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F:ESUMEtl. 

En la b6squeda de los facto~es que intervienen ~n el control del 
funcionamiento d• los compartimientos testiculares, s~ evalu! ~l 
efecto QUE sobr• la esteroidogln•sis de las c~lulas d~ Leydig 
tienen los m¿J!os condicionados C~C) ~~ células de Sertoli. Para 
este propeEito se condicio1;a~cn Je~ oedios libres de suero 
durcu-,te 24, 36 }" 4S horas. e.en las c.~t .. tlas ~e- Ser·toli aisladas de 
testtculos de ratas Wistar normales adulta~. Dicho~ medios fueran 
me=clados con medio mlnimo est11cial de Ea~le, modificado por 
Dulbecco (0ME) 1 propo~ciones de 1:2 1 t:~ y 1:10, siendo 
agrc~aJos a las c~ltivos de ~~l~las de Leydig pard sustituir el 
medio en el que se hablan preincubacto poi- 24 hora$• Las et-lulas 
de Le)•dig estuvieron en presencia de lo!. "e por p~r·lodos de tB. 
24 y 48 hor•s• ot:•tenif!ndose ademlis, muestras control sin '1C par• 
todos los tiempos. La ev•luaciftn del ~fecto se ~eali:e al 
anal izar cuantitativamente mediante t•cr•i !.as de 
radioinmunoan&lisis (P!A) en el medio de cultivo• las 
concentraciones de los intermediarios de !a vla de los J para la 
s!t1t~sis de testosterona CTl. encontrAndose un claro dominio de 
la concentraci&n de T en los medios (2-d ng/ .. t); con cifras die:: 
veces menor-es se encontraror. pre!illne11olor1a (Preg) • p1·o:¡ester-01-.a 
(Pro~) y androstendiona (A), mientras que 17 -hidroxiprogesteron• 
(17-0HProg) SE- encentre en cant!dades menores a 75 p~/llnl. El 
efecto de los f'IC er. dilucit!n t:::: marce una disminuc::i&n de las 
concentracio11es .!e T, la que fu€' es~ad!sticamente significativa a 
los tres tiempos de incubaci!n con los tres ~=. Al diluir estos 
medios a propor-ciftn 1:'5. la diferencia per-di! sig:nfficado 
estad!stico, a e>:cepci8r1 del caso de 2-l horas de cultivo con el 
MC de ~a horas. Con la dilucien 1:10, se perdieron !os 
significado~ estadlsticos de las diferencias de los ~C a los tres 
tiempos de cultivo- Se demostriS asimismo, la existencia de un 
efecto ~aosado por los ~C de c~lulas ~e Sertali, que provocan un 
inc1~ementc. en las po::as de Pre~, Prog;, y 17-0HPro~, y variaci!n 
~n la~ d~ A, que es dosi• dependiente- El etecto rnA~ 

significativo se ~n=~ntre a las 36 ho~as de condicionamiento en 
dilucie.n !:::: ¡.. .. :1r'"" PN~g, Pro<;, 17-0HPi·:l:il "/f.., y en dil· .. ci~r1 t:!:. 
para· la disminuci!n Je la cor1centr-acia~ d~ T. Se determi~e la 
necesidad de reali:ar est~dios ~ost~riores para establ~cer tanto 
la identidad del fo.ctcr o factores responsabl~s J'? los ete.;tos 
detectados. corno el mecanismo de acci6n de ~stos sobre }Qs vtas 
ester~idog~nicas en las células de Leydig en cultivo. 



NOMBRES FORMALES DE LOS ESTERO!DES· 

A Androstendiona Androst-4-en-~.17diona 

Col Colesterol Colest-5-en-3Sol 

Col-S Sulfato de colesterol Colest-5-en-3~sulfato 

DHEA 

E 

Pres¡ 

De!1 idroep iandrosterona Androst-S-en-3Sol-17ona 

Estradiol Estra-1,3,5(t0)-trien-3,t7Bdiol 

Pregnenolona Pregn-5-en-3Bal-2Cona 

17-0HPresr 17-hi dro><ipM~gneno lona Pregn-5-en-32,17«diol-20ona 

Prog Pr-o~esterona Pregn-~-en-3,20-diona 

17-0HProg. 17-hidr-o-.;iprogesterona Pr egn-.:-er1-17•ol-=Oona 

T Testosterona Androst-.1-en-17Sol-3ona 



I.. INTRODllCCJON 

1·1· A5pectos hi~teri~os 
1·2· A~pectos morfolegicos d~l test!culo 
1·~· Aspectos fisiolegicos del test!culo 
1·4· Esteroidogénesis testicular 
1·5· ModelDti in vitro de estudios de la regul•ci&n 

d~ la esteroidog~nesis 

II· PLANTEA~IENTO DEL PP.OBLE"A 

lI I. OBJETIVOS 

IV· HIPOTESIS DE TRABAJO 

v. MATERIALES Y METODOS 

!i·l· Obtericiftn de fracci onrs enriquecidas de c~lulas 

' , 
2 
5 ,, 

14 

17 

18 

19 

de Le)'·dig y c~lulas de Sertoli 20 
5·2· Culti~os celulares ~ 
~-3. E~tandarizacien d~l m~todo de radioinmunoanAlisis 22 
5.4. Purificaci6n cromatogrAfica de los esteroides 23 
5.5. Cuantific•cien de los esteroid•s Pn los medios d• 

cultivo 2§ 
'5'.·Ó• Prueb•s e-!itad!~ticar. 25 

VI- RESULTADOS 

6.1. Obtenci6n de fr·acciones enriqu.:-cidas de células 
de leydig y Srrtoli :?6 

6-2· Cultivos celularrs 27 
6.::::;. D~terminacione& de los esteroides en los medios de 

cultivo 

V.!I. DISCUSJON DE RESULTADOS 

VIII- CONCLUSIONES 

:X. BIBLIOGRAFl.A 

:!.7 

29 

33 



I • If.ITPODLICCION 

El hacer u~ estudio acerca d~ los test!culos no es nuevo, ya que 
s1 se tc.ma en cventa la posici&11 expuesta, su notoriedad e1·, la 
.-:i~yo~ 1.,,, dt- las especi~s de m.,,,mtfe-ros, y el hecho de qu"'° la 
ptrdida de uno~ ambos &rganos ne re~ulta vital para el animal, 
luego entonces el p•pel ~isiol&9ico y muchos de los efectos que 
la orquieclomla deliberada o accidental tienen en lo5 organismos, 
se han vodido reconocer desde tiempos remotos. Esta escrito en 
tabletas de arcilla asirias de 1$ Si~los Antes de Cristo, qu~ la 
castracien de hombres era utilizadd como cast1~0 a delitos 
sexuales (J). Asimismo, la castraci&n como casti90 de adulterio 
esta descrita en el C&digo Babil&nico de Hammurabi (unos 2,000 
ar;os A.C.), y en las leyes egipcias de la 20a· Dinastla (1 1 200-
1909:5 A.c.) (2). Todo ello implica q•Je desde esos tiempos ya sE­
conoclan Jos ef~ctos de la c~straci&n sobr·e la l!bido y la 
potencia ~exual; asl, la 01 quit>c loml.,_ como l.:. trepa11ac i~11 
craneana puede ser de las primeras intervetlciones 
quirargicas practicadas en seres humanos y fines 
preestablecidos como Có~ti90 y para la creaci6r1 de eunucos con 
prop6sitos sociales (3). 

Se sabe también que hasta principios de este si9lo algunas tribus 
antrop6fagas de las Antillas y del Norte de Brasil castraban a 
los pris1oneros para que aunient'°'ran de peso y fueran devorados en 
fechas especiales. Tambi~n en la cultura occidental se reali=aron 
este tipo de ''prActicas''• ya que son mencionadas en el Antiguo y 
Nuevo Testamentos. Dada la prohibici6n del ingreso de mujeres a 
los coros, la Iglesia te:min& por &ustitutrlas en las voces de 
soprano y me~zosoprano por ni~os, y posteriormente por eunucos, 
mediante la castraci6n prepuberal d~ ni~os seleccionados por la 
tesitura de su voz, siendo •stos Symamente requeridos, llegAndose 
a solicitar de a,ooo a 5,000 anualmente, termir.3ndose esta 
costumbre con el papa Le~n XIII en 1878 (4,5 1 6)· 

Respecto del conocimiento del papel fisiol&gico de los test!culos 
en animales, no se tienen datos precisos, pero es de suponer que 
al menoi;. al final del Neol!tico (aproxi1t1adamente 7,000 A.C.) ya 
se conecta su importancia. ya que en esta ~poca fueron 
domesticadas algurias especie~ de mam!feros (7,. Es claro que en 
la cultura gr1~ga fueron tomados como objeto de estudio Y• p.ej., 
Aristeteles hizo una detallada descripcien de estos &rganos, 
incluyendo algu~a~ ilustraciones• Respecto de su pap~l 

fisiol6gico, se reconocieron cl~ramente los diferentes efectos de 
las castraciones pre y post-puberales tanto en animales como 
tiumanos. 

No obstante, Aristeteles realize una obser~aci&n que origin& 
debate que dure cerca de 2,000 a~os, ya que indic& que los 
testlculos no eran necesarios para que el animal fuera fértil, ya 
que observe que toros recién castrados ~ran capaces de fertilizar 
a vacas (8). Es hasta 1666 cuando Reignier de Graff, recopilando 
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informa.ci~n de la anatom!a te~ticular y despu~s de sus 
propias obiervaciones, establ~CP claramente la. eKist~ncia de 
tabulas s~mninlferos y define que la partp fert1lizant~ d~l semen 
es originada en dichos t6bulos (9), reafirmando los hall~z~os de 
Leuwentioel. er1 16&7, quie-n demostr6 la eKistenc1a de 
esperma.to::oidPS en el s•men {10)· 

~as tarde, en 1Sa9, Berthcld demostr& el papel endocrino del 
test!culo en sus •xperimento~ de autotransplante de testtculo en 
gallos, indicando la presencia de ~algo~ producido por el 
test!culo y quo:> actuabc> sol•re ot.r.z.s pa1 tes del cuerpo, cinc:uer1ta 
años ar.tes de que se .aci.tñaran }ds pal aL1'dS "lrormona" y 
"Ettdocrinolog!a .. (11)· 

En 1889 el fisitilogo franct!!s Srown-Séquard repol"ta que al haberse 
inyectado un extracto de te~t!culo de animales. habla 
experimentado un rejuvenecimiento ~n varios aspectos; estos 
reportes produjeron un gran impacto en el c~mpo ~e la Fi~ia:og!a 
y permitieron el terap~utica ~n ocasiones aprapjado, de 
extractos glandulares de tiroides Pn 1920• y de adrenales y 
g~nadas en la década de los cuarentas (12)· 

La utili~dci&n del microscopio y el desarrollo de técnicas cad~ 
ve: ~as adecuadas pard la obs~r~~~t6~ de l~~ células han dado 
como resultada una enorn1e cantida:i de estudios relacionado~ con 
estas 6rganos 1 permitiendo iniciar los coriocimientos "moderno-=" 
al respecto-

1.2. Aspectos morfal~91cos del test•culo· 

Los testlculos en la mayor!a de los mam!feros son f3cilmente 
vi~ible~ y ~u posici!n es, por lo ~eneral, en la regi6n inguinal, 
aunque en ocasiones suelen estar situados t1acia la ~orci&n 
posterior como •r• los cAnidos, o bier1 ser colgantes c~mo en los 
bovinos. Los test!culos s! se e11cue11tr·an cor1ter1id0!0: en las 
~olsa• escrotales, que son porciones de :a piel 
c~racterlsticas especiales y particulares de cada especie. 

En los primates, la llamada re9ie1) genital pu~de tener una 
pi~mentaci6n difer·ente a la del resto del cuerpo; el tama~o de 
loa te~t!culos es muy ~ariable y 110 p~r·ece gu~rdar relaci~n con 
t:-1 te:smaño del anitl'lal, pudifondose ob=ervar dentr·o de la misma 
ts~eci•. 1.fer2n=ia~ e~ ~l t~me~~ ~e esto~ erganos, dependiendo 
de la etapa de mad~re: de los i~dividuos y de la época de 
apa~eamiPnto, en les ar11mal2s c~n actividad estacional {9). 

El test!culD es un 6rgano que se desarrolla retrope~itcne~lmente 
en el abdomen, y que descierade 9rc-.dualmente a tr·.avt>s del cc11du,;to 
inguinal hacia el escroto, que es una bolsa eve:sginada de la piel 
y el tejido subcut&neo. La pared del escroto contier1e tam!:a!~n una 
d~l~ada capa de masculo liso t~nica dErto~ y ~1 m~sculo 

estriado o m~sculo cr~ma~t~r que corresponde a: masculo ir.terno 
obllc~o de l~ p~;ed abdo~1nal· Durante el desce~so d•l te$t!culo 
el perit..ont.-o cub1·e el inter·ior· dE.-1 -=sc,..·oto con el llamado proceso 
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vaginalis¡ en el te~tlculo adulto al remanente de esta porci~n se 
le llama t6nica vaginalis y por lo general pierde su coneKian con 
la cavidad peritoneal (13). 

El test!cula es poJ· lo general un cuerpo ovoide, liso. rodeado de 
una g:r-uesa capa o c!tpsula de teji.-lo conectivo, la tanica 
albugtnea; bajo el la, en algunas especies se encuentra ur1a teini ca 
vasculo5>a, que como su nombre lo indica, estA al tarnente 
vasculari:ada. La c&psula de tejido conectivo estA especialmente 
desarrollada en el lado ''interno" del test!culo en una regi&n 
•ienominad="\ .medic>stino, donde 1 .. odea al sisteri•a de conductos que 
comunican al testlcu!o con el ~pidldimo- Del mediastino parten 
septos en terma radial que dividen al par~nquima testicular en 
.. l!!lb•.1105"; estos elemento5 de to1·ma semipiramidal contienen a su 
v~z varios t~bulos semin!fero5 enrollados. los cijales van a 
termi11ar en una porciltn recta en una misma regi6n del test!culo 1 

uni~ndose con otros ~6bulos y formando el rete testis, el cual 
vier1e entonces a ser como una red de tubos m~s anchos donde 
desembocan los t&bulos seminLferos. Del rete testis parten de 10 
a 12 tubos o conductos eferentes que llevan los espermatozoides 
hacia el epid!dimo- En los lebulos y entre los tubos semin!feros 
se encuent1-a el llamado tejido intersticial, el cual estA formado 
de una extensa red de vasos capi la.res, tanto sangu!neos como 
linfAticos, y una serie de ac~mulos de células endocrinas 
llamadas i~ters~iciales o de Leydig, dispersas entre el tejido 
conectivo laxo• 

En los 6ltimo:. ZO años se ha producido una mar-cada expansien en 
nuestro~ conocimientos de la citolog!a t~sticular·, especialmente 
por la utili::acilrn d.; nuevas técnicas par·a la fijaci~n y la 
tir1c16n selectiva la micrcscopt~ de lu: 1 ast como por la 
disponiblidad del microscopio electr6nico que ha permitido 
halla=gos relevantes par-a el estudio de este 6rg~no• 

De la enorme canlidad d<:! informaci~~ exi~t~nte en este campo, se 
~ace tan solo un bre~e resumen de las c.araclertsticd• de les 
principales tipos celulares que estAn presentes en este &rgano-

TfJ.t.ulo Semir1t-fero. 

