercidagénesis (98), el cual
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implica que las tormonas esteroides son bhiotransformadas &n
"hormonadas™ o unidades de transformacidn en donde, en farma
organizada, se modifica un  precursor hasta gererar una hormona
final, sin que este compuesto o s-s intermediarics puedan

separarse de la thormanadag como ejemplo se tendria la
transformacidn del sustrato Col z Preg en una hormonada presente
en la mitocondria, y "o serlan liberados los compuestos

intermediarios como 20 —hadroxicolesterol, Z2-hidroxicolesterol o
20 ,22-dihidroxicolecsterol. La hormonada contendrla en este caso,
ias actividades enzimdticac y/e 1las enzimas que las llevan a
cabbo. D¢ mamera semejante, pueden explicarse las tiansformaciones
de Preg a dezoxitorticesterona, de esta a aldostiercr:a, o bien, de
Ffreg & T y de andrégenos & estrégenos-

El significado cuantitativo de 1a producci8n de esteroides
enddgenos s8lo podrd ser establecido cuando se cornozcan las
concentraciones endégenas y el tamafic trelativo de las po:zas
metatb8licas de las custancias intermediarias de las rutas
biosimtéticas Y las modificaciones de estas pozas bajo
condiciones ficiclégicas y experimentales (97>. Pajo estos
aspectos, €] significado biocl8gico de los esteroides producidos
dependerd entonces de muchos factores; algunos serdn inherentes a
lez actividades biol#gicas cenocridas del estercide en particular,
y otros pudieran estar en relaciédn a su papel de intermediario ©
bien de la cantidad que se acumule de gl en un momento dado, o de
la wvelocidad qQque fuera secretado a 105 sistemas de transporte
{sangre, linfa, lilquido seminal), o a la transferencia a otros
tipos celulares, o ab inciuso a la combinacidn de 2 8 mds dJde
estas variables.

Rutac esterpidogénicas.

£l esqQuema cualitativo de la producci8n de esteroides precursores
e intermediarios, as! comoc de las hormonas en el testliculo humano
o de otros mam!feros es semejante a los correspondientes a otros
tejidos esteroidogénictos ctomo el ovario, las gladndulacs adrenales
y la placenta (99, en los cuales el Col es el precursor
obligado, Que serd transformado intramitocondrialmente en otros
estercides, siguiendo diferentes caminos.

Por ser- Prag el primer esterpide, y aparentemente su sintesis muy
semejante en todos ies #&rgancs =e2steropidogénicoes, resulta
importante tonoCer este primer pasc-

Transformaci8:, de Col a Preg.

Los primeros experimentos con Col Y acetato marcados
radiactivamente mostraron que el Col es precursor dJde la
esteroidogénesis, y €5 grinctipalmente sintetizado en el mismo
testliculo a partic de acetato (100D, en lugar de ser obtenido de
Col circulante. La bicsintesis testicular del Col ocurre en el
reticulo endopllsmiceo de lasg células del compartimiente
intersticial e involucra la existencia de intermadiz=rios
“"tipicaos™, como lo som el mevalonato (i0i), escualeno (102> y
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lanesterol (103).

Np s€ ec=td segurc adn de que el Col requerido para la
esteroidogénesis testicular sea almacenado en ¢l testfculo como
tal o en =u forma de éster sulfato (Col-5)- E1 952 & mas del Col
€ el testiculo humano se encuentra en forma no ecterificada
{104), y el Col recieén sintetizado e mezcla con esta poz=a de Col
libre (105)-

No obstante, algunos autores serialan gque la sintesic de T
requiere de la hidr8licis de Col-S bajo la influencias de
este respecto, es importante seflelar algunas diferencias
encontiradas entre especies, ya que e el testlculo del ratén, del
10  al 40% dJdel Col totsal s€ encuentra como Col-S (106,107,
mientras que en ls rata s8lo aparece del 2 al S% ctomo tal (10S).
Esto pudiera sefalar diferentes rutas preferenciales o
diferencias en las velocidades de transformaciln enzimitica.

Los productos de los pascs enzimdticos ocurridos en la remocién
de 1la cadena lateral del Col han podido ser aislados de la
fraccidn mitocondrial de células de Leydig (108>, as! como
también de fraccidn mitocondrial testicdlar cruda total (109)-
Esta actividad estd probablemente localizada en la membrana
interna de la mitocondria <(110,1i11), requiriendo 1la forma
reducida del monofosfato dJde nicotaminadenindinucledtidofosfato
(NADPH), ox!geno wmolecular y un sistema de citocromo P4S0, una
flavoprotetna y una protelna con hierro no heémico para la
reacciones de hidroxilaci8n involuctradas en la remocidn de la
cadena lateral del Col.

Bajo el punto de vista de Lieberman I8y, estas moléculas
estarlan reunidas en wuna hormonada, agregandose las enzimas
requeridas para llevar a cabo la ‘trancformaci8n. Después de los
pasos de hidroxilaci8n del Col, la produccidn de Preg y aldehido
isocaproito se ha establecido em condicicnes in vitro (112,113,
sobretodo en gllndulas adrenales o fracciones mitocondriales de
las mismas (114,115), pero la mnaturaleza exacta de esta
transformacién en el testiculo no es tan clara, vya que se han
aislado otros posibles intermediarios, como son 20,22-colesterol
y 20,22-epoxicolesterol (116,117).

Se ha propuesto que el paso limitante de la reacci8n Col 3 Preg
es la wvelocidad de asociacifn del Col con &1 sistema de ruptura
dependiente de citocromo P4SO, el cual estd controlade por el
metabolismo del calcio intra y extramitocondrial, afectade a su
vez por las hormonas hipotisiarias (118), aunado a cambios en la
estructura misma de las mitocondrias (11%9).

Yransformaci8n de Preg a T.

En vista de que es bien conocido que T es el principal preducto
hormoenal dJde 1los testifculos, este aspectc ha sido ampliamente
estudiado por numerosos grupos de investigadores (120-127). Como
resultado de sus investigaciones, se dan como establecidos 2
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posibles caminos de biotransformaciént el llamado caminao de los
8%, que incluye compuestos intermediarios de la serie AS—38-
hidvroxi {Preg, 17 -hidroxipregnenolona {17—-0OHPreg),
dehidroepiandrosterona (DHEAY, Ay T); y el llamado de los ad,
formado por Preg, Prag, 17-0OHProg, A y T, de los «cuales todos

menos Preg, tienen estructura Ad-3J-cetona en el anillec A (Figura
1.2).

Se han propuesto una gran cantidad de variantes a estas rutasj
entre las Jue mis se mencionan se encuentran la de los esteroides
sulfoconjugados, la que serfa semejante al caminec de los A%, pero
con los esterocides sulfoesterificados en posiciln 3IB8 (128,1295.