La maye!r p:"·:ipor-ci&r1 de células presentes los t~bulos 
semin1feros de un mam1fero adultc corresponde la l!nea 
germinol, er 1.1na variedad de tor-n.as celulare~ que d~terminan las 
1ifc.·c .~e~ ~~~p~s de la e~pe1·matog~nesis· Los estu¿io~ detallados 
.:..~ C.:<:!rmcnt (1>.1,1'5:;., e.o•• mi.ci J-SC,:q:.•!a. -:i<:> 1•-•= y de la cinética de lo 
e:perma.-:09i.'11esif de n11.1ct1.:H. es¡;.e-:.ies de m.:.m!.feros 1 han J.b11c.st:ra<lo 
una ~ecuenc1a ordenada de eventos en el desarrollo de los 
espermatozoides, la cual se car-acteri:za en cc:t.da especie por- la 
for•ma de iriic10 y el tiempo que se toma para complet.a1·se (15)· 

En un estudio detallado de la espermatogénesis humana, Clermont 
(14) ider1tific6 6 asociaciones celulares con las que se 
constituye el ''ciclo semin!fero humano", y mediante la in~eccci&n 
intratubular de 3H-timidi~a, demostr6 que el desarrollo de un 
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esper•atozoide a partir de PSpermatogonia toma 70~ ~ d!as, siendo 
~ste un proceso que puede ser dividido en 3 tase~: a) replicaci&n 
de las c~lulas troncales espermatogonia~, b) replicaciones 
mei6ticas. que incluyen a los espeNr1atocitos 1 y e) 
esper•iog~nesis 1 es decir, la compleja metamorfosis que llev~ de 
espermAtida t1a.,.ta espermato::oide-

Las espermatogonias se localizan en el t!ibulo semin!fero, siempre 
adyacentes a la •e•brana basal- Cler11iont ha descrito 3 tipos 
distintos, basAndose principalmente en las caracterfsticas 
tintor-ealefo de s.us n6cleos: espermatogonia A 1 la cual ~e divide a 
su vez en oscura (Ad) y clara (Ap), y espermato9oo~t B· El mismo 
autor sugiere (16) que la espermatogo~ia Ad la que al 
dividirse produc• a la Ap 1 la cual su ~enera la 
esper•atogonia 8 1 misma que tras varias divisiones, origina a los 
espermatocitos pri~arios preleptot~nicos. Se han localizado 
ac&mulos de espermatog:onias unidas ro•~ puer.tes intercelulares, lo 
qu~ sugiere que pu•den existir c~lulas progenitoras de reserva 
que no entra11 al ciclo normc.l del t~bulo seminlfero (17-20). 

Los t.osper-matocitos son c•lulas que entran a meiosis, 
considerAndos~ espermatocito primario a la célula aar1 diploide, y 
secundario a la haploide· Los ~spermatocitos primarios pierden el 
contacto con la membrana basal del tabulo y e~tr-an a la l~rga 
profase de la pri•era divisi&n mei8tica, caracterizada por una 
serie de caMbios cromattnicos, ampliamente estudiados (21 1 22)· 

Despu•s de completarse la primera divisi8n 111eietica se pasa 
inmediata.mente a la segunda, por lo que la existencia del 
espe.-..atocito 5ecundario es 1'1UY br~ve, dando paso rApidamente a 
las esper•Atides. Es de hacerse notar que los espermatocitos 
primarios son d• las célul~s mAs grandes encontradas a nivel 
tubul•r, •ientras que como se ha mencionado, los espermatocitos 
secund•rios son euy poco frecuentes (23)-

Las esperfi'Atides llevan a cabo de las mAs notables 
transformaciones celulares conocidas. ya que partiendo de una 
célula •ttpica•. s~ lle9a a la diferenciacien y especializacien 
funcionales del espermatozoide, sin requerir nuevas divisiones 
celulares- Todos los ca•bios son continuos y coordinados, 
identiticAnd~s-e nu•erosas fases en las que se muest~an etapas 
como c.-bios de forma y tamaño del n6.cleo, desarrollo del" 
acrosoma 1 for•aci&n y crecimiento del flagelo y redistr·ibuci&n y 
p~rdid• final del citoplasma (24)• Esta transformaci6.n o 
esper.io51•nl!'sis ocurre hacia la lu;: del t6bulo seminl fer·o. por 
donde son t:-ans-portados los espermato::oides ya formados, aunque 
inm&viles e incapaci~ados para fecundar. 

En los t~ulos se111intferos se encuentrar. a.dem&s de la.s c~lulas de 
l• lln•• 9erminal l•s células de Sertoli (25), las cuales s~ 
extienden d•sde la merabrar1a basal del tabulo hasta la lu= del 
~ismo; una •arcada caracter!stica de esta estirpe celular son las 
prolong•ciones citopla5m&ticas con las que rodean a tcdds y cad? 
una de l•s c•lul~• de la llnea g•r•inal (@spe~matogonias en la 
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bas~, espermatocilos en la regi&n media y las diferentes etapas 
de dife~enciaci&n de las espermAtid~s en l~ regi&r1 apical)· 

L~ microscopia electr&nica ha demostrado que, no obstante rodear 
a las c~lulas de la linea germinal, existe un espacio entre a~bas 
estir·pes, fAcilmente observable en la por·ci611 basal (20-25 nm). 
El n6cleo de las c~lulas de Sertoli presenta un surco y su 
posici&n no es fija, modificAndose por efecto de los cambios en 
la linea gerr.i.inal. La mayor proporcien de los orgarielos se 
encuentra en la regi6n perinuclear, con mitocondrias usualmente 
ovoides, ret!culo endoplAsmico rugoso muy abundante y un complejo 
de Golgi bien de~arrollado; tambj~n se encue1ltran cuerpos 
lisosomales, autofAgi cos y mul ti ~-es icula1~es (26,27). 

Otra marcada especiali~aci&n de las células de Se~toli es la 
foNnacit.n de uniones intercelular·es eo las superficies laterales 
de c~lulas vecinas, las cuales constan de pequeKas uniones 
estrechas, ciste1-nas del rettculo endoplAsmico liso en 
superficies par-alelas a la memlira11a celular, y obl1teraci6n de 
los espacios intecelulares por muchos puntos de fusi6n (28-30)· 
Toda esta barrera limita el libre paso de mol~culas p~r el 
espacio tubular al resto del test!culo y viceversa, formando la 
lldmada ''barrera hemato-te~ticular", que e~ constantemente 
reformada detidc a la m1graci6n de las ctlulas germinales hacia 
la lu~ del t6bulo (31-33)· 

Tejido Peritubular• 

La "!Amina propia'' que rodea al tdbulo es la responsable de la 
actividad contrActil de ~ste (34-3&). L3 pared tubular se inicia 
con una lAmina ba!.al estrechamente unida a la super'ficie basal de 
las c~lulas de Sertoli y s&lo en contacte con las 
espermatogonias¡ esta capa estA seguida de otras capas delgadas 
de c~lulas musculares o ''c~lulas mio1des", con gran cantidad de 
sustancias elAsticas (37,38). Aunque estas células estAn 
estrechamente superpuestas dejando poco espacio intercelular, 
participan en la llamada barrera hemato-testicular. 

Tejido intersticial· 

Las asas y enrollamientas de los t~bulos semin!feros est&n 
sostenidos por- un tejido conectivo laxo ricamente suplementado 
con vasos sangulneos y linfAticos, ademAs de fibroblastos, 
macr!f~gos y algunos nervios s:n mi~!ina, ademAs de ~rupas de las 
Jlarnad~s c~lulas de Leydi~ (39), las cuales son c~l~l3s grande~ 
dt! unos 2(•-31.) JL'" de d1Ametro 1 con u1·, '"~e leo redor.do que se ti~e 
p~lidamente, 1 & 2 nucleolos, en ocasiones binucleadas, 
citoplasma vacualado por ves!culas de l!pidos; en la 
perif~rica se observa una gran cantidad de ves!culas y cisternas 
de rettculo endoplAsmico lisa, y mitocondrias. En el testtculo 
humano se encuentran los llamados ''cristales de Reinkeh, cuya 
estructura y f~nci~n son a6n objeto de estudio (40-43). 
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1.3. Aspectos fisiol6gicos del trst!culo-

El control de la func1&n testicular en el adulto estA compuesto 
de ele.aentos intra y er.tratesticulares .. L.., hormona luteini:.::inte 
(LH) y la hormor1a estimulante del fol!culo (FSH) producidas por 
la hip&fisis anterior regulan la funci6n de los t6bulos 
semin!feros y las células de Leydi~· 

La secreci&n de la FSH y la LH Cgonadotropinas~ re~ulddd por 
el hipotAlamo por medio d~ una hormon~ pept!dica denom~nada 
hormona liberadora dt!' las gonadotrop1na!> (Gr.RH)· El GnP.:H lle9a a 
la adenohip&fisis en la sa~gre circulante de lo~ c~~1lares y 
v~nul..,~ del sistema porta hipotaJAmico-hipofisiario, y se une a 
los gonadotropos, lo que induce la s!r1tesis y la secrecien de las 
!;Jonadot rop :a. nas. 

Por otra parte, los esteroides producidos por la~ células de 
Leydig y factor•s no esteroideos dél tabulo seminlfero modulan 
las concentraciones perif~ricas de las gonadotropinas por su 
interacci6n en un centro d~ co~tral dnt~rior, el hipotAlamo. 
Los principales elementos de control de la fi,iologla testi¿ular 
se muestran en la f19ura 1-1· 

Regulaci8n de la funciftn de la celu1a de Leydig• 

La LH se une a las c~lulas de Leydi~. y la uni6r1 es mediada por 
protelnas de alta afinidad y especificidad (44). Estas protelnas 
receptoras, ya que se han unido a la LH son capaces de 
increm~ntar la actividad de la adenilatociclasa membrana!. 
habiendo por consecuencia, un aumento en la concentraci6n 
intracelular- dél ::P,S'-riboadenosilmonofosfato (A.,Pc) (<15). 

El AMPc as! formado se la por-cio!r.n reguladora de 
protetncinasa, locali=ada en el citoplasma, formando 
holoen:ima que es capa: de activar sustratos pr~teicos (46). 

Son varios los cambios producidos en las células de Leydig por 
efecto de la HL, como la movili:aci~n del i~n calcio intracelular 
con el. correspondiente hinchamiento de las mito:::ondr-ia.s y el 
incremento de la conversi~n de colesterol (Col) a preg~enolona 
(Preg), un precursor de la b1os!ntesis de testolerona (T), a 
trav~s d~ los si~t~m~s Pn~i~~t!cos colesterol-e~teras~ y enzima~ 

Que rompen la c~dena 12t€ral del ~ol (47,~2)· TamLien 
inc1·ementa la entrada de Col las ffi~~o:andri•s, )onde las 
reacciones antes m~ncionadas se r-e~li::can. A!:>!. 1 el }.-'r111cipc1l 
efecto de la LH es incrementar- la disponibilid•d de precursores 
de la esteroidog~nesis, acelerando el metabolismo del Col (dq). 

De la ~élula de Leydig salen una gra~ variedad de ester~ides, 
ir1cluyendo la T, la 17 -hidroxiprogesterona (17-0HProg-), y 
t!Stradiol (E). Er1 hombres tnadur-os normales 1 se ¡:-roduc.en alrededor 
j~ 7 ~g diario5 d~ T, y primordialmente ori~inada en !35 
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célul~s de L~ydig, en contraste con l~ ~ujer, en donde la 
cantidad de T producida es si'liifrdfitativamente menoP (Q.35 
m'lld!a), y alrededor- de ta mitad de tal concer1tr-acien 5e debe a 
la tr·ansfo1•macibn per·iférica de precur-sores o:;.ecretados paf' la 
gl&ndol• sup1 arrenal, principalmente androstendiondl (A). 

En los ho~b~es, la mayoPla de la T viaja por el organi~mo unida 
en equilibrio • la 9lobulína transport•dora d~ hormonas sexuales 
(TeBG), existiendo l• id•• de que 6610 1• T libr• es la que •stA 
eh dispo~icj6n para ta interaccien celular, y para •anife•t•r su 
actividad androg-~nica (50), incluyendo su papel ínhibtdor de ta 
sec.reci6n de LH· Aunque la concentrecian plasmAtica de T tot~l es 
un buen reflejo d• la tunci~n de la c~lula de Leydig, en algunos 
c:asos puede d•r un• im,•rf!si6n equivocada de la disponiblidad 
bio16~ica de T, y d• sus manifest•cion~s androg•nica, haciendo 
que la producciln he~·Atic.<!'l de TeBG sea c.an •odulador de dichi\ 
actividad (51)· 

AdemAs, los ••tr&gerios incrementatl los nfveies de TeBG 9 mientras 
que la T h•c:• dis•inc.air- su conceootraci6n,. proponiéndose que la 
f"tc<laci 6n entf"e andr&genos y estrftg.enos deter.tina la produccil!n 
hepAtic:a de ta TeBG-

S61o un tercio de la p1"'oducci6n diaria de estr6genos es generada 
en el testlc:ulo, y existe controversia sobre el origen de los 
estr&genos testicul•res, sobretodo de le partic:ipaci&n d• las 
ct-lula'i de S•r·toli, •u.nque se ha demostrado la existencia de los 
sistemas •n::.im6ticos deo ill .. omatizaci6n capaces d• t.ran$formar T en 
E (52) 9 aunque •xi5t.f!l'"I dudas consider-ables de que este- meca1'liSll'lo 
sea capaz d• generar cantidades impor-tantes de E en el test!culo· 

Otr-•s hor•ooas d• naturale;::.a proteic• par-ecer1 est.::o.·· relacionadas 
con la funci&n de 1• c•lula de Leydi~; asl 9 hay evidencias de que 
la FSH pueda influir en la funcibn de estas c~lulas en el conejo 
(53)• •n la rata inmadura (54), y •n hombres hipogon•dotr&picos 
(SS). La FSH incre~enta 1~ •~timolaci6n de la esteroidog•nesis 
inducida por la LH 9 y aunque no se t.a demostr•do la uni&n de FSH 
a la célul• d• Leydig, se habla de una mediacien de esta hor•ona 
por el incre8ento de los receptores ~ LH. 

E>dste una considerable controversia acerca del papel que pueda 
tener la J:>r·olactina (PRL) en la fun~i!n testicular (Z6)• La 
mayorla de las e~idencias de que la FRL puede actuar en el tejido 
testicular. 'den~ de- investigaciones. en roedores (57) .. La PRL 
iocf"ementa la producci&n de T induci.Ja por HL, facilita..f'1•:So la 
transformaci&n de Col a Preg en r~tas sexualmente inmaduras. S& 
ha de.nostr-.;.do la uni6n de PP.L a las células de Leydig (58)· · 

El papel de la PRL es en cierta form? contradic:to~io, ya que si 
bien se detectan incrementos de T después de elevaciones 
ind1..1.cida"S de P~L (59), cifras altas de f'RL par-ecen inhibir la 
bioslntesis de andr&genos (60-62) • 
~~gulacitn de l~ funciOn del tabulo se~intfero. 
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Se ha demostrado que de todos los elementos celulares que 
componen ~l t~bulo seminlfero, s6lo las c~lulas de Sertoli tienen 
receptores p•ra FSH, y no e~:isten evidencias de que la LH pueda 
intel"'actuar directamente con éstas. De acuerdo al modelo de 
mecanismo de acci6n de t.ormonas proteicas., la FSH estimula a la 
adenilatocicl•sa de las c~lulas de Sertoli, incrementando los 
niveles de At1Pc, el cual activa a la subunidad reguladora de una 
protelncinasa citoplasmAtica, tal ya se ha mencionado 
anterior9ent•• 

Una de la~ principales acciones de la FSH es estimular la 
s!ntesis de protelnas (63) 1 habiéndose demostrado la 
incorporaci6n de acwinoAcidos marcados rddiactivamer1te Jespués de 
la exposici&n de las célul•s de Sertoli de ratas inmaduras a FSH 
en condiciones experimentales, tanto in vivo como in vitro. La 
FSH incre•enta la producci6n de cuando ~enos 4 protelnas 
especificas (64)• incluyendo la protelna unidora de andr6genos 
(ABP) y •l •ctivador de plas•in6geno (65), siendo ambas 
secret•d•s al fluido tubular· Las otras 2 protelnas cuya slnt•sis 
estA. regulada por FSH no sahm de la ctilula de Sertol i y sont un 
inhibidor de la protelncinasa citoplasmatica y la 
glutami l transpeptidasa (66), habt•r1dose usado esta ftl tima como 
marcador citoqulmico de este tipo celular. 

La producci6n de ABP estA bien c•racterizada en ratas inmaduras 
(67), y aunque hubo ciertas dificultades metodol6gicas para 
detef""IPinar su existencia en humano~ (68) 1 hay evidencias de que 
tiene •ayor afinidad en la uni6n de andr6g¡enos que la TeBG de 
plas•• sangulneo (69)· 

Hasta la fecha s&lo se ha demostrado actividad de la FSH en 
testlculos de ratas sexualmente inmaduras, y pequeña 
estiaulact6n de slntesis de A"Pc o ABP en animales ~•duros, en 
funci6n de que la celula de Sertoli se hace refractaria a la FSH 
a los 25 dlas de edad en la rata, aunque la hipof isectomla puede 
restaurar la sensibilidad de la célula de Sertol i en iani111ales 
maduros (64). · 

La ptrdida de respuesta en la rata adulta parece deberse a un 
defecto en la producci6n de AHPc, secundario al incremento en la 
activid•d de la fosfodiesterasa, y no a una disminucian de los 
receptores, ya que el n6mero de éstos se incrementa con la edad· 
AdemAs de influir en la slntesis proteica, la FSH puede actuar 
sobre el cito~squeleto de la célula de Sertoli, y sobre la 
distribuci&n intracalu!dr del i&n calcio, por le estimulaci&n de 
slntesis de protetnas reguladoras dependientes de calci~¡ estas 
protelnas reguladoras modulan el sistema de la adenilatociclasa a 
través de la fosfodiesterasa, y alteran la secreci6n y •ovilidad 
celulares por reacomodo de microfilamentos (70)· 

El potencial esteroidogénico de los tabulas semínlferos ha 
des•tado considerable controversia. Se sabe que las rata5 de 10 
dlas de edad pueden transformar A en T cuando son estimuladas con 
FSH (71), pero no existe formaci&n de T cuando se añade Col. 
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Aufl~ue se ha demostrado la ~xistencia de los sisten•as en~imAticos 
de aromati~aci~n para t~ansformdr ~ a E en c~lulas de Sertoli de 
ratas inmaduras, no se sabe ~u• papel puede tener la cantidad de 
E producido en los t&bulos semin!feros, ya que las células de 
Sertoli de ratas adultas no manifiestan un inc1~em~nto en la 
bios!ntesis de esteroides al ser estimuladas con FSH. 
Aparentement~, el papel de las células de Sertoli en el control 
de la esteroidogénesis parece estar liMitado la etapa del 
desarrollo del test!culo inmaduro. 

El control endocrino de la espermatog~nesis es un proceso 
complejo que r~quiere de la presencia de FSH y de altos niveles 
intratesticul•res de T. No ob~tante e~istir estudios en hombres y 
roedores (72-74)• cor1tin6an las discusion•s sobre la distribuci8n 
relativa de FSH y Ten el cont1~01 esperm•tog~nico. 

Se ha presentado alguna evidencia de que et• r-atas inmad•..lra.s e 
hipofis•cto•izadas la T por sl Mis~• podrla iniciar la 
espeNmatog!nesis y q•.Je la FSH 6nica111ente serla requerida para las 
etapas finalPs (75)· Algunos estudios en muchachos con pubertad 
preco: causada por tumores testiculares de c~lul~s intersticiales 
refuerzan el concepto de que los altos nivel~s intratesticuler~s 
de T son necesarios para el inicio de la espermatogbnesis, ya que 
los t6bulos ady•centes al tumor andr&geno-productor entran en 
madur-aci6r1 germinal 1 mientras que e! testtculo contralateral 
per•anece sin estimularse, a6n a pesar de los altos niveles de 
andr&~enos cirulantes. 

Al contrario de lo que ocurre en la rata, la inyeccí!n de T a 
humanos no induce la espermatog~nesis (76). Sin embar~o 1 la 
administraci&n de gonadotrcpina cori&nica humana (hCG) estimula 
l& produccien de T intratesticular y posteriormente la 
espeNn•tog~r1esis .. En ausencia de la FSH 1 la madur·aci.i!n del 
epitelio germin•l no va mAs allA del estado de espermAtide, tanto 
en el humano como en la rata. 

Regulaci&n de l•s gonadotropinas. 

Co•o ya se ha puesto en 
hipofisiarias son principalmente 
que modulan la actividad de la 
l!gico pensar que ~Stas deban ser 
respuesta testicular. 

evidencia, las gonadotropinas 
lY~ factores extratesticulares 
genada, y por lo tanto, resulta 

reguladas su ve:, por la 

Existen abundante• evidencias de que varios esteroides sexuales 
son capaces de modificar las concentraciones periféricas de FSH y 
LH (77-79)· Los primeros estudios mostraban que la T era el 
principal regulador- de la secreci&n de HL 1 mientras que el E lo 

para FSH (80)· Otro• estudios demostraron que la T es 
precu~sor del E, por lo que del 66 al 75% de la produccien diaria 
de E en el hombre proviene de la transtormaci&n perif~rica de T a 
E <81>. 
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Estudios •As recientes han demostrado que los andre~enos y los 
estr6~enos tienen diferente papel en ol control de las 
gonadotropinas (82,83). Cuando se in)'ecta T a hombr·es normales en 
dosis fisiol&~icas, las concent1·aciones de LH y FSH 
igu•lmente ~uprimidas (84)• La administraci&n de E a niveles que 
son alcan:ados en la transformaci6n periférica de concentraciones 
noNnales de T, produce ur.a inhibici6n de FSH semejante a la 
producida por T en coucentracilin noNl'lal, pero s6lo el 60~ d@ la 
i11hibici6n de LH producida por- la. T. 

Existen aparentemente otros sisle~as de regulaci&n de la 
secreciln de las gonadotropinas, y para explicar la elevaci6n de 
la FSH y no de l• LH después de la disminuci6n de las c~lulas 
g:ert1inales· En 1932 se hipotetiz& (85) que los tebulos 
seain!feros pueden producir una sustancia c•paz de lograr una 
supresi6n selectiv• de FSH• a la que se ll•mA inhibin•• En la 
61tiaa d~cada. varios laboratorio5 han comprobado dicha 
hipatesi•• y recientemente se ha propuesto que la inhibina es un 
facto~ proteico (Pf1 5-7.ooo). habi•ndose encontr•do un factor 
5emejante en el fluldo folicular de ovarios (86). 

En el testlculo se ha situado • la c•lula de Sertoli como el 
sitio .,.As probable de stntesis de inhibir1a¡ utili:::ando cocultivos 
de c•lulas hipofisiarias y c•tula5 de Sertoli, se han visto 
disminuidas las concentraciones de FSH en el medio, y ade•As, se 
ha. inhibido la respuest·a hormona liberadora de hoN11ona 
luteinizante (GnRH) (87,SS)• 

Aunque el eje hipotAlamo-hip6fisis-testlculo ha sido tomado como 
el camino principal de control endocrino, estudios recientes 
apor-tan interesantes evidencias sobre la e.xistencia de una 
interacciAn intratesticular entre c•lulas de Leydig y Sertoli 
(89)· ~ediant• estudios in vitre se demostre que las células de 
Sertoli son capaces de trar1sfor••r andr69enos en estregenos, en 
ausencia de ctlulas de Leydig (52). En ratas, los estr6genos son 
capaces de inhibir l• s!ntesis de T independientemente de la 
supresiAn a nivel hipotalAmico-hipofisiario de LH, habiéndose 
pensadc-que dicho efecto se realiza por m~dio d• una dis~inuci8n 
a nivel de los receptores para LH en ctlulas de Leydig, as! como 
l• inhibici6n de los sistee•s en:::i111Aticos de la 17 -hidroxilasa, 
y la 17-20 de~•olasa (SB)· 

Efecto5 se~eJantes han podido ser demostrados 
carcinoaa prost&tico tratados con estregenos 
donde la concentrAcien de T es suprimida hasta 
niveles ~ormales pretratamiento, y sin supresi6n 
LH. 

en pacientes con 
sintéticas (90), 

un 20S de los 
significativa de 

Como se puede observar, un posible candidato como regulador entre 
c~lulas de Leydig y Sertoli es el E (91), ya que las c~lulas de 
Leydig de rata han mostrado la posibilidad de poseer un receptor 
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para estregenos y ninguno para andregenos (92). Estos datos 
sugier•n l• presencia de ~n sistema regul~dor por 
reti·oalimentacien paracrino intratesticular donde, los andreger1os 
de las céliJlas de Leydig transfor.-ados en estregenos en las 
c~lulas de Sertoli, re~resando por difusi&n "al tejido 
intersticial, regul•ndo vez l~ funcien de las c~lulas de 
Leydig. 

1.a. Esteroidog•nesis testicular. 

Se han hecho algunas revisiones en las que se detallan los p•sos 
y correl•cion•s •etabAlicas que ocurren durante la bioslnt•si5 de 
los esteroid•• testiculares (93-97)• 

No obstante el conocimiento de que el testlculo tiene 2 
co•p•rti•ientos distintos y que ellos estAn formados por 
diferentes ••tirpes celul•res, silo se han realizado algunos 
estudios referentes a l• esteroidogfnesis en los compartimientos 
•islados de eni••l•• •dultos nor•ales. debido a las dificultades 
que se pre~entan dur•nte el aisl•~iento celular. De cualquier 
forma, ha qu•d•do est•blecido que la esteroidog~nesis d• novo 
ocurre sola•ente en la llamada fracciftn intersticial, con ta 
posibilidad de que •l coeparti•iento tubular modifique lo• 
productos de la pri••ra (97). 

La esteroido~•nesis t•sticular ha sido a•plia y profunda~•nte 
estudiada en el sentido de encontrar ca~inos o rut•s 
predo~inantes que se fol"man durant• la bioslntesis de las 
hormonas caracterlsticas del 6rgano 1 llegAndose a tener una gran 
cantidad de datos acerca de los compuestos intermediarios y 
sistemas enziaAticos involucrados en sus transformaciones, p•ro 
la velocidad de las reaccione~ enzimAticas in vivo es dependiente 
de la presencia de los su•tratos adecuados, de cotactores y de 
condiciones intracelulares especificas. 

Es en este sentido i~portante señalar que ~uchas observ•cion•• 
del metabolis1no esteroi.dog•nico t1an sido re-alizadas utiliz•ndo 
compuestos ~arcados con radioisltopos, estimando la radiactividad 
en intermediarios y productos finales despu6s de incubar con 
precursores radi~ctivos, obteniendo as! informaci~n sobre las 
diferentes rutas utili=adas para ll~;ar a les productos f i1)al•~· 

Los datos de incorporacien de radiactividad en dichos 
e~perimentos dan selo una impresi6n de las velocidades de 
transfor•a.cien de un sustrato agregado, en el me,;ior de los casos 
en condiciones de •stado estacionario (steady state) par• un 
sistema enzimlitico dado e infor19aci&n acerca de la contribucien 
cu•ntitativa de determinada v!a de transtormaciftn in vivo, ya qu• 
no se puede evaluar el ~ovimi~nto y transformaciones de los 
esteroides endftgenos no radiactivos• 
Muy recientemente se ha •anifestado un punto de vista difer•nte a 
la evaluaciftn del proceso de la esteroidog•ne5is C~S), el cual 
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implica que las t1ormonas esteroides t-iotransft>r·md('ips ,;-n 
"hoJ"inonada~., o unidade~ d1:> tr.;;nsfwr·maci~n en d~r,de, en forma 
organi:=ada 1 se 1T1odifica. •.H1 ~~rec:•...1rsor h.;.~td IJPf"•to-r;ar •.Jne hor-mona 
final, sin que e:-te com; .. .Jesto inter-mediarios puedan 
separars• de la hormonp·ja; c:omo ejem~lo se tendrfd la 
ti-ar.storrnaci&n del sustrato Col ,;:. Preg en una hormor.a.da ~·resente 

en la mitocondria, y serlan :iberados los compuestos 
intermediario~ como ~O -h1droY.icolesterol, ~2-h1dro~1colesterol o 
20 ,22-dihidroxicole!terol · La hormon.:ad'°' cor1ter.dr!a en "'ste e.aso, 
la~ actividades •nz1mAt1ca~ y/o las en:imas que las llevan a 
caLo• ~e m.:f'lE-ra semejante, pueder. e"~'ll.c.arse las ti .:.r,sformacione; 
de Preg a de=.o>.icor-ticoo;.tero•1a 1 de e'ita a ald.oste1or:a 1 o bien, -:fe 
Prrg a. T y de andr6ge11os r:-. estr&ge11os. 