Las rutas planteadas son posibles, al menos cualitativamente, en
los testiculos de la mayorta de los mamiferos. La prioridad de
delerminada 1ruta depender& de la especie, de la edad, de la
estacionalidad reproductiva e incluso de los ritmos circadianos,
ademss de otros factores adn no claramente definidos.

tos estudios en el testtculo humano indican que existe una
preferencia por el camino de los &5 en la vida fetal, mientras
que la rutas d es preferida en el adulto (130~-133), mientras gue
en la rata se piensa que s8lo se utiliza lz via de losad (127).
Otros autores han encontrado que en ratas inmaduras se producen
mds S —-androstandiol y A que T (134); algo semejante se ha
mastrade con respecto de la M-hidroxitestosterona (135). En el
testlculo de cerdo, en cambio, la produccildn de esteroides A16 es
tan importante como la de la misma T (136-138).

Respecto a la localizacidn de las actividades enzimBticas que
transforman la Preg hasta 7, se ha encontrado Qque 5810 en el
compartimiento intersticial se sintetiza T a partir de Preg,
respondiendo ademds a las cantidades fisioldgicas de LH, como ya
se ha mencionado anteriormente. Del compartimiento intersticial,
s8lo las células de Leydiyg parecen tener actividad
esteraidogénica (139), vy dentiroc de esta estirpe celular, la
transformacién de Preg a T parece ocurrir en el reticulo
endopldsmico liso (140)-.

1.5. Modelos in_ wvitro de estudio de 1la

regulacidn_  de 1a
esteroidogénesis.

Separaci8n de estirpes celulares.

Para conocer la respuesta especifica a 1la presencia de una
hormona por alguna determinada estirpe celular, un modelo
experimental 3til serfa aquél que permitiera evaluar la actividad
de 1a hormona en forma aislada de otros factores que pudieran
estar presentes en el tejido; esto ha 1llevado a tener la
necesidad de tratar de aislar y/o purifijcar las diversas estirpes
celulares que farman un 8rgano.

Para obtener a las estirpes celulaves con un grado confiable de
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pursTa, es mnecesario recurrir a procedimientos mecdnicos ;o
enzimdy s para la separacidn celwiar, seguidos de gradientes de
dencidad para la purificeridn 3 ai eenocs el enrigquecimientc de
las fracciones celulares (idl1-1aad.

FParas el enriquecimivato de las fracuione:s celulares se har
probade varios métodos, entre loc yue ce encuentran la seperaciln
a través de gradientes de Metrizamida, Ffercoll o Ficell. Si a
estas fraccianes se lec da un tratamiento por elutriacitn, se
incrementan los porcentaje: de pureza y wviabilidad celular
deseadas (149,1d6).

Este modelo erperimentel implica que, a2demds de aislar las
estirpes celulare:z, £&ctas pudieran mentenerse eun tondiciones
adecuadas para responder 2 algunas p.ouekas o retos, pudiendo
evaluai'se las respuestas celulaves durante perfodcs de hasta 48
hovas bajo situaciones furcionales adecuadas.

Cultivos primarcios.

Los cultivaos primarios juegan un papel fundamental en el estudic
de la fisiologla y morfologla celulares. Histdricamente, 1la
endocrinoclogla celular se origind a partir de intentos para
desarrollar l1ineas celulares cultivadas, funcionalmente
diferenciadas, particularmente derivadas del sistema endocrine
(147). Estos estudios han permitido, entre otras cosas, definir y
ctlasificar hormonas, factores de crecimiento y pirostaglandinas,
asl como mensajeros endocrinos definidos.

Después de quE una poblacién es aislada, es necesario
proporcionarle 1os medios Gue optimicen su funcionamiento, los
tuales deben incluir un sustrato, ya que la matric extracelular
normal de una estirpe es un componente esencial para su funcidn
adecuada (1a48); tambkién deben cantener suplementos adecuados
{hormoras, factores de crecimiento, etc.), ademds de considerar
les pardmetros de incubacidn {temperatura, humedad, PH,
concentraciones de ox!geno, etc.) 8ptimos para cada estirpe
celular (149). La adici8n de algunas vitaminas y, en ocasiones,
la adicidn de  gonadotropinas, puede ayudar a optimizar las
condiciones ideales para 1los cultivos de estas estirpes
celulares.

Hace algunos afios, se sugiri® que el papel del sueroc agregado
para el desarrollo de las células en cultivo era el de
progosccionar hormonas y factores dJde crecimiento indispensablesg
sin embargo, la =liminacién 421 suerc ha permitido poder
desareollar un medio completamente definido, lo que provee
mBltiples ventajas (150). Leos estudiocs nutriciowmales o de la
accibn de dregasz o toiinas, asl como el de productos celulares,
son muy precises en ausencia de los componentes del suero, que
pueden simular, antageonizar, inactivar o actuar sinérgicamente
con las sustancies de interés (1S1V.

Alzpdy, a los medios 1libres Je suero, se les puede agregar



- 16 -

hormonas o factores rejueridos en condiciones de alta pureza y en
concentraciones perfectamente definidas, ast como algln otro
factor que, segln el caso, resultase indispensakle (152). A su
vez, esto ha resultado ventajoso para el establecimiento de
1ineas celulares poco contaminadas; posr 1o tanto, resulta muy
4til para el estudioc de los mecanismos de regulacidn endocrina
intratesticular el manejo de -cultivos primarios de célulacz de
Leydig y de Sertoli en medios de cultivo definidos y sin suero.
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I1-. PLANTEAMIENTO DEL FPROBLEMA.

Actualmente, se comoce la existzncia de una relacibn
intercompartamental para el funcionamiento del %testlculo; la T
producida por las c#lulas de Leydig en el compartimiento
intersticial es captada por las células de Sa2+rtoli de los tébulos
semint feros, promoviéndose algunas etapas de 1la espermatogénesis-
Algunoe grupos de investigaci®i  han propuesto l1a existencia de
algdn mecanismo de control intratesticular, mediante el cual el
funcionamiento de las células de Serteli del compartimiento
tubular, regularia la funcidn principal de las células de Leydig
en el compartimiento intersticial, pcr lo que se propone que lag
células de Sertoli, al mantenerse en cultivos primarios, poseeran
la capacidad de "controlar”™ las funciones de las células de
Leydig, también mantenidas en cultivo primario, de forma
semejante a lo que podrla estar operando en condiciones in vivo.



- 19 -

I11-. OBJETIVOS.

1. Determinar ias concentraciones de horaonas esteroides
producidas por cultivos primarios de células de lLeydig mediante
la técnica de radicinmunoandlisis.

2. Evaluar ‘el efecto del medio condicionado de células de Sertoli
obtenido a diferentes tiempos y en distintas concentraciones,
sobre la produccitn de hormonas esteroides en cultivas primarios
de células de Leydig.
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Se propone que las células de Sertoli de ratas adultas normales
mantenidas en cultive primario producen un Yefector" que,
liberado al medio de cultivo es capaz de wnodificar los procesos
esteroidogénicos normales de células de Leydig, también
mantenidas "en cultivo primarioco, de forma tal gue es posible
visualizar dicho efecto mediante la cuantificaci8u de 1a
producci8n hormonal de dichas células.