El slgnificado cua11titativo d~ 1.s producci&r, de esteroides 
~nd!~enos s&lo podrl ser establecido cuando se cono:can las 
cor.cer,tracior1e'S end~genas y el tamar.o 1-elativo de las po::as 
aaeta.b61icas de las ~u~tancias 1nte1-med.iarias de las rutas 
biosjntéticas y la'S •odif1cac:io11es de estas po:as bajo 
c~~dic1onrs fi~lal6g1cas y eKperi~entales (Q7)· Paje estos 
aspectos, el significado biol!gico de lc5 esteroides producidos 
dependerA entonces de ~uchos factores; algunos s~rAn inherentes a 
la~ actividades biol&gic:as conocidas del esteroide en particular. 
y otros pudieran estar en relaci6n a su papel de intermediario o 
bi•n dr la cantidad qur se acu~ule de ~l en un momento dado, o de 
la velocidad que fuera secretado a los siste~as de transporte 
(sangrr 1 linfa, llquido seminal), o a la t~an5ferencia a otros 
tiro~ celulares, o a611 incluso a la combinac16n de 2: ! mAs de 
estas v•r1ables. 

Rutas esteroidog~nicas. 

El esquema cualitativo de la producc:i&n de esteroides precursores 
e intermediarios, as! como de las hormonas en el testlculo humano 
o de otro~ mam!fer·os es semejante a los correspondi•ntes a otros 
tejidos rstp~oido~•nitos como el ovario, las 9l&ndula~ adrenales 
y la plac•nta (99} 1 en los cuales el Col es el precursor 
obligado, que sera transformado intra•itocondrialmente en otros 
•steroides, siguiendo diferent~~ caminos• 

Por s.er·· Preg el pr1111er esteroi-:te, }' apa:-e11tcn1entt: S-L' slntesis muy 
~e~ejante en todos los !rgancs esteroido~~n1cos 1 resulta 
import•nte conocer este pr1mer· paso-

lra1.=.formacie.¡, de- Col a Freos;-

Los prim~ros experimentos con Col }' a.ce tato rl\arcados 
radiactiva.mente mostraron que el Col precur-sor de la 
estero1dog•n•s1s, y e~ principalmente sinteti:ado en el mismo 
testlculo a parti~ de acetato (100) 1 en lugar de ser obtenido de 
Col circulante- La bios!ntesis testicular del Col ocur~~ en el 
ret!culo endopl&smico de la~ ctlulas del compa~timiento 
inter--sticial involucra la e>:istencia de iutermedierios 
•t!picos"' 1 lo el mevalonato (101) 1 escualeno (102} y 
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lanosterol (103). 

No se e~t& se~uro aan de que el Col requerido para la 
esteroido~~nesi5 testicular sea almacenado en ~l test!culo como 
tal o en -=u for-•a deo tos ter sulfato (Col-5). El GIS~ a ml.s del Col 
e1. el test!culo humano se encuentra en forma no e~teriticada 
(104), y el Col r·eci~n sinteti:ado se mezcla con esta po:a de Col 
libre (10'5). 

No obstante., algunos autores señalan que la s!.ntesi!: de T 
requiere de la hidr&l1~is de Col-S bajo la 1nfluencia de LH; a 
este respecto, es i~portante se~?l~r algu11a5 diferencias 
encont1ada; entre especies, ya qué.' e11 el test!culo del ratl.11, del 
10 al 40% d~l Col totol se enc•Jentra como Col-5 (106,107), 
mientras que en la rata s&!o aparece del 2 al 5% como tal (105)· 
Esto pudiera se~alar diferentes rutas preferencial es 
diferencids en las velocidades de trans~ormacien en:imAtlca-

Los productos de los pasos en:in1Aticos ocurridos en la remoci!n 
de la cadena l•teral del Col han podido ser aislados de la 
fr~cci6r1 mitocondrial de ctlulas de Leydig (109), as! como 
tambi~n de fracci!n mitocondri~l testicular cruda total (109)­
Esta actividad estA probablemente localizada la membrana 
interna de la mitoco11dri.:s. (110,111), requt1~iendo la 'forma 
reducida del monotostato de nicotaminadenindinucle~tidofosfato 
(NADPH), o><l']eno molecular y un sist~m.a de citocromo fl450, una 
flavoprotelna y una pr·otelna con hierro no h~n.ica para la 
reacciones de hidro~ilaci!n involucradas en la remoci6n de la 
cadena lateral del Col-

Bajo el punto de vista de Lieberman (98), estas mol~culas 
estar!an reunidas hermanada, a~regAr.dose las enzimas 
r•qu•rid•s para ll•V•r a C•bo la !.ra11s.for.naci&n- Después de los 
pasos de hidro~ilaci6n d•l Col, la producci6n de Preg y ald•hido 
isoc•proico s• ha establecido en condiciones in vitre (112,113), 
sobretodo en glAndulas adrenales o tracciones ~itocondriales de 
las •is•as (114 1 115), p•ro la naturaleza eK•cta de esta 
transformaci6n en el testtculo no es tan clara, ya que se har1 
aislado otros posibles intermediarios, como son 20,22-colest•1~01 
y 20,22-epoxicolesterol (116,117)-

Se ha propuesto que el pa~o limitante de la reacci&n Col a Preg 
es la velocidad d• asociaci&n del Col con el sistema d• ruptura 
dependiente de citocromo P450, t!l cual esta controlado por el 
metabolis•o del c•lcio intr• y extramitocondrial, afectado a su 
vez por las hormonas hipotisiarias (116), aunado a cambios en la 
estructura misma de la~ mitocondrias (119)-

Transformací6n de Preg a T. 

En vista de que es bien conocido que T es el principal producto 
hormonal de los test!culos, este aspecto ha sido ampliamente 
estudiado por numerosos grupos de investi9adores (120-127)• Como 
resultado de sus investigaciones, se dan como establecidos 2 



- 14 -

posibles caminos de biatranstormaci&n: el llamado camino de las 
65, que incluye compuestos int.ermediari o$ de la serie AS-32-
hidroxi (Preg, 17 -hidro~ipregnenolona (17-0HPreg), 
det1idroepiandrosteror1a (DHEA) 1 A y T); y el llamado de los <04 1 

formado por P1·e9 1 Prog, 17-0HProg, A y T, de los cuales todos 
~enos Preg, tienen estructura ~~-3-cetona en el anillo A (Figura 
1·2) .. 

Se han propuesto una gran cantidad de variante-.. a estas rutas; 
entre las que ~As se mencionan se encuentran la de los esteroides 
sulfoconjugedos, la que ser!a semejante al camino de los .65, pero 
con los esteroides sulfoesterificado!> en posici&n 36 (128 1 12Q) .. 

La~ rut•~ planteadas son posibles, al menos cualitativamente, en 
los testlculos de la mayorla de los mamtferos.. La prioridad de 
del.erminada 1·uta dependerA do! la especie, de la edad, de la 
estacionalidad reproductiva e incluso de los ritmos circadianos, 
ademAs de otros factores a6n no cla1·a~ente definidos. 

Los estudios el testlculo humano indican que existe una 
preferenc.ia por el camino de lo~ 65 en la vida fetal, mientras 
_que la ruta.o .J es pref~r-ida en el adulto (130-133), mientras que 
en la rata se piensa que s~lo se utili=.a !a vl3 dt: losó, 4 (127) .. 
Otros autores han encontrado que en ratas inmaduras ~e producen 
-.As 5 -androstandiol y A que T (134); algo semejante se ha 
rno~trado con respecto deo l• :-C-hidroxitestosterona (135)• En el 
testlculo de cerdo, o!n cambio, la producciftr1 de esteroidesá16 es 
tan im~·ortante'" co•o la dt: la misma T ( 136-138) .. 

Respecto a la locali:aci6n de las actividades en:imAticas que 
transfoNnan la Preg hasta T, se ha encontrado que s~lo en el 
co•parti•iento intersticial se sintetiza T a partir de Preg, 
respond1endo &de•A~ a las cantidades fisiol&gicas de LH, como ya 
se ha ~encionado anteriormente• Del compartimiento intersticial, 
s&lo la~ c•!ulas de Leydi~ parecen tener actividad 
esteroidogtnica (139) 9 y dent~o de esta estirpe celular, la 
transfor .. ci&n de Preg T parece ocurrir el rettculo 
endoplAsmico liso (140)· 

1 .. 5 .. ~ad•lo• in ~itro de rstudio de la resulaci6n de la 
esteroidog~nesis· 

Para conocer la respuesta especifica a la presencia de un• 
hormona por algunA deteNllinada estirpe celular, un ~odelo 
e~perime~tal ~til serla aquél que permitiera evaluar la actividad 
de 1• horeona. en forma aislada de otros factores que pudieran 
estar presentes en el tejido; esto ha llevado tener la 
necesidad de tratar de aislar y/o purificar la$ diversas estirpes 
celulares que forman un 6r-~ano. 

Para obtener a las estirpes celulares con un ~rada confiable de 



BIOSINTESIS DE ANOROGENOS 

.. ~··-.A 
- POIOGOTERONA 

4 4~ 
JT...()H i-MGNDIOLOIU rr-OH ~ 

-4 
NIDtOS TE:NDIOllA 

-º~ 
AMDROSTE:NDCOL TESTOSTERONA 

Fisi.:.ra 1.2. :.::?.s !"le:.~as s:-ue:sil.S i=dic:= la via p:-efere::te 
de tra:is.C~a:i6n para los estcroid~s en el. 
t:estleulo. 
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~u1·e=a 1 necesario recurrir procedi~!enlos m~cAnicos ¡~o 
~n=iw~ti:os p~ra la separ3ci&n telular, seg~idos de gradientes de 
dens.ijcJ.ú po.1··"' !a pu1'if'ic.;.i.t:"i&n .J al rre11os el enriquecimi~ntc de 
las f1~0.ccio11e5 celulares (141-1<1.J). 

?~•.:s el t:"11ri•.¡uec:imic11to dt' t~s f•'i"IC..:io11e;; celulare~ se l1a1 
prohadc varios m~todos, entre los 4~e se enc~enlran la separaci~'' 
a trav~s de gradientes ¿e Metri:amida, Percollo FicoJl. Si a 
estas fracciones le~ da un tratamiento po~ elutriaci&n. se 
increm•ntan los porcentaje~ de pure~~ y viabilidad celul~r 
d~seadas {1~5,146). 

[st~ mode:~ e::periment~l implica que, a~emAs de aislar las 
estirpe5 celulares, éstas pudier~n m?1ltenerse e11 condicione5 
adec.•.iad~~ para res~·onder a algur1as ¡;·.·uet•as o retos, pudier.do 
evalua1·se las re~p•Je~ta.s celula;·es '1ur-ci.nte per!odcs de hasta 48 
ho1·as b~Jo situ~ciones fupcionales ad~cuadas. 

Culti~os primarios. 

los culti~os p~imarios juegan un papel fundamental en el estudie 
de la fisiolog!a y mar:olog!a celul~res. Hist6ricamente, la 
endocrinolog!a celular se origine a partir de int~ntos para 
desar~oll~r lineas celular·es cultivadas, funcionalmente 
difer·enciadas, particularmente derivadas del sistema endocri'f10 
(147) .. Estos estudios han permitido, entre otras cosas, definir y 
clasificar t101~monas, factores de crecimiento y ¡,:.1-ostaglandir1a:o, 
•sl c~mo mensajeros endocrinos definidos .. 

Despu~s de que una poblaci&n es aislada, necesario 
proporcionarle los medios que optimicen su funcionamiento, los 
cuales deben incluir un sustrato, ya que la matrí: extracelular 
nol~mal de una estirpe es un componente esencial para su f'unci&n 
adecuada (148)¡ tambi•n deben contene~ suplementos adecuados 
{hormonas,·factores de crecimiento, etc.), ademAs de considerar 
los par.1.metros de incubacian (temperatura, hu•edad, pH 1 

concentraciones de ox!~eno 1 etc.) ~ptimos para cada estirpe 
celular (149)· La adici8n de algunas vita•inas y, en ocasione~, 
la adici&n dt!' gonadotropinas, puede a.yudar a optimizar las 
condiciones ideales pa~a los cultivos de estas estirpes 
celular-es-

Hace algunos a~os, se sugirie que el papel del su~ro a~regado 
para el desarr-ol lo de las células en cultivo e1~a el de 
pr~;•1J,·cio11ar ho1~monas y factores de crecimiento indispensables; 
sin embargo, la el!.r.iir1"-ci6;1 ·:!el sue.~o ha permitido poder 
desarrollar un medio completamente definido, lo que provee 
m6ltiples ventajas (150). Los estudios nutricionales o de la 
acci&n de dro~a~ o to;:inas, ~s! como el de productos celulares, 
son mu-,.· ..,r-ecisos en ausencic. de !os componentes del suero, que 
pueden simular, dntc.~oni:ar, inactivar o ~~tuar- s!nér~!came~te 
~o~ las Sl.~tancias ~e iroter6• (1~1)· 

A~~mA~, a los medios liLres ~e ~uero, les puede agregar 
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hormonas o factores re.:¡ueridos er1 condi e iones de ol t.a ¡.iui-·e::a. y Etn 
concentraciones per·fectamente definidas, ast al~a~ otro 
factor que, seg6n el caso, resultase indispe11sable (152)· A su 
vez, esto ha resultado ventajoso para el establ~ci~iento d~ 
llneas celulares poco contaminadas¡ por lo tar1to 1 resulta muy 
4til par• el estudio de los mecanismos de regulacien endocrina 
intr•t•sticular el manejo de cultivos pr·imarios de células Je 
Leydig y de Sertoli en medios de cultivo d@finidos y sin suero. 
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Il- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEl1A· 

Actualment~, se conoce la exist~ncia de una relacien 
intercompartament•l para el funcionamiento del testlculo; la T 
producid• por l•s c•tulas de Leydi9 en el comp•rtimiento 
intersticial es c•Pt•da por l•s c•tul3s d~ Ser·toli de los t6bulos 
seminlf~ros, promovt•ndose algunas etapas de 1• esperMatog•nesis­
Al~u11os eJru~·os de ir1vestigacilh1 t.an propuesto la existencia de 
algCn mecanismo de control intrate~ticular, med!a~te ~l cual el 
funcionamientQ de las célul~s de Sertoli d~l com?a~ti~iento 
tubular, regularla la tunc16n princip~l de las c~lulas de Leydig 
en el comparti~iento interstici•l, pcr lo que se propone que las 
cfolulas de Sertoli, al -.ntenerse en cultivos primarios. poseoe ... An 
la capacidad de "controlar~ las funcione~ de las células de 
Leydi~• ta.,.bi~n fftantenida'5 en cultivo primario, de forma 
semeJ•nte a lo que podrla estar operando en condiciones in vivo. 
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111. OBJETIVOS. 

l• DeteNnin•r las concentraciones de hor•anas esteraides 
producid•• por cultivos pri•arios d• c•lul•• de Leydig mediante 
l• t•cnic• de r•dioinmunoan&lisis. 