V. MATERIALES Y METODOS.

Todos los reactivos util‘tsados fueran grado analltico, o bien en
preparaciones para fines biogufmicos; s8lo se sefalard la
diferencia en caso contrario-

S Obtencibn de fracciones enriguecidas_en células de Leydig v

células de Sertol

Todas las soluciones utilizadas fueron esterilizadas mediante
ultrafiltracién a través de membranas de filtracidn Millipore
(MF) de 0.22 um de diAmetro de pore el dta previo a su
utilizaci8n, para ser debidamente almacenadas en refrigeracidn.

Los animales de experimentacidn fueron ratas macho adultos
normales, de la cepa Wistar, con peso aproximado de 250 g,
correspondientes a aproximadamente 90 dlas de edad, mantenidos en
el bioteric de la Divisi®n de Ciencias Biol8gicas y de la Salud
de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, con
perfodos de luz—oscuridad de 12 horas c/u, y alimentaci#n y agua
ad libitum.

Los animales fueron sacrificados por dislocaci8n cervical y
posteriormente se les extirparon los testfculos por wvia
abdominal, previniendo la contaminacién bacteriana por las heces.
Los testlculos son descapsulados y liberados de la vena central
bajo condiciones de esterilidad, y posterjormente son llevados a
una campana de flujo laminar, donde se continéa con el protocolo
de separvacién.

De acuerdo al esquema planteado en la figura 5.1, los testiculos
descapsulados fueron lavados con solucién salina amartiguada de
Krebs (KRBG) — NaCl 125 mM, KC1 5 mM, MgSO. 1imM, Tris 35 mM,
NaHaPOq4 1 M, pH 7.3 - a la que se agregd glucosa al 0.2% y
gentamicina al 0.05%. Cada par de testfculos se colocd en 7 ml de
KRBG—Colagenasa (1 mg/ml) en bafo con agitacién a 37°C durante 18
minutos; al t4rmino de este perlodo se suspendid la actividad de
la enzima por dilucidn con 1S ml de soluci8n salina isoténica,
mezclando por inversidn en 10 pcasiones, Yy se dJdejaron reposar a
temperatura ambiente durante 10 minutos-

La suspensién tisular se filtrd® a través de una malla estéril de
Nylen con un poro de entre 5S0-100 um de didmetro. E1 filtrado
(Fracci8n intersticial cruda) se utilizd posteriormente para la
obtencidn de células de Leydig, mientras que el remanente en la
malla (fracci®n tubular cruda), se tratd posteriormente para la
obtencién de células de Sertoli.

Purificaci8rn de la fracci8n intersticial crudg.

Las células del filtrado fueron sedimentadas 2 1,500 g durante 10
minutos a temperatura de S"C. Se desechd el sobrenadante, y el
sedimento se resuspendil® en I ml de KRBG para ser colacado sabre



Testlculos descapsulados

7 m1 KRBG-Colagenasa (1 mg/ml)

18 min con agitacidn a 3I7°C

1S ml NaCl 0.9%, invertir
reposar 10 min, T ambiente

Filtrar a través de una malla

(50-100 pam)
1

Fracci8n tubular cruda
Fragmentar 5?5 t4bulos

20 m! KRBG-Pancreatina
(0.2 mg/ml), 20 min, 28°C
con agﬂtaciOn

Sedimentar a 1t g, 4°C,
10 min

Decantar el sobrenadante

Sedimentar a 1 g en un

gradiente discontinuo

(2-6%) de KRBG-sacarosa,
30 min, 4°C

Filtrar a través de una
malla (350-100 um)>

Sedimentar a 1500 g, 10
min, $°C

fFraccibn intersticial cruda
Sedimentar 1!'»00'L ge 10 min, S°C
Resuspender en 1 ml KRBG
Sedimentar a 1000 g a través
de ura soluciln KRBG-Ficoll

400 (13%)— BSA (0.2%), pH 6.5
18 min, S°C

Figura S.1. Esquemz de separaci8n y purificacin celular para la
obtencidn de fracciones enciguecidas en células de
Leydig y Sertoli.
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3 a1 de una solucién KRBG-Ficoll-Alblmina sérica bovina (Ficell
400 13%; AlbAmina 0-2%, pH 6-5), y centrifugado a 1,000 3 durante
1T minutos & 5°C. £]1 segundo sobrenadante se desech8, y el botdn
celular se resuspendil en 5 ml de medio minimo esencial de Eagle,
modificado por Dulbecco (DMED.

En estas condiciones, se realizé el conteo de células, y se
ajustd la densidad ceiular a 3I x 10" celulas /ml en DME,
seabrdndolas en clémaras multipozos WNunc de plastice, con un
voluren de 1.% ml aproximadamente, por pozo (3 pozos/placal.

[

ficacidy de la fracciln tubular cruda.

Para oktener la fraccidn enriquecida en células de Sertoli, a la
fraccidn tubular cruda se le fragmentd con un bistur! hasta
obtener pedazos de aproximadamente S am de longitud, 195 que se
incubaron con 20 ml de KRBG-Pancreatina (0.2 mg/ml), durante 20
ainutos a 28°C, con agitaci8n manual periddica cada Z minutos.

La suspensifn se dejd sedimentar durante 10 minutos a 4°C, se
decantd el sobrenadante y la suspensidn celular se volvid a
frageentar meclnicamente, pasdndola a  presitn a través de una
aguja de un calibre 220 ga. Se colochd postericrmente sobre un
gradiente discontinuo de KRBG-Sacarosa del 2 al %y COR
intervalos de 1% para cada escaldn, y se dejd sedimentar durante
30 minutcs a 4°C. Se recuperaron las fracciones correspondientes
2l 4 y 5% por aspiracin, y la suspensifu celular se filtr8 a
traveés de la malla antes descrita, y las ceélulas se sedimentaron
por cantrifugacién a 1,500 g durante 2 minutos a S*C.

£l sobrenadante se desechd y el botdn celular fue resuspendido en
S a1 de DME, para realizar el conteo celular. Se ajust8 la
densidad celular a 3 x 10" cg¢lulas por ml, y fueron sembradas en
botellas de cultivo Nunc de pllastico, con 2T cma de superficie y
una tapacidad de 10 ml de medio de cultivo por botella.

tas celulas de Leydig y Sertoli obtenidas para cultivo, fueron
identificadas con base en su morfclogl=z, haciende é&nfasis en las
caracterlsticas nucleares, y apuvyado en microscopla de contraste
Je fases, ademls de su capacidad estercidogénica (153). La
viabilidad fue evaluada sediante 1la prueba de exclusidn de azul
de tripano (154).

S5.2. Cultjvps celulares.

tos cultivos celulares se realizaron en DME sin adici®n de suerc,
vitaminas, hormonas ¢ cualquier otro factor. La:s condiciosnos de
cultive incluyeron atmdsfera aire—COa (95-5% Yy I7T*C de
temperatura. Las células de Sertoli se cultivarcn durante
perliocdos de =4, 36& y 48 horas, mjentras que las células de Leydig
fueron preincubadas durante 24 horas con DME, y al término de
este perfndo se sustituyd el wmedio eriginal por medio
vondicionade de células de Sertoli {(medio inicial de cultivo de
células de Sertoli), c per DME en 1lcs cultivos contraol. Las



- 22 -

c&lalas de leydig se mantu@iernn posteriormente en cultive
duravte perfudos de 18, 24 y 48 howras.