2· Ev•lu•r ~l efecto del medio condicionado de células de Sertoli 
obtenido • diferentes tiempos y en distintas concentracione~, 
sobre 1& producci6n de hormon•s esteroides en cultivos primarios 
de c•lulas de Leydig• 
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lV· HlPOTESlS DE TRABA~O· 

5• propon• que las c•lulas d• Sertoli de ratas adultas normales 
•antenida~ en cultivo prim•rio producen un "efector" que, 
liberado al •eJio de cultivo e~ capaz de modificar los proceso• 
esteroidogfnicos nor~ales de c•lulas de Leydig, ta•bifn 
•antenidas•en cultivo pri•ario, de forma tal que posible 
visualizar di cho efecto medi•nte léo cuan ti ti c..aci&11 de la 
producci6n hormonal d• dichas cflulas• 
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V• MATE~IALES Y METODOS. 

Todos Jos reactivos util-i~ado5 fueron gr•do anal!tico, o bien en 
prep•raciones para fines bioquf~icos; salo se~alarA l• 
diferencia •n caso contr~~io· 

5.1. Obtenci&n de fraccipn•s en~iguecidas en cflulas de Lpydiq y 
c~lulas de Sertoli• 

Todas las soluciones utili~adas fueron esterilizadas mediante 
ultrafiltracieo a trav~s de membranas de filtr~cibn ~illipore 

C~F) de 0.22 ~· de di•metro de poro el dla previo a su 
utili=aci&n, par• s•r debidamente almacenadas en refrigeracien. 

Los ani~ales de experi•ent•cian fueron ratas macho adultos 
normales, de la c•i.•a Wista1', con peso aproximado de ~O 9, 
correspondientes a •proxiMadamente 90 dlas de edad, mantenido~ en 
el bio-teorio de l• Divisi!n de Ciencias 9iol6gicas )'de la Salud 
de la Universidad AutAnoma "etropolitana, Unidad I:tapalapa, con 
periodos de luz-oscuridad de 12 horas c/u, y alimentacien y agua 
ad 1 ibi tu.. 

Los animales fueron sacrificados por disloc•cien cervical y 
posteriorment• se les extirparon los testfculos por vla 
abdo•inal, previniendo l• cantaminacian bacteriana por las heces. 
Los testlculos son ~~scapsulados y liberados de la vena central 
bajo condiciones de esterilid•d, y post•riormente son llevados a 
una campana de flujo laMinar, donde se contin~a con el protocolo 
de se¡:•araci&n. 

De •cuerdo al esque•a plante•do en la figura 5.1, los testlculos 
descapsulados fueron lav•dos con soluci6n salina amortiguada de 
Krebs <~~9G) - NaCl 125 .,.., ~Cl 5 .,.., Mgso. lmH, Tris 35 m", 
N..HaPO. 1 ""'1, pH 7.J, - a la que se agrega gl•.Jcosa al 0·2S y 
gentainicina al o.osx. Ciillda par· de tezt!culos se co!oce en 7 •l de 
KRBG-Colagtc"r1asa (1 •ghnl) en baño con iillgi tacian a 37•c durante 19 
minutos¡ al t~rlftino de este per-!odo se su5~-.endi6 la actividad de 
la enzi•a por diluci~n con 15 ml de s~:ucien salina isot6nica 1 
n1ezclando por inversi6n •n 10 ocasiones, y se d~jaroro repos~r a 
te•p•ratura ambieute dur antE- 10 •inutos • 

La suspensi&n tisular se filtre a trav~s d• una ~alla est•ril de 
Nylon con un poro de entre 50-100.)-l• de diilmetro. El filtrado 
<Fr•ccilin intersticial cruda) se utiliz!I posteriormente para la 
oLtenci6n de c•lul•s de Leydig, mientras que el re•anente en la 
m•lla {~racciAn tubular cruda), se trate posteriormente para la 
obtenci&n de c•Iulas de Sertoli· 

Purificaci~n de la frdccien inter~ticial crud@• 

La~ c~lulas Jel filtrado fueron sedi&entadas a 1,500 ~ durante 10 
minutos a temp~ratura de s•c. Se desecha el sobrE-nadante. y el 
!-edimento ~e r·esuspendii! er1 1 1Tll de KRSG para ser colocado sobre 



Test!culos ~escap~ulados 

7 ml l::RBG-Colag!nasa (1 mg/ml) 
l 

19 min con agitaci!n a 37•c 

15 ml NaCl 0~9~, invertir 
reposar 10 min, T ambiente 

,¡. 
Filtrar • trav•s de una mal!• 

(:50-100 f'm) 

Fr•cci8n tubular cruda 
l 

Fra;ment•r \ºs t4bulos 

20 ml KRSG-Pancrcatina 
(0·2 mg/~l), 20 ~in, 29•c 

con agitaciln 
~ 

Sedi~•ntar a 1 g, 4•c, 
!O mio 

,¡. 
Dec•ntar el sobrenadante 

l 
Sedimentar a 1 g en un 
gradient• discontinuo 
(2-6X) d• J..."'RSG-sacarosa, 

::so •in, a•c 
J 

Filtr•r • tr•v•s de una 
~all• (5J-100 ~·> 

Sedimentar a 1500 g, 10 
min, s·c 

Fracci&n intersticial cruda 
J. 

Sedimentar 1500~ il• 10 •in 9 ~·e 

Resuspender en 1 •l KRBG 
J. 

Sedimentar a 1000 g • travts 
de una soluci8n KRSG-Ficoll 
400 (13S)- BSA (0.Z'J<), pH 6·5 

1~ •in, ~·e 

F'i gc.ra s.1. Es~·.iema de separaci&n y puri'fic•ciln celular ¡•ara la 
obtenci6n de fracciones enriquecidas en c•lulas de 
Leydig y Se~toli• 
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S •l de una soluc::!n •~BG-f'icoll-Albtl.mina s{.1·ica baYina <Ficoll 
400 :~z; Alb6mina 0.2~, pH 6·5), y centrifugado a 1,000 ~~orante 
1~ eir.utos ~ s•c. El se~undo sabrenadante se desech&, y el bot&n 
c~lul~~ ~e resuspendi! en 5 ~1 de •edio mlnimo esencial de Ea~le, 
.,cd;.f~cado por· Dulbecco (DMt). 

En estas condicion~s, se reali:e el conteo de c~lulas, y se 
djust6 la densidad celular 3 10• c~lul•s /ml en D"E, 
'I.ea.hr-.lr,dolas e-n c.69\aras •ultipo:.os Nunc de plAstico, con 
voluaien de 1.s ml aproximada•ente, por po::o (4 po:.os/placd)• 

Par~ o~tener la fracci!n enriquecida en c~lulas de Sertoli, a la 
fr•cci8n tubular cruda se le frdg$ent6 con un bisturl hasta 
::>bteneor· peda::os de •pro)(i•ad••ente S 11.ei de longitud, tos que 
i1icuhairon con 20 •l de KRBG-Pancreatina (0.2 mgl•l) 1 durante 20 
•inutos • 29•c. con agitacien manual peri6dica cada ~ minutos. 

La suspensiln 5e dej6 sedi•entar dur•nte 10 •inutos • 4•c 1 se 
decant6 el sobrenadant:e y la suspensiln i:;:elular se volvie a 
frag•ent•r mecAnica.mente, p•sAndol• • presi!n a travfo,s de una 
aguja de calibre 20 g•• Se colee! posteriormente sobre un 
gradiente discontinuo de 1'-."RBG-S,¡¡carosa del 2 al 6~, con 
intervalos de IS para cada escalln, y se deje s~dimentar durante 
30 minutes a 4ªC· S• recuper•ron las tr•ccione• correspondientes 
al .t y 5S por aspiraciln, y la susper,si611 celular se filtre a 
travts de la a.lla antes descrita, y las c•lul•s se sedimentaron 
~or c~ntrifug•ci6n a 1,~ g dur•nte 2 minutos • s•c. 

El sobren•d•nte se deseche y el boten celular fue resuspendido en 
5 •l de 'OPIE, p•r• re.-lizar el cont .. o celul•r· Se ajuste la 
den!.idad celul•r a 3 x 10• c•lulas por 1111, y fueron se111.br•das eri 
bo~e!las de cultivo Nunc de plAstico, con 2'5 Cffta de superficie y 
una c~pacidad de tO •l de •edio de cultivo por botella• 

Las celul~s de leydii y Sertoli obtenidas para cultiva, fueron 
identificadas con b•se en $U morfologfa 1 haciendo ~nfasis en las 
caract~rtst!c~s nucleares, y apoy•do en microscopia de contraste 
~e tases, ade•As de su C•pacidad est~roidogénica (153). La 
v:aLilidtit.d fl.l• ev•luad• •edi•nte leo. prueba de e.,;.clusi6r1 de a=ul 
de t~ipaoo < 154) • 

LO$ c•.Jltivos c•lulares se reali:::aron en OP"I€' sin adici!ln de su.ero, 
vitamin•s, hor-91on•S o c1,,1,alqui•I"' otro factor• Las condicion<?s ·ie 
culli..ro ir1cluy•ron atm!sfera air·e-COa (95-'5":) y 'S7•r: de 
t•mperatura. Las células de Se~toli se cultivaran dura~~~ 
periodos de 24 1 36 y 48 horas, •i•ntras que las Células de L•ydig 
fu~ron preinc.ubad•s d..srante 24 horas con Dt1E, y al ttNllino d• 
este ~er!~do s~ sustituy& el ~edio original por m~dio 
~~ndicionado de ctlulas de Sertoli (medio inicial de cultivo de 
c~:~:as de Sertol~), o por °"E les cultivos control• Las 
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cé:..ilc.s de Leydig se 111antuvieron post.er-iorl'llente 
.:iur-a.nte per!ur!os de ts. ::.1 .,. . .SS t.o.~a~. 

cult.ivti 

Los determinaciones de los esteroides se reali~aron por medio de 
R!A. utili%ando •nticuerpos especlficos, siguiendo métodos 
d~!ic1~ito!. ianterior••T•te {15!>-1'$7). La fuente de lo5 anticuerpos 
fueron ~ueros de conejo, inmunizados con a~tl~enos de los 1~­
hidro;.:ideriv•dos d• los .:?ster-oides, •Jnído" en forma de hapteno a 
le-.. alb&.m.:11a sé1 ica bo-.dl•a, por cr.~dio de una rnolécul...1 .Je Aci.do 
succ!nico. Los •are.adores. ré:ldiactivos fueron <'H)-'7-Pre9, 
actividad espec!fica (AE) 2S ~i/mmal, {'H)-1,2,b,7-Pro~, AE=100 
Ci/mmol, ( 9 H)-t,2-170H-Prog, AE=50 Ci/tnmol, <'H)-1,2 1 b 1 7-A, 
AE=lOO Ci/ .. ol, ; ( 3 H)-1,Z,6-T, AE=100 Cil•tnol, todos ellos 
pr•via•ente purific•dos por cromato9ratla capa fina, s•g~n se 
describe a continuaci6n. 

Para llev•r control de la p6rdida de ••terial durante lo• 
procedi•i•ntos previos a la determin•cien cuantitativa. •• 
colocaron en tubos de vidrio cenico con tapen esmerilado de lS •l 
de ca.pacid•d• 10 ,.a.l de ~otuciera de cada u.no de los e~teroides 
marcados y diluidos har.ta tener aproxitnad.-ente 1 1 000 cueritas por 
minutos (cprn) por 10 ~l; la -isma al!cuota se agre9& a viales de 
conteo que sirvieron de control. La extraccien se realize al 
agregar 'Sal de •ter dietllico y agitarlo •ecanica.ente d•.irante t 
9\inuto. Despu•s de observar- que se hab!an separa.Jo las fases 
or~Anica y acuosa., los tubos fueron colocados en un baño de hielo 
seco-acetona hasta la congelacien de la fase acuosa. La tase 
orgAnica se decanta a un tubo de vidrio para centrttu~a de fondo 
c8nico, sin tapen, con c•pacidad de 15 ... 1. El procedi•iento de 
extracci6n -se repiti& una vez. •As despu6s de comprob•r que la 
fase acuosa re .. nentP se tiu.biera descongelado, reuniendo las 2 
fases org&nic•s en el mismo tubo. 

Tomando en consideraci&n las cantidades de esteroides a encontrar 
a las muestras, se eligie un nivel de sensibilidad entre O y 
1,000 p~, por lo que se prep•raron soluciones de cada esteroide 
no ~arcado, para ser utilizadas en la fortaacien de las curvas 
patr!n. Una solucien ~adre de concentracien de 1 mg/ml se o~tuvo 

pesando 5 mg del esteroide puro, y disolviér1dolo en etanol 
absoluto; la concentraci&n se ajuste espectrofotomttrica~ente, 
utilizando el coeficiPnte de extinci&n ~otar de cada esteroide a 
::5..1 ntn, a excepci&n de Preg, que ño contiene la funci6n 4, 3 
cetona. De la soluci&n madre se prepare una soluci&n N de 
conc~ntraci&n 1 ngl_>A, tomando 5 pl y diluyendo hasta 5 ml con 
etanol absoluto; una soluci&n E de concent:raci&n 20 pg/Jll• 
tomando 100 )ll de la s.oluci!n N y diluyf!r1dolo hasta 5,000 ,.,.1 con 
etanol¡ una soluci&n J de concentraci&r1 o.::? pg I ~l, totDando 50 
~ de la soluci&n E y diluyendo hasta tener~ •1 con etanol. 
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L• cur~• patren para cada e~te\·oid~ s;e prepar& por quintu,:.licado, 
de acuerdo ~ las siguientes cantid~d~s de rnasa: 

Tubos Masa (pg) Volucnrn (l'l) Soluc!.en 

5 (T) 
1-5 o 
6-10 1 5 .] 