S-Z-_ Estandaricacidn del métcdo de radicinmunoandlisis (FIAY.

Las determinaciones de los esteroides se realizaron por
RIiA, utilizando anticuerpos especificos, siguiendo
descritos anteriormente (155-1%7). La fuente de los anticuerpos
fuzron sueros de conejo, inmunizados con antigenos de los 19—
hidroxiderjvados de lcs osterocides, unidos en forma de hapteno a
la 2lb&mina sévica bovina, por ma2dic de una molécula Jde Acido
sucecinico. Los msarcadores radiactivos tueran (3H)-T-Preg,
actividad espec?fica C(AE)Y 25 CTi/emol, (3H)—1,2,&,7-Prog, AE=100
Ci/mmol, (®H>-1,2-170H-Prog, AE=S0 Ci/emo (3HY—~1,2,6,7-4,
AE=100 Ci/mmol, Yy (THY-1,2,6-T, AE=100 Ci/mmol, tcdos ellos
previamente purificados por cromatograffa en capa fina, segln se
describe a continuaciln.

medio de
métodos

Fara llevar un control de la pérdida de material durante los
procedimientos previos a 1la determinacién cuantitativa, se
colocaron en tubos de vidrio c8nico con taphn esmevrilado de 15 ml
de capacidad, 10 ul de soluci8n de cada uno de los esterocides
marcados y diluldos hasta tener aproximadamente 1,000 cuentas por
minutos (cpmd por 10 ul; la misma allcuota se agregh a viales de
conted que sirvieron de control. La extraccidn se realiz8 al
agregar S ml de éter dietflico y agitarlo mecdnicamente durante 1
minuto. Despugés de observar que se hablan separado lag fases
org8nica y acuosa, los tubos fueron colocados en un bafa de hielo
seco-acetona hasta Jla «congelacién de 1la fase acuosa- La fase
orglnica se decant$ a un tubo de vidrio paras centrifuga de fondo
c8nico, sin tapdn, con capacidad de 15 ml. El procedimientc de
extraccidn se repitid una vez mls después de comprobar que la

fase acunsa remanente se hubiera descongelado, reuniendo las 2
fases orglnicas en el mismo tubo.

Tomando en consideracidn las cantidades de esteroides a encontrar
a las muestras, se eligid® un nivel de sensibilidad entre O y
1,000 pg, por lo que se prepararon soluciones de cada esteroide
no marcado, para ser utilizadas en la formaci8n de las curvas
patrén. Una solucidn madre de concentraci®n de 1 mgsml se obtuvo
pesando S mg del esteroide puvo, y disolviéndolo en etanol
absoluto; la concentraci®n se ajustd espectrofotométricamente,
utilizando el coeficiente de extincién molar de cada esterocide a
53 nm, a excepcidn de Preg, que nho contiene la funcidbn 4, I
cetona. De la soluci8n madre se prepard una solucidn N de
concentracidn 1 ng/ul, tomando S pl y diluyendo hasta T ml con
etanol absoluto; wuna colucién E de concentracidn 20 pg/pul,
tomando 100 yl de la solucifn N y dijuyéndolo hasta 35,000 pl con
etanol; una solucidn J de concentracin 0.2 pg / 1, tomando SO
pl Jde 1a solucidn E y diluyendec hasta tener S ml con etanol.
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La curva patrén parz cada esteyoide se prepard por gquintuplicada,
de acuerds a las siguientes cantidades de omasss

Tubos Masa (pg> Volumen {pl) Soluciln
S M - - -
1=5 o - -
6—10 1 S 3

11—15 2 16 3

i6—-z0 - q 20 J

21-25 10 . S0 J

2630 20 100 3

3135 40 2 E

36-40 100 S E

41-45 200 10 €

46-50 400 20 E

S1~55 1,000 S0 E

%660 10,000 10 N

A cada uno de los sueros se les evaluB su capacidad de unidn con
una concentracidn de aproximadamente 10,000 desintegraciones por
minuto (dpm) del esteroide correspondiente, se diluy8 el suero en
amortiguador de RIA (fosfatcs de sodioc 0.1 M, NaCl 0.31S ™, pH 7,
con gelatina O.1X y arida de¢ sodic 0-1%), en proporciln desde
1:1,000 hasta 1:500,000 para detersinar la diluci®n 8til para la
que se dempstara el S50% de saturaciln. Quintuplicados de cada
diluci#n fuercon incubados durante 18 horas a 4°C, y a1l final del
perlado de incubacibn, una vez logrado el equilibrio de la unidn
del esteroide radiactivo a 1los sitios correspondientes de los
anticuarpos, se agregaron 200 ul de una suspensitn de carb8n
activado—Dextrdn T-70 (0.625-0.0625 %) para separar la fraccién
libre de 1la unida al anticuerpo, sedimentando el carbén paor
centritugacin a 1,500 g durante 15 minutos a S*C; el
sobrenadaunte o fraccidn unida se Jdecants a viales de conteo, para
posteriormente agregarles S wl! de la solucidn de centelleo
Instagel 1 evaluar su contenido de radiactividad en un
espectrofotémetro de centelleo 1Iquido Packard Tri-Carb 3390, que
en condiciones 8ptimas para conteo de tritio tenfa una eficiencia
del TTR-

£.d- Purificacin cromatogrAfica de los esterocides.

£l disolvente de las coluciones tanto de los estercides puras que
sirvieron como refersencia como de las fases colectadas por
procesamiento de ics medios de cultivo, fue evaporado, quedando
el extracto sobre las paredes de los tubosg dichos zxtractos
fueron resuspendidas y concentados al lavarse las paredes
internas de 1los tubos, ccn 10 gotas de una mexzcla de metanol al
10X en #ter dietllico; el extracto resuspendids se ¢tcansfiril a
1a 1tnea de origen de una cromatoplaca (Slliza Gel 60, F-2Sa.
0.25 mm de espesor, 20 x 20 cm), marcada a Z cm de uuwo de los
borde de la cromatoplaca, en forma tal gque la muesira no se
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extendiera mis de I mm a los lados, repitiendoc el 1lavado de tuko
¥ la transferencia de los extractos en 2 ocasiones mds con 6 y &
gotas de la mezcla de solventes antes sefalada. Despubs de
aplicadas 1las muestras, y en lugares preestablecidos de la
cromatoplata, se colocaron T pg de cada uno de los esteroides a
separar, los que sirvieron como referencia.

Las placas se colocaron en forma vertical en una camara para
cromatograffa que contenla aproximadamente 325 @1 de benceno
puro, se tap8 la camara y se dejd que el disclvente ascendiera
por la Stlica hasta el borde superior de 11a cromatoplaca. En el
desarrollc de este sistema, los esteroidecs prActicamente no se
mueven, pero €l extracto es 1liberado de 1lipidos poco polares,
tales como Acidos grasos, los cuales fueron desplazados por el
bencerc.