11-15 = 10 .] 

ló-20 4 :w .] 

::1-25 10 so .] 

26-3-0 20 100 .] 

31-35 40 2 E 
36-40 100 5 E 
·11-45 200 10 E 
46-SO 400 20 E 
51-~ 1,000 50 E 
~6-60 10,000 10 N 

A c•d• uno de los 5ueros se l•s ev•lue 5U c•pacidad de uni&n con 
una concentr-aci8n de aproxi .. adacsientP 10,000 desintegr•ciones por 
minuto (dp•) d•l esteroide correspondiente, se diluye el suero en 
asortiguador de RIA (fosfatos de sodio 0-1 ~. NaCl o.is "• pH 7, 
con gelatin• 0-1~ y azida d• sodio 0-tS), en proporci&n desde 
i:1,ooo ha5ta 11500,000 para deter•inar la diluci!n &til para la 
que se de~ostar• el so~ de saturaci&n- Quintuplicados de cada 
dilucie11 fueron incubados durante 1S horas a 4•c. y •l final del 
perlado de incubaci&n, una vez logrado el equilibrio de la uni&n 
del esteroide r•diactivo • los sitios correspondientes de los 
anti cuerpos, se a~regaron 200 ,_.1 de u11a ~ uspens i en de carb6n 
•ctiv•do-Dextr&n T-70 (0-625-0-0ó25 %) par• sep•raT la fracci&n 
libre de l• unida al anticuerpo, sedi•entando el carb@n por 
centrifugacien a 1 1 500 g durante 1S minutos a s•c; el 
s..obren•da1ite o fracci&n unida se dec.ant6 a viales de conteo, para 
posterioNhente •gregarles S •l de la soluci&n de centelleo 
In~tagel y evalu•r su contenido de radiactivid•d en un 
espectrofot6Metro de centelleo l!quido Packard Tri-Carb 3390, que 
~~ 1 c~~~=ciones &pti~as para conteo de tritio tenfa una eficiencia 

5.~. ?urificaci6n cromatogrAfic• de los esteroid•s• 

El disol~ente de las ~oluciones tanto de los esteroides puros que 
sirvi~rOf"• como referencia como de las f•ses colectados por 
proc:esamiento de los medios de culti"'º• fue evaporado, quedando 
el extracto sobr., l•s paredes de los tubos; dichos ~~tractos 
fueron resuspendidos y concentados al lavarse l•s paredes 
intern•s de los tu.bes, ccn 10 gotas de una me=cla de •etanol al 
10~ en •ter dietllico¡ el extracto resuspendido se tr•nsfiri& a 
la linea de ori~en de una cromatoplaca (S!lica Gel 60 1 F-:~. 
o.zs - d .. espesor, ZO x ZO cm), marcada a :: cl'l't de u''º de- los 
bordes de la cromatoplaca, forma tal que la mues~r• no se 
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e)":t~ndiera mA!:i de 3 mm a los ladas, repitier'1do el lavado de tubo 
-,.· la transfer-encia dt- los e"<tr•actos er1 2 ocasione5 mAs con 6 y a 
~etas de la me:cla de solvente~ antes señalada· De~pu~s de 
aplicadas las muestras, y en lugares preestablecidos de la 
cromato,.laca, se colocaron =- J.lg de cada uno de lo~ esteroides o 
sepa1--ar, los que sirviea•on como referl!'nc.ia. 

Las pl•c•s se colocaron en forma vertical en una cAmara para 
cromatograf fa que contenta. aproximadamente 125 •l de benceno 
puro, se tape la cAmara y se dejft que el disolvente ascendiera 
por la Sllic• h•sta el borde superior de la cromatoplaca. En el 
d~sarrollc de este sistema, lo~ •steroide~ prActicame~te no se 
mueven. pero el extracto es liberado de ltpidos poco polares, 
tales como &cidos grasos, los cuales fueron desplazados por el 
b~nct:r1~. 

Al llegar el disolvente al barde superior de la placa, se sac& de 
la c.1.n.ar·a, y despu~s de sec•rla eva.-,.01·ano:1!l el benceno, se colo e:& 
en otro sistem• con 125 ml de ursa mezcla de be11cer.o-acetato de 
eti:o (7:3); el desarrollo de ~ste segundo sistema desplaza 
m~l~c:ul•s mAs polüres, como !as de los esteroides, aunque no 
1:.ega al grado de separ•r los este1 oide~ a cuar.tificar, por· lo 
que se somete a la c1·cmatoplaca a un tercer sistema dt!- .Jesarrol lo 
forma¿o por benceno-metanol (9S:S). Este !ltimo ~istema permiti~ 
la. separacien &ptima de los S e5teroides a cuantificar. 

La cromato¡:.laca ya seca se- coloce bajo lu~ ultravioleta de 2S..: nm 
de longitud d@ onda y, utilizando por una parte la fluorescenc~a 
~e la 5llica, el hecho de que los esteroides con funcien 64, 3-
cetona ab5orben a esta longitud de onda, se marce sobre la sllica 
la :ona de desarrollo de 4 de los esteroides. La P~eg se revele 
al agregar el reactivo de OErtel (Acido sul~ar·ico-etanol 2:1). Se 
marcaron !as :on~s de migracien correspondientes a cada 
~ste~oide, tomando co~o l!mites los bordes s~per·ior e inferior de 
lo~ t:st.lndares¡ por paralelismo se marcaron las zonas 
correspon~ientes a !as muestras, por lo que adem&s se marcaron 
los l!mites izquierdo y derecho correspofldientes a las :onas de 
aplica.ciar. de cada muestra, fo117l.:.r,..!c finalrriPnte una serie de 
cuadros en la placa, en la que cada &rea delimitada representa la 
:ona de locali:aci&n corre5pond~ente a esteroide de cada 
ITIUl!!'Str-a. 

Ld 5!lica de las Areas marcadas raspa con una navaja para 
transferirse por aspiraci&n a uña ripeta Pasteur previam@nte 
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 
vidr·io· Se tomaron ::::?: al!c•.rntas de 500 ,_,1 cada una, )' una de ellas 
se coloc& en otro tubo Je ensa¡e, y la segunda se coloca en un 
vial de conteo. El di5olvente se evapora a sequedad, y se agreg& 
al vial ~ ml de solucien de conteo, evaluando la radiactividad 
presente, la cual fu• cor1sidcrada como "recuperaci&n"' del 
tra:ador agre~ado al inicio (1,000 cpm). La muestra en el tubo se 
evalu! por medio de RIA· 
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5 .. 5 .. Cua.ntificc.ci&n de los esteT"'oides en los mPdios d€- cultivo. 

Los n1edios de cultivo de c~lulas de Leydig obtenidcs despu~~ de 
la sustitucitn del 111~dio origin•l por f'IC o por Df"IE son pr-ocesados 
para la extraccien y pur-ificacien de los est~r-oides en forma 
semeJ•nte • l• descrita anteriorm•nte. 

Se prep•re una mezcla de ensayo para cada e•ter-oide purificado. 
la cu•l con.ten!• el esteroide marcado en cantidad de 10,000 
dpm/'500 ~l de afhortiguador P.IA, y el ant.ie~teroide 
correspondier1te, en proporc!6n de 1 :10 1 000 par.a Preg. Pr-og. 17-
0HPr-o,, y de 1:s.ooo para A y T en •mortiguador- P.IA, de acuerdo a 
lo ev~luado mediante la tfcnica ya descrita. Se agr·egaron "500 JJ.l 
de la •ezcl& de ens.ayo rn cada tubo de la curva; se incubaron 
entre 19 y 24 ht:iras • a·c. y pl;!sterioT"lflente SP a~re~aron 200 pl 
de la suspensien carb6n-de~tran. 21~cepto para los tubos marcados. 
como totales. La ~ep&raci!n de las fases libre y unida se reali:a 
como ya 5e he descrito. El sobrenaCante se decante a viales de 
conteo. y se •?>ad1eron 5 ml de lnstagel para determinar la 
c~ntidad de radiactividad presente cada vial· 

E:l ar1!.li!>is de los resultado.., se r-eali::~ mediante la comparaci!ln 
de medias y v•ri•nzas de los grupos control y experimental; la 
signific•ncia estad!stica de las diferencias se obtuvo por medio 
de la pru•ba de t de Student con 2 colas, para nivel•s de P<o.os. 
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VI· RESUL TACOS· 

~-1· Obtencien de fracciones enriquecidas en células de Lexdig y 
~ 

El pracedimier.to de obtencien de fracciones enriquecidas permitia 
separ~r adecuadamente los componentes de los compartimientos 
tubular e intersticial· En el caso de la fracci8n intersticial 
fue posible, partiendo de una composici6n inicial de 
apro><im.damente 6% de células de Leydig (fraccien inter·':itit.ial 
cruda), obtener una preparacit!r. final con el 50 ~ 77. de pureza y 
de un 90% de viabilidad (Tabla 6·:). La principal fuente de 
cont~~i~aci&n este correspondi~ espermatocitos 
primario5 y espermatogo:-.~,:)s, 1 sin pre-se-ocia apreciable de 
espermatozoides., y algunas e;per-m&tiJe::. c¡i_e so11 , ~tenidas durante 
la centrifugaci8n a travfs del íicoll· 

to lo que corresponde a la fracci&n enriquecida en células de 
S•rtoli, el factor de purificaci&n fue de 10K• La utilizaci6n de 
distintos procedimientos suplementarios, tales la 
~entrifugaci6n a travfs de soluciones de Ficoll de diferentes 
den~idades, no logr8 un enriquecimiento sustancial en cuanto a 
pure:a, pero si una disminuci!n notable de la viabilidad celul~r 
final. 

TABLA 6.J 

CELULAS CE LEYCIG V SERTOLI EN PREPARACIONES FINALES OBTENIDAS DE 
TESTICULO DE" RATA ADLILTA. 

Fracci6n d• células de 
Leydig purificad•~ a 
t1~avfs de Ficol l 

Fr•cci6ri de cflulas de 
Sertoli sedi••ntadas a 
travts de un gradiente 
de sacarosa 

'% PL.n<EZA 

so ! 7 

7 ~ 3 

% V!AB!LICAC 

90 3 

92 ! 2 
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Al ob;e1 """' l:.s .:._.1t:vos c..?li.!lc1res 
t1orc?~, s~ ern:ont;-aro1o ::::~! .... 1~:. 1'ef:-ir . 
lo .. re~ipie~t~~ 1~ c~l~ivo, lo qu~ 
3dherencia c~lulare~. S!!o en lo~ cu!t 
se observa1·on ~rupoE de c~lulas ~ 

ac:·?Lmulo= e1, los .i,ue E·:is.'!::!.ar1 mucha5 e~ 

jetzput>s de 'ias primeras. :'."..1 
e11tes 1 ·.1.r:'i .j,a.s al f :indo de 
.idl ::::~ 3.:f¿cu.=.dc. tor1iciJ~.i y 
vo5 je cé:ulas ~& Sertol¡ 

o.dt.e1· ide~, t;or, aq•.Jt-1 los 
ula-:. de la l!ne,,;;. ~er-rnir1al· 

Di! los cullivo~ "!.e l.'.{!-lul?.-s de s~: tol~ :=;e obtuv1@ror1 "los m~dlos. 
c:.=;;.j.:•_i~r.ados 6 la. .. .=.~. -~ y '18 too• a': dt' inc•..il•ce-.:..~;i. !)p los. 
::::ult1-.,.:.:= ..!= l.;;~ cé;.11""s d.c :..~1·Jig f . .,er:.·n cl·~l'ni•:!a~ mu~':.'.. -=-S d.., 
la• =..1 horas de ?reir1::::~tacien y 1~~ cor~es.pondie1:Le~ d los 
l1·atamientos con los f"'I:'..; taml·it-11 fueror: ot.ter.iJao:. mu.e~tras ..:1(: lo~ 

diver~~~ tiempos de estudio les que ~e cambi! e: 1~edio de 
cultivo si1tn.1.lando dil<..1c.ie1, al i•.".·.itu ·~'2 •Jr· MC· 

Las muestras fueron oLtenidas por aspi~aci~1) con una pi~eta, por 
lD que se colecte ent1·e t.t y 1.3 ml de medio ~n cada ocasi~11. 

b.:;. Det.:-1··minacio11e~ dE- ec¡tero'idcs rn las medies de cultivo· 

Lo~ ~alc1·es obtenidos ~ar~ e.ad~ esteraid~ los dif~re11tes 
tiempo~ de ir1~ubaci!n y diversas diluciones Je los MC se o~serv~n 
en las ta~l~s 6·2 6·6 1 y los re~ultado~ e~pre~an 
:JrAf:;.camente era las fi:,1uros 6-1 a 6.5. 

Para el c•!:.D de Preg, se- obser"'ª un ir.ci·t--me11to en 1;.. pr·oduc..:ii!r. 
~el esteroide con respecto al control, ~8r~ todos les ~ilucio~es 
de MC y casi par~ todo~ los tiempos de incubacien (Ta~la 6-2 y 
Fi~ura 6·1)- El efecto par-ece se1 do~is dependiente, y se observe 
mAs c!aramente con MC de 36 horas, y a ·~na diluci6n 1:~ del MC· 

En el caso de Prog, el patren general es el mismo que en el caso 
anterior, aunque !~s diferencia~ entre ~untes @~perimentales y 
contrale5 ya no 5e detectan a la diluci~n 1:10 del MC (Tabla 6.3 
y ri;.-ura &·2)· A diferencia .:!el c:a:.-;.i anterior, e>:iste un cambio 
de pendi~nte en la pr~d~ccien del ~st~1oid~ ~n~re la~ lB y 1~~ ~~ 

horas de incubaci!n de las c~lulas d~ Leydi~· 

En lo que t~ca a 17-0HPr~g (Tabla 6.4 y Figura 6·3), no 
?Osible apreciar diferencias significativas entre los controle~ y 
los puntos experimentale~; sin embar110 1 existe una ';;?ndencia 
semejarate a !a observada para lo~ estercides anteriores. 

La produccian de A es la m&s ~ariable de toda~ l.:..s observada~ 
este modelo experimen~~l CTabl~ 6·~ ). Figure &·~). En el caso de 
los controles, se observa un inc ..... í:?,..ento en la producci!n hor·a-.cnal 
durante l~~ ~ri~eras 18 taor·a~ de cultivo. se~uido de un descens~ 
(2~ horas) y un nue'~ increment~ hacia el tinal de la incubaci!n· 
A difer-nci.:.. de lo~ casos ante1-!or·e:$ 1 se otser-..a ur1a tendencia 
hacia u110 dis:ninucier. si~r.iticati.va de la ~roducc.:..~n t•o1mol'l:l 



T.t.BLA 6.2. ConcenU'ac::i.6n de Pre¡n~olac& ( pgfo.l. ) a:i los zr.eCi.os de cult::ivo c!e célul.a.s de Leydig. 

H-po 
GR'JPO 

G 1 UPO EXPE:R.IMSNTAL 

de 
Medios cood.icicm.a.1.os Ked.ios Coa:lid.orudos M~ios condicionados 

CONTROL 
24 hs 36 hs 48 hs 

C\ll.t:ivo I>i.luc:itm I>iluc:i6c Diluc16c 
1 : 1 : 5 10 1 : 2 1 : 5 , : 10 , : ; 10 

18 hs 90.20 150.25 133.00 95.75 28.35 202.50 151 .25 202.50 190.00 124.25 
.!: 22.1 .!. 13.0 .:; 11 .2 .!. 15.6 .:!.. 28.3 :!. 32.3 .!: 3.8 .!: 13.5 ~ 16.8 .! 13.1 

24 h• 139.00 201 .25 191 .25 169.25 363. 75 242.50 190.00 255. 25 223. 75 191 .25 
.:!.. 21.0 .:!.. 13.8 .!: 16.5 :!. 10.9 :!. 34.9 .!: 22.2 ~ 28.3 .!: 7.5 ~ 23.6 = 19.3 

48 la ~B.60 235.60 254.60 191.75 423. 75 '41.25 274.50 299. 75 275.25 252.00 
:!. 5ó.O :!. 26.4 .!. 12.9 .:!.. 16.8 .:!.. 30.4 .:!.. 27.1 :!. 41.8 .:!.. 29.0 :!. 23.9 :!. 47.s 



PREG NE NO LONA 

OtLUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

p9/rnl p9/ml 
1!5 1:10 

12 24 36 48 12 24 36 48 12 24 36 

TIEMPO O E C U L T 1 V O lhora•l 

Figura 6. 1. Conccntr3Cifm. de rr~sn@'l'lolona ~ medios de cultivo de c~lu1as de Leydi.g tra.tadas con 
diferentes diluciones de r.icdi.os condicionados en c!lulas de Sertoli. ( • p < 0.05 ) 

48 



TABLA. 6.3. Conccnt:rac::i.6n de Progest:erona ( pgfol. ) ~ los medios de c:ult:ivo de células de Leydig. 

Tie111.po 
Gl!tTPO 

GRUPO E X P E R I H E ti TA L 
Y.l.9!dio~ condicionad.os Medio!> condicioaados Medios condicion.a:1os 

de 
24 hs ~..; hs 48 hs 

OUlt:ivo 
CWITl!OL 

Di.1uci6n Dilur:i6n Di.lud.6n , : 5 'º , : 5 'º , : é , : 'º 
18 hs t;2.~ 77.50 70.50 51 .50 115.10 91 .oc 55.00 96.0:J a1 .;o 58,00 

..! ~-) ..! 10.3 ~ 13.4 ..! 3. B ..! 7.1 .! 9.:. .! 5.2 .! 8.9 .!. 10.1 .! 10.0 

2'7 ho; 145.ro 165.75 171.00 1.:a.00 ?13. 75 180.00 1~1.00 131.00 177. 75 141.2; 

.!. 33.0 .! 9.5 ~ 16.8 ..! 9.4 ..! 8.5 ..! 17.6 .!. 19.1 ..! 5.2 .!. 13.0 ~ 15.:> 

..;s hs 093. 75 293. 75 253.00 206.25 "40.00 373.00 246.50 3;>0.00 278.50 218.00 

..! 15.2 .! 15.2 ~ 46.B ..!. 17.9 .:!: 63.2 .:: 16.9 .:!: 55.4 ..! 14.1 .!: 14.S .:t 26.6 



p9/ml 
soo 

400 

300 

·~o 

P ROGESTERONA 

DI LUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

1:2 p9/ml 1:5 pg/ml 1:10 

•• . •• 
40 

•• 
e 

12 24 36 48 12 24 36 48 12 24 36 

T 1 E .. PO O E C U L T 1 V O Choras) 

Figura 6.2. Conccntraci6n de Progesterona en medios de cultivo de c:~lu1as de Leydig tratadas con 
di.rcrcntcs diluciones de medios condiciona:los en cE:lulas de Ser'toli. ( • pe 0.05 ) 

.. 
48 
z• 

48 



TABLA 6.•1. Conccntrac:i6n c!c 170H-Progcstcrona ( pgfol. ) en los medios de cultivo de c!lu1as. de Lcydi!J. 

GRUPO 

cam:cL 

18 hs 39.01 

.!. 11.0 

=:Jt ho ::.,.n.-:; 
~ 1'.:">.3 

.;8 hs G5.00 

.!. 3.:.0 

GRUPO :!XPERIUE!lTAL 
?!C'dio!l condicionados 

39. 75 

.!. 4.8 

cc.oo 
.!. 6.9 

77.50 

.!. '.•l 

24 hs 
Diluci6n 

1 : 5 

39.75 

.!. 7.5 

54.50 

.!. 6.9 

62.50 

.!. 6.1 

10 

39. 75 

.!. G.9 

43. 7") 

.!. 5.6 

71.24 

.!. 5.6 

Medios condicionados 
36 hs 

Diluci6n 
1 : 5 10 

89.25 50.25 49.25 

.!. 4.3 .!. 2.9 .!. 4.0 

06. 75 77.2") é'.G.:5 

.!. 9.0 .!. 6.3 .!. 4.1 

103.25 86. 75 ii7.00 

.!. '11.~ .!. 19.0 .!. 9. 1 

Medios condicionados 
.;a hS 

Diluci6n 
1 : 5 10 

68.2'• 46.50 36.7~i 

.!. 6 •. ; .!. 13.4 .!. 1.7 

6:"' .ne. 63.X 49.:; 

.!. .;.o .!. 5.2 .!. 4.6 

90.::.0 s2.60 70.75 

.!. 5.2 .!. 6.8 .!. 9.0 



3'00 

200 

lOO 

17- H 1 DROX IPROGESTERONA 

DILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

1:2 p;lmt l:tO 

12 24 48 12 24 56 48 12 24 36 

TIEMPO O E C U L T 1 V O lhara~1 

Figura 6.J. Conccntraci6a de 17CH-Pr'ogest&?rona en medios de cul.tivo de c!lulas de Leydig tratadas 
con di.f'ercntes dil.ucicnes de medios condicion.-!os en ellulat de Sertoli. ( • p < 0.05 ) 

411 



TABLA G.5. Con.centraci6n de Andro9tendiona ( pg¡inl. ) en los medios de cultivo de c~lulas de Leydig. 

Ti ... po 
lllrUPO 

GRUPO EXPERIMENTAL 

de 
Medios condicionad:»s Medios condicionados Medios condicionados 

CCliTROL 
24 hs 36 hs 48 hs 

CUltivo Oiluci6n Diluci6n D::lluci6n 

' 2 1 ' 5 1 1 10 1 1 2 1 ' 5 10 2 1 1 5 10 

18 hs 24G.oo 174.75 191.50 255. 75 98.50 144.50 211.so 107.2:'i 146.00 224.2::i 
.:!:. 26.0 ..:!:. 10.2 .! 10.9 .! 31.6 z 11.2 .! 6,2 .! 6,4 .! e.a .!; 13.7 ~ 15.9 

24 hs 126.01 160.00 140.50 112.25 161.25 132.75 120.25 175.00 136.00 118.50 
.! , 1.1 ~ 10.7 .! 9.3 .! 3.2 .! 7,1 .:t 10,5 .! 9.3 .! 7,1 .! 4,5 .! G.a 

48 hs 935,02 144.75 139.25 117.01 142.00 1 2s.01 124.00 117.25 115.50 116.00 

.! 164 .! 10.2 .! a.a .! 13.1 .! 3,5 .!. 2.4 .!. 9.7 .! 3.1 .! 4.2 .! 2.9 



pQlml 

ANDROSTENOIONA 

DIL.UCION Dt.L MEDIO CONOICIONADO 

l:2. pg/ml 1:5 pg/ml 1:10 

.. ~: . •• •• • • /Y .. 
12 24 36 48 12 24 36 48 12 24 36 

T .1 E M p o O E e u L T 1 V O lhorosl 

Figura 6.4. Conec.ri.'traci6:n de Andro-;t:f!'ndi..na en rncdios de c:u.ltivo de c~1u1.as de Le;•dig t.rat.Sas con 
direrentes diluci.one$ de medios condicionaios ~ c:f:lulas de: Scrtoli. ( • p <0.05 ) 

48 



TABLA 6.6. Conccntraci6n de Testost:erona ( pgfinl. ) en l.os •edios de cultivo de c!lul.as de Leydig. 

Tiempo 
GRUPO 

GRUPO EXPEaIMENTAL 

de 
Medios condicicxi.ados Medios condicionados Medios condicionados 

CCJm!OL 
24 hs 36 hs 48 hs 

Cultivo Diluci&l Oi1uci6n Di1uci6r:i 
: 2 1 : 5 10 1 : 5 10 1 : 5 1 : 10 

18 hs 1,508 1,143 1 ,3B1 1 ,607 613 1,098 1,222 742 1 ,235 1, 175 
.:!: 150 .!. 55 .!. 48 .!. 66 .!. 82 ;t 124 !. 102 .:!: 154 .:!: 187 .!. 94 

24 hs ~.751 1,691 2, 156 2,704 1,02b , • 736 2,226 1 ,349 , ,365 , ,184 

.:!:. 212 .:!:. 135 .!. 131 .:!: 109 .!. 54 .:. 127 .: 149 .:. 115 ~ 160 .!. 30 

48 hs 4,210 2,433 3,148 3,B09 1 ,607 2,209 3,202 , ,927 1,847 3,005 
.:!:. 191 .:!:. 209 ;t 215 .:!: 263 ;t 142 .!. 82 .:!:. 349 .:!: 114 ~ 93 .:!:. 103 
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01\.UCION OEL MEDIO CONDICIONADO 

n9/ml nQlrnl "'º 

12 24 36 ... 12 24 ll& 

TIEMPO O E e u L T 1 V o l horas l 

Figura 6.5. Conccntraci6n de Test.ostcron3 en medios de cultivo de c~ul.as de Leydig tr•tadas ccn 
diferentes diluciones de r.i.edioso condicionados en c~l\&las de Scrto11. ( • p < 0.05 ) 
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h•cia e! final de la incubaci8n, ~unque esta tendencia ya es 
apreciable desde l•s 19 ho~s~ de cult!vo. 

El producto final de la vla estero\dogénica, T, se mantiene como 
el esteroide producido en mayor cantidad durent~ todo el periodo 
de cultivo celul•r· {cantidades m.lxima5 de 4 11~/ml, en comparaci8n 
con •enes de 500 ¡.,55/ml de Pre9), lo que- r·t!'flc-ja pr-oLablemente el 
buen estado funcional general de las células de Leydig el 
cultivo primario• 

Conti11ua11da· la tendencia ya St:!'ñalada p~ra r~, en el caS>o de T, la 
producci&n hormonal disminuye signific~!!vamente todas las 
dilucione~ de l'IC pr&cticamente desde la5 18 horas del c•.1ltivo 
(Talo la. 6·Ó y F"igur-a b·S) .. El efecto mA..:ima de los l"'IC se observa 
para f1C de 36 horas a diluciones bajas, y pi11'a MC de <lS t1oras a 
diluciones de t:S v 1:10. 

Las variaciones intra e inter·sayo no fueroi1 su~erior~s al ~ y 10% 
respectivamente para todas las medicione~ de esteroides. Los 
9nticuerpos utili:ados no presentan afinidad ~uperiar al 2~ par• 
otros esteroides contra los que no ~e encuentran originalmente 
dirigidos• las dosis mlnimas detectadas para los esteroides van 
desde o.s pg/~l hasta 2 p~/ml, y las condiciones de precisi!n y 
e~actitud de los ensayos est&n de a~uerdo can datos reportados 
anteriormente (156..157) • 
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VI:. D!SCus:c:~l :JE RESULTADOS. 

La. .:.b~.:r1c.i811 Je fra::ciorae::. enr·iquecida.s er1 las estirpes celulares 
de Le~dig y Sertoli reprod~ce 1~$ da~os obtenidos anteriormente 
(1!;3), y a-iem&s estAn de •cue.-da con lus ser.'ala·:!o~ par-a las 
c~lula.s de teydi~ por ot1·0= a•.ttores (!il=), mienta PS qt.:e para !..:;.s 
células de Sertoli, aunque el enriquecimiento no es comparable a 
lo$ detos reportados por otros •utores C141,1S3), se d~be tener 
en consideracien que, en este case, partimos de testtculos de 
anima!es normales :O' SE'>:ualmentt- maduros, lo c;ue implica la 
existe~cia de una mayor centidd~ d~ células de l~ l!nea germinal 
pr·es~ntec en lo= ~abulos ~emi11!feros, y ademAs, del forffi~l 

esl~~lecimiento de la barrera hemato-testicular. Ambos facto1·es 
dific~ltan la obtenci~n Je un factor de enriquecimiento celular 
mayor• 

Respecto de los cultivos celuta~es, p~ede indicar que el 
estado morfole~ico f~e muy adecuado, ya que no se observaron 
muct1•s cflulas adheridas, lo que sugiere una adecuad.a­
adhe5ividad celular (154), ni vac•..aoli=acien o b.irrefringencia 
n~tcrias durante los per!odos de incubacien utili=ados en los 
eY.perimentos. 

En relaci6n al funcionamiento de la~ células de Leydig, se 
observa que se suspende la produ=ci!n esteroidog~nica, ya que 
existe un incremento en el tama~o de las po:as de Preg, Prog y 
17-0HPro~; ade•As, ~e puede indicar que al evaluar la funci6n 
enJocrina dur•nte la preincubacien de 24 horas, y en los tiempos 
de cultivo subsecuentes, se encontr& una producci6n de T en 
niveles semejantes a los antes reportados (!42-144), as! como 
también al expresar la cor1centracit!n en términos de producci6n 
por namero de c•lulas (159). 