Al llegar el disolvente al borde superior de la placa, se sacht de
la cdmara, y después de secarla evaporvands el benceno, se colocd
en otrc sistema con 125 ml de una mezcla de beucenc—acetato de
etiio {7:3); ei desarrolle de este segundo sistema desplaza
mcléculas mas polares, cemo las de 1los esteroides, aungue no
liega al grado de separar los esteroidec a cuvantificar, por io
que se somete a la ciromatoplace a un tercer sistema de Jdesarrollo
tormado por btenceno-mestancl (95:%:, Este Altimo sistema permitid
la separacién dptima de los S esteroides a cuantificar.

La cromatoplaca ya seca se ceoloc8 bajo luz ultraviocleta de 254 nm
de longitud de onda y, utilizando por una parte la fliuorescencla
de la silica, el hecho de que los esteroides con furcitn Ad, 3—
cetona absorben a esta longitud de onda, se marcd sobre la sllica
la zona Jde desarrollo de 4 de los esteroides. La P.reg se reveld
al agregar el reactivo de O€rtel (Acido sulflrico—etancl 2:1). Se

marcaron las <ctonas de migracidn correspondientes a cada
esteroide, tomando como lfmites los bordes supevior e inferior de
lo: estdndares; por paralelismo 5€ marcaron las zonas

corresponcdientes a las muestras, por 1o que ademds se marcaron
los 1imites izquierdo y derecho correspondientes a las =onas de
aplic=scién de cada muestra, formande finalmente una serie de
cuadros en 13 placa, en la que cada &rea delimitada representd 1la
zona de localizaci8n corrvespondiente a un estercide de cada
muestva.

La s1lica de las Areas marcadas se raspa €On una mnavaja para
transferirse por aspiracién a wuna pipeta Pasteur previamente
empacada con fibra de vidrio. Los esteroides fueron redisueltos
con 1.2 ml de éter etllico—metanol (9:1> en un tubo de ensaye de
vidric. Se tomaron 2 allcuotas de 500 ui cada una, ¥y uns de ellas
se .colocd® en otro tubo de ensaye, y la segunda se colocd en un
vial de conteo. El disolvente se evapor8 a sequedad, y se agregh
al vial T m} de soluci®n de conteo, evaluando la radiactividad
presente, 1a cual fue contiderada como “recuperacin® del
trazador agregado al inicio (1,000 cpm). La muestta en el tubo se
evalud por medio de RIA.



S5.5. Cuantificacidn de los esterpides en los medios de cultivo.

Los medips de cultivo de células de Leydig obteridcs después de
la sustitucién del! medio original por MC o por DME son procesados
para la extraccidn y purificacitin de los esteroides en forma
semejante a la descrita anteriormente.

Se prepard una mezcla de ensayo para cada esteroide purificado,
la cual comtenl!a el estercide marcade en cantidad de 10,000
dpm/T00  ul de amortiguador RIA, y el suero antiesteroide
carrespondiente, en proporcidn de 1:10,000 para Preg, Preog, 17—
OHProg, y de 135,000 para A y T en amortiguador FPIA, de acuerdo a
lo evaluado mediante la técnica ya descrita. Se agregaron S00 pl
de la mezcla de ensayo en cada tubo de la curva; se incubaron
entre 18 y 24 horas a 4°C, y pnosteriormente se agregaron 200 u1
de la suspensifin carbdn—-dextrdn, 2xicepto para los tubos marcados
como totales. La separariln de las fases libre y unida se reslith
como ya se ha descrito. EI sobrenacdante se decantd a viales de
centeo, y se aRadieron S ml de Instagel para determinar la
cantidad de radiactividad presente en cada vial.

S.6. Pruebas estadisticas.

£1 anllisis de lps resultados se realize mediante la comparacibn
de medias y varianzas de los grupos control y experimental; la
significtancia estadistica de lac diferencias se obtuvo por medio
de la prueba de t de Student con 2 colas, para niveles de P<0-Q5.
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VI. RESULTADOS.

€.1. Obtenciln de fracciones enriquecidas en células_de Leydig y
Sertoli.

El procedimiento de obtencidn de fracciones enriquecidas permitis
separar adecuadamente los tomponentes de los compartimientos
tubular ¢ intersticial- En el caso de la fraccibn intersticial
fue posidble, partiendo de una composicién inicial de
aproximadamerite 6% de células de Leydig {(fracciln intersticial
cruda), obtener una preparaci8n final con el S0 & 7% de pureza y
de wun 90% de wviabilidad (Tabla 4.2). La principal fuente de
contaminaci®n  en este c€aso correspondid a espermatocitos
primarios Y espermatogonias, sin  presencia apreciable de
espermatozoides, y algunas espermi&tide: gue =on ratenidas durante
la centrifugacién a través del Ficoll.

En lo que corresponde a la fracciln enriquecida en células de
Sertoli, €] factor de purificacibn fue de 10x- La utilizacidn de
distintos procedimientos suplementarios, tales como la
zentrifugaci®n a través de saluciones de Ficoll de difsrentes
densidades, no logr8 un enriquecimiento sustancial en cuanto a
pureza, pero s! una disminuci8n notabtle de la viabilidad celuler
final.

TABLA 6.1

CELULAS DE LEYDIG Y SERTOLI EN PREPARACIONES FINALES OBTENIDAS DE
TESTICULO DE RATA ADULTA.

% PUREZA % VIABILIDAD

Fracci8n de células de

teydig purificadas a S0 * 7 920 £ 3
través de Ficoll

Fracci8sn de células de

Sertoli sedimentadas a 7 3 9z ¢ 2

través de un gradiente
de sacarosa
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cultivo simulando dilucila al infiito 22 ur MC.

Las muestras fueror obtenidas por aspicaci®y con una pipeta, por
o que se colect8 entre 1.1 y +2 ml de medio em cada vcasibn.

6.5. Determinaciones de ectercides er las medics de cultivo.

Loe wvalcres obtenidos parez cada estercide & los diferentes
tiempos de inzubaciln y diversas diluciones le los MC se ohservan
en las taklas 6.2 & 6.6, y 1los rezuitado: =e expresan
jraficamente en las figuras 6.1 a &.5.

Fara el caso de Preg, s¢ observa un incremento en 13 produccidn
del esteroide con respecte al control, pars todes las Jdilucionres
de MC y casi para todos 1os tiempos de incubacién (Tabla &.2 y
Figura 6.1)- El1 efecto parece ser docsis dependiente, y se observd
ma&s claramente con MC de 3& horas, y & =mna dilucibn 1:2 del MC.

En €1 caso de Prog, el patr8n general es el mismo que en el casa
anterior, aungque las diferencias entre puntcs experimentales y
controles ya no se detectan a la d4ilucidn 1110 del MC (Tabla 6.3
y Figura 6.2). A diferencia del casu anterior, existe un cambio
de pendisnte en la produccisn del esteioide entre lac 12 y las 24
horas de incudbaciln de las células de Leydig.

En lo que teca a 17-OMPreog (Tabla 6.4 y Figura &.3), no es
posible apreciar diferencias significativas entre los controles y
ios puntos experimentalec; sin embargo, existe umna %Yendencia
semejante a la observada para los esteroides anteriores.

La produccidn de A e5 la mAs variable de todas las observadas en
este modelo experimental {(Takbla 6.5 y Figura £.2). En el caso de
19s controles, se observa un incrzmento en la producci®n hormenal
durante las jrimeras 18 horas de cultivo, seguido de un descenso
{21 horas) y un nuev? iacrement> hacia el final de 1a incubacin.
A diferncia de loc casos anteriores, se otserva una tendencia
hacia una disminuciln sigrnificativa de la producciln hormonal



TARLA 6.2,
Hempo  prro
de

CONT
Cultivo koL
18 hs 30.20

« 22,1
24 hs  139.00

= 21.0
48 hs  208.60

GRUPO
Medios condicionados

Medios condicianados

150.25
* 13,0

201.25
+13.8

285.60
* 26.4

24 hs

Dilucitm

1:5
132,00
1
191.25

+16.5

284.60
2 12.9

95.75
* 15.6

169.25
210.9

191.75
* 16.8

363.75
= 34.9

423.75
2 30.5

36 hs

Dilucién

1:5

202.50
*32.3

242,50
= 22.2

341,25
* 27

XPERIMENTAL

Concentraciés de Pregmenocloea ( pg/xl ) en los medios de cultivo e células de Leydig.

Medios condicicnados

48 hs

Dilucién



PREGNENOLONA

DILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO

po/mi po/mi P/ ml
=2 “©s 1:10
5007 j
" 4
400 - 1
-
- 4 o] 26 4
300+ r149 .. P
24 24 36
1 . 4 ] 40 4 e
c c <
2004 Y < 4 - ’ 4 24
4 P 4 / 4 .
1004 4 A
B 4 4
——t— T o) —r + g —— ———
"2 24 36 48 12 24 36 48 2 24 36 48
T tEMPO D E CuULT !V 0 thoras)

Figura 6.1,

Concentracifn de Pregnenclona en medios de cultivo de células de Leydig tratadas con

difcrentes diluciones de medios condicionadas en células de Sertoli. ( ® p<0.05 )



TABLA 6.3. Concentraciém de Progesterona ( pg/ml ) en los medios de cultivo de cflulas de Leydig.

Tiempo GRUPO GRUPO EXPERIMEMTAL
de Fedios condicionados Medios condicionados MNedios condicionados
24 hs 35 bs 48 hs
Sultive COVTROL Dilucitn Dilucisn Dilucién
12 1:5 1:10 132 1:5 110 1:2 1 1=
18 hs 42.50 77.50 70.50 51.50 115.10 91.00 55.00 96.00 81.50 58,00
* 2.3 + 10.3 +13.4 + 8.8 * 70 0+ 9.0 + 5.2 + 8.3 +10. + 10.0
24 he 145,00 165,75 171.00 124,00 213.75 180.00 141.00 131.00 177.75 141.23
+ 33.0 + 9.5 2168 + 9.4 & 8.5 +17.6  +19.1 + 5.2 +13.0 & 165
<8 hs 233.75 293.75 253.00 206.25 450

.00 373.00 246,50 330.00 278,50 218,00
+ 15.2 +15.2  +£36.8 +17.9  +63.2 +16.9 2554 4.1 21583 & 26.6
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Figura 6.2.
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PROGESTERONA

DILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO
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Concentracién de Progesterona en medios de cultivo de células de Leydig tratadas con

difcrentes diluciones de medios condicionados en células de Sertoli, { * p<0.05 )




TABLA 6.4. Concentracién de 170H-Progusterona ( pg/ml ) cn los medios de cultivo de células de Leydig.

Tiempo GRUPD GRUPO EXPERIMENTAL
ledios condicionados Medios condicionados HMedios condicionados

de

cauTrCL 24 hs 36 hs 43 hs
Cultive Dilucién Dilucibn Dilucién

1:2 135 1 :10 132 LEER- 1:10 1:2 1:5 110

18 hs 39.0v 33.7 39.75 39.75 89.25 50.25 43.25 68.27 46.50 38.75

+ 170 % 9.8 2 7.5 & 6.9 4 43 & 2.9 & 4.0 + 6ud  £13.4 1.7
o4 he 33.02 6L.00 54,50 43.75 88.75 77.25 €6.75 &7.00 63,00

+15.3 + 6.9 % 6.9 & 5.6 & 9.0 & 6.3 & 4.1 3+ 4.0 s 5.2

48 hs G5.00 77.50 62,50 71.25 103.25 86
* 3.0 * et &+ 6.1+ 5.6 £11.5 +1
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Figura 6.3. Concentracitn dec 170H-Progestarona en medios de cultivo de células de Leydig tratadas
con difercntes diluciones de medios condicionados en células de Sertoli, ( * p<0.05 )



TABLA 6.5.
TP crupo
de
Cultivo ¢ L
18 hs 246,00

+ 2640
24 ns 126,01
X1
48 hs 835.02

+ 164

GRUPO
Medios condicionados

Medios condicionados

174.75
A 10.2

160.00
+10.7

144,75
2102

24 hs

Dilucibn

1 :5

191.50
2109

140,50
9.3

139.25
+ 8.8

1:10

255.75
* 3.6

112.25
+ 3.2

117.01
2134

112

98.50
* N2

161.25
* 74

36 hs

Dilucién

1:5

144.50
* 6.2

132.75
* 10,5

128,01
+ 2.4

217.50
2 6.4

120025
* 9.3

124,00
9

I*

EXPERIMENTAL

Concentracién de Androstendiona ( pg/ml ) en los medios de cultivo de células de Leydig.

Medios condicionados

48 hs
Dilucién
15

146,00
2 13.7

224,25
£ 15.9
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Figura 6.4. Concentracifn de Androstendiuna en medios de cultivo de células de Leydig tratadas con
diferentes diluciones de mcdios condicionados en células de Sertoli. ( ® p<0.05 )



TABLA 6.6,

Tiempo
de
Cultivo

18 hs

24 hs

48 hs

GRUPO

CONTROL

1,508

2,751
+ 212

4,210
219

GRUPO

Medios condicionados

1,143
+ S5

1,69
2135

2,433
2 209

24 hs

Dilucién

15

1,381
+ 48

2,156
1N

3,148
2215

1,607
+ €6

2,704
+ 109

3,809
* 263

Medios condicionados

36 hs
Dilucién

1:5

1,098
> 124

1,736
* 127

2,209
+ 82

1,222
4 102

2,226
+148

3,202
349

EXPERIMENTAL

Concentracién de Testosterona ( pg/ml ) en los medios de cultivo de células de Leydig.

Hedios condicionados

1,343
* 115

1,927
2 13

48 hs
Diluciém
1:5

1,235
+ 187

1,365
+ 160

1,847
* 93
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Figura 6.5. Concentraciém de Testostcrona en medios de cultivo de células de Leydig tratadas con

difercntes diluciones de medios condicionados en células de Sertoli. {( * p<0.05 )
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hacia el final de 1la incubaci8n, aunque esta tendencia ya es
apreciable desde las 18 horee de cultivo.