Al evaluar el funcionamiento esteroidogénico de las c•lulas de 
Sertoli se obtuvi•ron resultados que coinciden los report•dos 
por otros autores (141)· 

La utili~acien de los medios de cultivo se realiza en condiciones 
basalc~, sin utilizar nin28n tipo de estimulo o complemento para 
el .nedio (suero, factores de enr·iquecimiento, etc.) 1 lo que no 
coir1c.;.Je con lo reali=ado por otr~s =iut~res (14q 1152)· Sin 
embargo, esto no parece afectar el funcionam!ento celular, en la 
medida que la producci6n esteroido~énica se mantiene durante todo 
el per!cdo de incu~aci6~· 

Todo lo anterior hace pensar que las muestras de medios de 
cultivo obtenidas al retar a los cultivos prioarios de células de 
Leydig con los MC en cél~las de Sertoli representaron condiciones 
basales "'nor-males" con respecto a las que se esp•rar!a encontrar 
en sistemas de cultivo equivalentes (160)· 

Lo3 resultados obtenidos a partir de la cuantificaci6n de los 
esteroides se expresaron en grAficas de masa (ver Resultados), y 
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en visLa d~ que s~ e~presan en diferentes unidades, y para 
l'1omo~en<t!L:ar las resultados, 'ie pueden trarisformar a gr&fi cas de 
porcentajes de cambio respecto del control para cada tiempo de 
C\lltivo (F!.~uras 7.1 a 7-S). Al abserve,,r los coeficiu11tes Jf• 
variaci6o corre~pondientes, se encontr6 que no e;;cedieron del 
15%· En las ~rAficas ~e pueden tambitn observar las l!mites 
correspondiente~ a ~ 2 desviaciones est&r1d•r (DE), lo que implica 
que los .. ·alares encontrados fuera de l• zona de 30% de 
variac:i6n, son estad!sticamente sig:nifi cativas. 

Para ~cder hacer el anllisis de los resultados obtenidos 
supone que: 

a) A mayor dilucie~ de los MC se cbt~ndrA un mer1or efecto, y 
b) A mayor tiempo de condicionamiento, el efect.o '2erA m.,_yor. 

Con base en estos supuestos, se encentre lo siguiente para cada 
esteroide: 

Se puede observar (Figura 7·!) que e~iste un aumento 
significativo de su producci&11 en las diluciones 1:2 y 1:5 con 
los MC de 24, 36 y 48 hora~; en la diluci!n 1:10 1 s~lo 
significativo el incremento en el MC de 36 horas; asimismo, se 
observa que el mayor· efecto se encuentra con la diluci&n 1:2 y el 
P!C" d• 36 horas• 

En liiit. figur• 7.2 se ob~erva que en la diluci&n 1:2 existe un 
incre~ento signific•tivo con todos los MC, excepto en el 
correspondiente a 24 horas de condicionamiento y a las :2'1 hords 
de cultivo• En l• diluci&n 1:5 se observa que s&lo a las 19 horas 
de cultivo existe significancia en la diferencia entre el control 
y los f'fC, -no ocurriendo de iguiiit.l manera a las 24 y 49 ha1·as de 
cultivo. En 1• dilucian 1:10 no existe un efecto significatiyo en 
ningl!in caso• 

17-0...iPr-og. 

En la fi~ur• 7.3 se obser~a que en la diluci&n t:2 existe una 
diferencia significativa para los MC de 36 y 48 horas, e~cepto 
para las 24 horas de c•..Llti"'o del MC de 4.S horas• En la di1'.1ci&n 
1:5 existe significanci• s&lo en el."C de 36 horas, y a las 24 y 
aa horas de cultivo. La diluci&n 1:10 no presenta diferencias 
si~nificatiVilS• 

En la fi~ura 7.4 se observa que existe una disminucten 
s.ignificPtiva a las. 18 horas de cultivo con los 3 MC 1 y s8lo en 
el MC de ~6 t1oras existe un incremento a las 24 hora.s, y ur1a 
di!:.:ninuci&:-, t~mbién sigf"'1ificat.iv·d o las .is horas de cult~vo· E:n 
la dil•.J.ci!n :.:5 s!lo los MC de 36 y 48 hor-as 
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si11niticativamente menores a las lB y 4e horas de cultivo- En la 
.jiluci&n 1:10 coti los MC de ~6 y 48 hora<;; se prE-senta una 
disminuci&n s61o a las 48 horas de cultivo. 

La figura 7.5 muestra que existe un efecto de disminucien 
significativo con los~ MC para la dilucí&n 1:2, excepto a las 18 
horas de cultivo con el MC de 24 horas. En la diluci&n t:S, s&lo 
los medios de- 36 y 48 horas producen una disminuci8n de la 
producci8n de T a las 24 y 48 ~oras¡ para la di!uci&n 1:10 
e.:~ste efecto significativo alguno. 

Como se ha observado, existe una relaci&n inversa entre la 
magnitud del efecto y la dilucibn del MC; asimismo, se ha 
observado que no siempre a eKistir uo mayor efecto como 
respue~ta a un mayor tiempo de condicionamiento. El e~ecto mAs 
claro se obtier1e con la diluci&n ::.:2 con el MC de 36 horas, para 
l• mayorl• de los esteroides. 

Pod••os suponer que, in vivo, las pozas metab&lica~ de los 
esteroides mantienen un tamaño constante, debido a la estabilidad 
de las condiciones fisiol&gicas en el &rgano (oxigeno, 
estimulaciOn, etc.), con lo que la activid•d de las en:im•s que 
intervienen en la formaci&n de los esteroides permanecer& en un 

·estado de equilibrio dinA•ico• Las condiciones de las células in 
vitro serian diferentes debido a los cambios produ~idos al 
manejar las c•lulas, lo que probablemente afecte el tamaño de las 
~o:as metab8licas de los esteroides• 

Lo~ resultados o~tenidos in vitro muestran que en el grupo 
control, l.at. pozas tnetab&lica.s de Preg y ?rog tienen ur1 tamaño 
semejante, en t•nto que la de 17-0HProg e~ m.ls pequeña comparada 
con las anteriores, y la de A es aproximadamente 2 veces m~yor 
comparada con Preg y Prog, mientras que ld de T es varias veces 
mayor. Al ~amparar los grupos experimentales con el grupo 
contr-01 1 se observa que al aumentar el tiempo de cultivo, Preg y 
Pro» au.nentan en la misma p ... o¡:•o:~ci!n, 17-0HProg se mantiene 
pr&cticamente igual, en tanto 4ue la de A presenta fluctuaciones 
y T disminuye. 

De lo anterior ~e puede deducir que existe un efecto global que 
m~ditica el t~•año de las po:as metab&licas de !os esteroides¡ le 
causa de este efecto ?Uede deberse la alteraci&n de 
varios siste~as en:ifl.Aticos. 

Si supon•mos que esta alteraci~n provoca bloqueo en la 
transformaci&n de A a T, entonce~ se observar!a que las po~as 
metab&li¿as de A y d~ los esteroides anteriores de la v!a 
metab&licSI auinentarlan. Este supuesto se asemeja a los re!;u.ltados 
o~tenido~· Sin embargo, se observa una ''fluctuaci&n" en la po:a 
met~L&lic~ de A co\1 respecto al tiempo ~e cultivo, en la cual se 
aprecia u~a dismir1ucien a la~ 18 hor~d, aume1}to a las 24 y 
nuevamente una disminu~i8n a las 48 horas de cultivo, mi~ntras 



.._CAMBIO 

180 

140 

10 

60 

20 

o 
-zo 

-6 

-100 

PRl:GNENOLONA 

OIL-UCION 'JEL MEDIO CONDICIONADO 

l: 2 1: 5 1: 10 

T 1 E h' P O O E C U. L T 1 V O l horas t 

Figura 7.1. Porcentaje de combio respecto de los controles en la conc~traci6n de Prcgnenolona. 
El :!t.reoi !>ombrcadoi representa z 2 dc:sviBCioncs esttutdar de l.a media del grupo contro1. 



PROGESTERONA 

OILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

... CAMBIO 
1:2 1:10· 

180 

140 

·60 

-100 

TIEMPO DE C U L T 1 V O t horas 1 

Figura 7.2. Porcentaje de c-.bio respecto de 1os controle!l en la cmcentraci6n de Progcsterona. 
El fu-ca sombreada representa .! 2 desviaciones estindar de la media de1 gf'Upo control. 

•• <6 .. 



17-011-PROGESTERONA 

DILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

'l!.CAMBIO 

1:2 1:10 

180 

14 

¡r;r,,~!: 
;¡~~¿~4 -,, . 8

24 

-60 

_, 
TIEMPO O E CULTIVO lhorosl 

Figura 7.'3. Porcentaje de cambio respecto de los controles en la ccncentracit:n de 170H-ptogestt>:rona. 
El 5.rca. scnbreillda representa.! 2 desviaciones est!indar de la media del gnipo control. 



·I 

"re CAMBIO 

•• 
•• .. 

ANDRDSTENDIONA 

OILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

1: 5 

T 1 E M PO O E CU L T 1 V O l hor os 1 

1:10 

Figura 7.•1. Porc-=ntaje c!c CLUnbio re~pect:o de los con\:role!:> en ln concentraci6n de Andro!:t:cndiona.. 
El 6.rca san.breada representa .± 2 desviacio!leS est~..ndar de ln media del grupo cont:rol. 



TESTOSTERONA 

... CAMBIO OILUCION DEL MEDIO CONDICIONADO 

1;2. 1! 5 1: 10 

18 

140 

100 

60 

~· 
~~;±!~~~:: 

~u------c :36 

·I 
T 1 E MPO DE CULTI VOlhorosl 

Figura 7.5. Porecnt.aje de c<nbio resf't"Cto de !.os cont::roles en la cancent:rac:i6n de Tc!:t.Osterona. 
E.1 b.re.ZJ scxnbreada represent.a .!. 2 desviaciones es't&ndar de la med.ia del grupo ecri.trol. 



- 32 -

que en las otr•~ poz•s existe un aumento, y la T disminu~e· 
Lo 3r1t~1·ior harta suponer que •l efector causante de la variaci&n 
expr·esa su actividad dur•nte las primeras ~d horas de cultivo, y 
va per+di~r.dola durante las siguientes 24, de torrna que la 
produccier1 de esteroides termina volvi~ndose semejante a la del 
cont, .. 01. 

Es pu~ible que la raz!n de que las po:as de Preg, Prog y 17-
0l-4Prog •umenten, se deba a que- las enz:imas que intervienen en la 
triilnstor.naci6n de Preg a Prog y de f•rO!;J a 17-0HProg se encuentren 
funcionando su pl~r1a capacidad, en t.!:ll11tc; que t>l sis.tE-ma 
enzimAtico de 17-0HPi .. og; a A tenga u11a r&i.t.Ja tralisfor·macien, por 
lo que la po;:::a de 17-0HProg se1·!a muy peque~a. Si exist::.era una 
modificaci&ri e11 el sistema de transfor11Daci6n de A a T. esto 
explicarla la fluctuaci&n que se d• en la poza netab6lica de A· 

Como la mayorfa de los sistemas enzimAticos que intervienen en la 
esteraidogén•sis es oxidante, se padrfa c~eer que se vertan 
afectados debido a una falta de oxigeno en el medio, resultado de 
las condiciones de cultivo¡ sin embargo, p•rece que estos 
sistemas no se ven alterados, ya que como se puede observar en la 
producci&n de los controles y en los datos e~perimentales, la 
reacci6n modificada parece s•r una reducci6n (A a T)· 

Para comprobar lo anterior, ~s necesario reali:::..ar estudios del 
funcionami•nto de la cadena r•s~iratoria u otros que involucren 
reacciones de ftxido-reducciftn, en los cuales se pueda medir la 
cantidad de oxt~eno gastado y/o la producci&n de ATP· 

Otros estudios co1111plementarios • realizar sertan el de 
cuantificar la producci8n esteroidog~nica a las 12 y 36 horas de 
cultivo, con la finalidad de obtener resultados a intervalos 
i~uales de tiempo durante todo el estudio, realizar estudios 
acerca de la en~i•a involucrada dir·ectame-nte er1 lea tr-ansformaci8r1 
de A a T. ·as! como el de corroborar lo obtenido por otros 
•utores, quienes h•n reportado que a intervalos cor-tos de tie1npo 
(un mA~:ima de '5 horas), la concentraciln o producci&n de T 
aumenta (161 1 162). lo cual no esta necesa~iamente en 
conlradicci&n con nuestros resultados. ya que no definimos el 
compor~amiento de nuestro siste•a a tiempo~ cortos de incubacien. 
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VIII· CONCLUSIONES. 

l· Se obtuvieron fracciones enriquecidas en c6lulas de Leydig y 
Sertoli en condiciones adecuadas de pure:a y viabilidad. 

2. Se establecieron cultivos primarios de las estirpes celu1ares 
de Leydig y Sertoli en medios definidos, que permitieron el 
funciona•iento continuo de dichas estirpes celulares durante al 
menos 48 horas en estas condiciones. 

3. Se obtuvieron los MC c•lulas de Sertoli d tiempos 
diferentes y se prob6 su efecto sobre la dSteroidog~nesis en 
células de Leydig, determinando las concentraciones de cada 
d~ los esteroide~ intermediarios de la vta biosintética en sus 
•edios de cultivo• 

4. Se establecieron las condiciones 6ptimas para la determinacibn 
de cad• uno de los esteroides en los medios de cultivo, 
utilizando procedi•ientos de RIA espectticos. 

~. Se de•ostr6 la e~istencia de un efecto causado por los MC de 
las c•lulas de Sertoli, que provoca incre~ento en las pozas de 
Preg, Prog y 17-0HPro~, variaci6n la poza de A y disminucien 

la de T. 

ó. Se demostr6 que el efecto de los MC dosis-dependiente. 

7. Se encentra un efecto •As significativo para el ~C de 36 horas 
y en diluci6n 1:2 1 excepto par• la poza de 1 1 en la cual la 
diluci6n Aptima f"ue 1:5. 

s. Se demostr& la e~istencia de un patr6n en el cual observa 
que el efecto se presenta mAs claramente durante las primeras 2~ 
horas de cultiYo en presencia del "e, y parece ir desiapareciendo 
durante las 24 horas siguientes. 

9. Se encontr& que el sistema en:i~Atico alterado ?arece ser el 
que transfor•a A en T (17 hidroxiesteroide deshidrogenasa)• 

10· Se •encentre que es necesario •~pliar los estudios para 
determinar el lugar ~reciso y el mecanismo de acci!n de este 
efe e.to. 
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