El producto final de la via esteroidegénica, T, se mantiene como
eI estercide producido en mayar cantidad durente todo el perlodo
de cultivo celular {cantidades m&ximas de 4 ag/ml, en comparaci8n
con menos de S00 pg/ml de Preg), 10 que reflcjz probablemente el
byuen estado funcional general de las c¢é&lulas de Leydig en el
cultivo primarios-

Contiuuando la Yendencia ya sefaladz pera A, en el casc de T, la
produccidn hormonal disminuye significelivamente a todas las
diluciones de MC précticamente desde las 18 horas del cultivo
{Tabla 6.6 y Figura 6.5). E1 efecto madximo de los M™MC se observa
para MC de 36 horas a diluciones bajas, y para MC de <8 horas a
diluciones de 1:% y 1:10.

Las variaciones intra e intersayo no fueron superiores al § y 10%
respectivamente para todas las mediciones de esteroides. Los
antjicuerpos utilizados no presentan afinidad superior al 2% para
otrps esteroides contra los que no ce encuentran originalmente
dirigidos. Las dosis minimas detectadas para 1los esteroides van
desde 0.5 pg/ml hasta 2 pgs/mdl, y las condiciaones de precisi8n y
exactitud de los ensayos estdn de acuerdo con dataes reportados
anteriormente (1564157)«
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VII. BISCUSICH DE RESULTADOS.

La obltenciln Jde fracciones enriquecidas en las estirpes celulares
de Le,dig y Sertoli reproduace leo: datos obtenidos anteriormente
{1557, y ademds est&n de acuerdo con lus seflalados para las
células de leydig por ot:rops antores {1407), mientias que para las
células de Sertoli, aunque el enriquecimiento wo e€s comparable a
les da2tos reportados por otros auteres (141,1U3), se dehe tener
en consideracifén que, en este casc, partimos de testliculos de
animales normales sexualmente maduros, lo que implica la
existencia de una mayor centide’ de células de la llnea germinal
presentec en lot {3bulcs seminlferos, y ademds, del foramzl
establecimiento de la barrera hemato-testicular. Ambos factores
dificultan la obtenciln de un factor de enriquecimiento celular
mayore.

Respecta de los cultivos celulares, se puede indicar que el
estado morfolisgico fue muy adecuado, ya que no se ohservaron
muchas células no adheridas, lo que sugiere wuna adecuads
adhesividad celular (153>, mni vacuolizaciln o birrefringencia
neterias  durante  los  perlodos de incubaci®n utilizados en los
erxperimentos-

En relacidn al funicionamiento de las células de Leydig, se
observa que no se suspende la produccidn esteroidogénica, ya que
existe un incremento en el tamafo dJde las pozas de Preg, Prog y
17-0HProg; ademds, se puede indicar que al evaluar la funcilin
endocrina durante la preincubaci8n de 24 horas, y en los tiempos
de cultivo subsecuentes, se encontréd una produccién de T en
niveles semejantes a los antes reportados (142-1a4), as? como
también al expresar la concentracifn en términos de produccibn
por nlmerc de células (159).

Al evaluar el! funcionamiento esteroidogénico de las células de
Sertoli se obtuvieron resultados Jue coinciden con los reportados
par otros autores (141).

La utilizaci®n de los medios de cultivo ce realizB en condiciones
basalce, sin utilizar ningfn tipn de estlmulo o complemento para
el medio (suero, factores de enriquecimiente, etc.), lIo que no
caoincide conm lo realizado por oftree autares (149,1952). Sin
embargou, esto no parece afectar el funcioramien®o celular, en la
medida que la produccidn estercidogénica se mantiene durante todo
el gerlicdo de incubacildn.

Todo lm anterior hace pensar gue las muestras de mediass de
cultivo obtenidas al retar a los cultivos primarios de células de
Leydig con laos MC en células de Sertoli representaron condiciones
basales "normales" cor: respectc a las que se esperaria encontrar
en sistemas de cultivo equivalentes (160).

Les rezultados obtenidos a partir de 1la cuantificacién de los
esteroides se expresaron en gr8ficas de masa (ver Resultados), y



- 30 -

e vista de que se& expresan en diferentes wunidades, y para
tomogeneizar los resultados, se pueden trausformar a grdficas de
porcentajes de cambic respecto del! control para cada tiempo de
cultivoe (Figuras 7.1 a 7.S). Al gbservar los coeficivntes de
variacidnw correspondientes, se encontr® que no excedieron del
15%Z. En las grdficas se pueden también observar los 1lmites
carrespondientes & * 2 desviaciones estdndar (DE), lo que implica
que los valores encontrados fuera de la zona de J0% de
variacidn, son estadlsticamente signiticativas.

Para jyoder hacer el andlisis de 1leos
supone ques

a) A mayar dilucidn de los MC se cbtendrd un mercr efecto,
b) A mayor tiempo de condicionamiento,

resultados obtenides se

Y
el efecto serd mayar.

Con base en estos supuestos, se encont+8 lo siguiente para cada
esteroides

Preg.

Se puede observar (Figura EARS) que exniste un  aumento
significativo de su producci8u en las diluciomes 1:2 y 1:5 con
los MC de 28, 36 y 48 thorac; en la diluci8n 1:10, s&lo es
significativo el incremento en el MC de 36 horas; asimismo, se

observa que el mayor efectoc se encuentra con la dilucidn 1:2 y el
MC de 36 horas.

Prog.

En la figura 7.2 se abserva que en la dilucidn 1:2 existe un
incremento significative con todos los MC, excepto en el
correspondiente a 24 horas de condicionamiento y a 1las 24 hovas
de cultivo- En la dilucidn 1:5 se observa que s8lo a las 18 heras
de cultivo eviste significancia en la diferencia entre el control
Yy los MC, no ocurriendo de igual maneéra a las 24 y 48 hovas de
cultivo. En 1a diluci8n 1310 no existe un efecto significativo en
ningdn caso.

17-OHProg.

En la figura 7.3 s5e observa que en la dilucidn 172 existe una
diferencia significativa para los MC de 3¢ y 48 horas, excepto
para 1las 24 horas de cultivo del MC de 48 horas. En la dilucibn
1:S existe significancia s8loc en ¢l .MC de 36 horas, vy a las 24 y

48 horas de cultivoe Lla diluci8n 1310 no presenta diferencias
significativas-

A-

En la figura 7.4 se abserva Qe existe una disminucidn
csignificativa a laz 18 thoras de cultivo con los T MC, y s8lco en
el MC de J& hoeras existe un incremente a las 24 horas, Yy una
dieminuci también sigrnificativa e 1as 15 horas de cultive. En
la dilucién 15 s8lo los ™MC de 36 Y as toras son
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significativamente menores a las 1€ y d2 horas de cultivo- En la
diluci8n 1310 con los MC de 36 y 48 horas se presenta una
disminuciln sblo a las 42 horas de cultivo.

I.

ia figura 7.5 muestra que existe un efecto de disminucidn
significativo con los 3 MC para la dilucién 1:2, excepto a las 18
toiras de cultive con el MC de 24 horas. En la dilucidn 1:5, s8lo
los medios de 36 y 48 thoras producen una disminucidn de la
produccin de T a 1l1las 24 y 48 fhoras; para le dilucisn 1210 no
e lste efecto significativo alguno-.

Como se ha observado, existe wuna relacisn inversa entre la
magnitud del efecto y la dilucidw del MC; astmismo, se ha
observado que no siempre va a existir un mayor efecto como
Tespuesta a un mayer tiempo de condicionamiento. E1 efecto maés
claro se obtiene con la diluciln 132 con e1 MC de JI%& horas, para
la mayorta de los esteroides.

Podemos suponer que, in vivo, 1las pozas metab8licas de los
estercides mantienen un tamafo constante, debidc a la estabilidad
de las condiciones tisiol8gicas en el @8rgano (oxlgeno,
estimulacidn, etc.), cton lo que la actividad de las encimas que
intervienen en la formaci®n de los esteroides permamnecerd en un

" estado de equilibrio dinAmico. Las condiciones de las células in
vitro serlan diferentes debido a 1las cambios producrides al
manejar las células, lo que probablemente afecte el tamafo de las
pozas metab8licas de los esteroides.

Lps resultados obtenidos in vitro muestran gque en el grupo
control, las pozas metab8licas de Preg vy Praog tienern un tamaSo
semejante, en tanto que la de 17-OHProg e:c mds pegueia comparada
con las anteriores, y la de A es aproximadamente 2 veces mayor
comparada con Preg y Prog, mientras que la de T es varias veces
mayor. Al comparar los grupos experimentales con el grupo
control, se observa que al aumentar el tiempo de cultive, Preg y
Prog aumentan en la misma proporcifng, 17-CHProg se mantiene
prdcticamente igual, ‘en tanto que la de A presenta fluctuaciones
y T disminuye.

De io anteriar se puede deducir que existe un efecto globkal que
modifica el tamafio de las pocas metah8licas de los estercides; la
causa de este efecto puede dekerse a la alteraciln de wuno o
varios sistemas enciadticos.

Si suponemos Qque esta alteracidn provoca un blogueo en la
transformaci@rn de A a T, entonces se observarta que las pozas
metabBlicas de A y de 1los esteroides anteriores de la via
metab8lica aumentarian. Este supuesto se asemeja a los recultados
cLtenidece. Sin embargo, se& observa una “fluctuacidn® en la poza
metab8lica de A con respecto al tiempo de cultive, en la cual se
aprecia nuna disminucidn a 1a:z 18 horas, aumento a las 24 y
nuevamente una disminucifn a las 48 fhoras de cultivo, mientras
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Porcentaje de cambio respecto de los controles en la concentracién de Pregnenolona.
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Figura 7.2. Porcentaje de cambio respecto de los controles en la concentracién de Progesterona.
El Srea sombreada representa 4+ 2 desviaciones estindar de la media del grupo control.
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que en las otras pozas existe un aumento, y la T disminuje.

Lo 3nterior harta suponer que el efector causante de la variaci®n
expresa su actividad durante las primeras 24 horas de cultivo, y
va perdiéndola durante las siguien%tes 24, de farma gque la
produccién de esteroides termina volviéndcse semejante a la del
control.

€5 posible que la raz#n de que las pozas de Preg, Prog y 17-
OHProg aumenten, se Jdeba a que las enzimas que intervienen en la
transformacidn de Preg a Prag y de prog a 17-OHProg se encuentren
funcionando a su plena capacidad, en tantc gque el cistema
enzimAtico de 17-OHPwrog a A tenga una raplda transformacidn, por
1o que la pora de 17-OHProg serfa muy peqguefa. Si existiera una
modificaci8n en el sistema de transformacidn de A a T, esto
explicar?a 13 fluctuaci8n que se da en la pouza metabB8lica de A.

Como la mayorfa de los sistemas enzimlticos que intervienen en la
esteroidogénesis es oxidante, se podrfa creer que se wverlan
afectados Jdebido a una falta de oxfgeno en el medio, resultado de
las condiciones de cultivog sin embargo, parece que estos
sistemas no se ven alterados, ya que como se puede observar en la
producci8n de 1laos controles y en los datos e:xperimentales, la
reacci8dn modificada parece ser una reduccidn (A a T).

Para comgrotar lo anterior, es necesario realizar estudios del
funcionamiento de la cadena resypiratoria u otros que involucren
reacciones de 8xido-reduccidn, en los cuales se pueda medir la
cantidad de oxfgeno gastado y/o la produccidrn de ATP.

Otros estudios complementarios a realizar sertfan el de
cuantiticar la producci8n estercidogénica a las 12 y 36 horas de
cultivo, con la finalidad de obtener resultados a2 intervalos
iguales de tiempo durante toda el estudio, realizar estudios
acerca de la encima involucrada directamente en la transformacién
de Aa T, as? como el de corroborar lo obtenido por otros
autores, quienes han reportado que a intervalos cortos de tiempo
(un mAsimo de S horas)y la concentracidn o produccidn de T
aumenta 161,162, lo cual no estd necesariamente en
contradiccidn con nuestros resultados, ya que no definimos el
comportamiento de nuestro sistema a tiempoc cortos de incubaciln.
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VIIl. CONCLUSIONES.

1. Se obtuvieron fracciones enriquecidas en células de Leydig y
Sertcli en condiciones adecuadas de pureza y viabilidad.

2. Se establecieron cultivoes primarios de las estirpes celulares
de Leydig y Sertoli en medios definidos, que permitieron el
funcionamiento continuo de dichas estirpes celulares durante al
menos 48 horas en estas condiciones.

3. Se obtuvieron 1los MC en células de Serteli o tiempos
diferentes y se probé su efecto sabre la esteroidogénesis en
células de Leydig, determinando 1las concentraciones de cada uno
d los esterocides intermediarios de la via biosintética en sus
medios de cultivo.

4. Se estableciercon las condiciones 8ptimas para la determinaci®n
de cada uno de los esteroides en 1los wmedios de cultivo,
utilizando procedimientos de RIA especificos.

S. Se Jdempostrd la esistencia de un efecto causado por los MC de
las células de Serteli, que provoca un incremento en las pozas de
Preg, Prog y 17-OHProyg, variaci#n en la poza de A y disminucibn
en la de T.

&. Se demostrd que el efecta de los MC es dosis—dependiente.

7- Se encontr8 un efecto mds significativo para el MC de 36 horas
y en dilucidn 1:2, excepto para la poza de T, en la cual 1la
diluci8n 8ptima fue 1:5.

8. Se demostr8 la existencia de un patrén en el cual se observa
que el efecto se presenta mds claramente durante las primeras 24
horas de cultivo en presencia del MC, y parece ir desapareciendo
durante las 24 horas siguientes.

2. Se encontr8 que el sistema enzimdtico alterada parece ser el
que transforma A en T (17 hidroxiesteroide deshidrogenasa).

10. Se -encontr8 que es necesario ampliar los estudios para

determinar el lugar preciso vy el mecanismo de acciln de este
efecto-
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