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RESUMEN 

En las aves existen algunas evidencias que 

-funcional del eje hipot.ilamo-hipófisi~-gónada 

apoyan la maduración 

hacia el dia 13 de la 

etapa embrionaria y que set'Yalan que el testiculo del pollo en este 

peri'odo posee la maquinaria esteroidogén1c:a necesaria para que se lleve 

a cabo la biosi'ntesis de testosterona <Woods, 1987). Estudios "in vitre" 

en donde se utilizaron trozos de testículo de pollos entre 1 y 12 dias 

de edad posnatal demostraron que existe un aumento importante en la 

producción basal de testosterona en los primeros dias vida; las células 

en este período respondieron al estimulo con gonadotrofina cori6nica 

humana <hCG>; la respuesta decayd hacia el 

Mendoza y Romano, 1984). 

El presente trabajo tuvo como objetivo el 

déc:i mo di o3. <Pedernera, 

estudio de la influencia 

directa del Suero Bovino Fetal <SBF>, asi' como de las hormonas LH/hCG, 

FSH.y PRL sobre la funcidn esteroidogénica de las células testiculares 

del pollo recién nacido en cultivo. Se determinó la liberaciOn de 

testosterona al medio de cultivo en diferentes situaciones experimen­

tales mediante la técnica de Radioinmunoanálisis. 

Se encontró que la presencia del SBF (10%) en el medio de cultivo 

mantiene la capacidad de respuest·.a de las células a la hCG; sin embargo, 

cuando las ~lulas fueron incubadas en presencia de SBF + hCG, éstas son 

incapaces de responder a la hCG, lo que sugiere la induccidn de un 

fendmeno de regulación negativa en este último caso. Para evitar la 

influencia del SBF se probd cultivar las células en un medio totalmente 

definido <D"EM +Albúmina 0.1%) que permitió estudiar la influencia de 
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las hormonas hipofisiarias por separado. 

Se demostró que la presencia de LH/hCG, FSH y PRL en el medio de 

cultivo regula la esteroidogénesis de las células de Leydig, Estos 

efectos fueron dependientes de 1) la dosis d~ hormona administrada, 

2> el tiempo de permanencia de las mismas en el medio d~ cultivo, 3) la 

pureza de la hormona y 4) de la especie anim~l que proviene. 

Por último se observó que existe una interacción de la PRL y de la 

FSH con la hCG en la regulación de la esteroidogénesis, ya que ambas 

mantuvieron la capacidad de respuesta de las células a la hCG. Además la 

PRL incorporada al medio de cultivo junto con la hCG, tuvo un efecto 

si nergi sta sobre 1 a producción de testosterona ya que ésta -f Ltré mayor que 

cuando solo se puso hCG. 

Estos datos aportan información que hace posible la caracterización 

funcional de las células testiculares en etapas tempranas del 

desarrollo de particular importancia en las aves. Si bien no es posible 

con Jos resLtltados obtenidos hasta ahora ei!pl icar el mecanismo de acción 

de éstas hormonas en estas células, consideramos que los mismos 

demuestran la capacidad de las gonadotrofinas y la prolactina para 

modular la esteroidogénesis en el pollo recién nacido. 

Este estudio abre un campo a futuras investigaciones, ya que será 

nec:esario real izar experimentos tendlentes a la identificación y 

localizacidn de los receptores especif icos para cada hormona y la 

regulación de los mi&mos por la& hormonas homólogas y heterólogas, 

acerca de lo cual no existe información en la literatura. 

i 
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ABSTRACT 

EFFECTS OF hCG, FSH ANO PROLACTIN DN THE TESTOSTERONE PRDDUCTION BY 
CULTURED LEYDIG CELLS FRDM NEWLY HATCHED CHICKEN. 

Tl1L•re are sorne evidences thüt support the maturation of the 

hipot~lamu& - hypophy~i~ - gonade a::is since 13-c·~y-old chicl'. embryo and 

indicate that in this period the chick testes have developed the 

steroidogenic machinary for the testosterone biosynthesis <Woods, 1987). 

"ln vitro" studies CF't=idernera, Mendo.:::a y Romano, 1987> using pieces of 

chi el: lestes b~twc11 1 ancJ 1 :2 - posnale1l days sho¡..Jed an i mportant 

Jr1cre2sc ,r, tl1e lt!stosterone basal production in the first day;. that 

dec:lined around 10 days of life. The objective of the present work was 

to study tl1e influence of iot~l bovine serum <FDS> and hormor1es lil~e 

hCG, FSH and PRL on the steroidogenic fLtnction of developing cultured 

tl?stit cell$ from cultured newly hatched ct1ic:ken. We Ltsed the 

Radi oi mmunoassay. tec:hni qL1e to m~asure the amount of testosterone 

relensed into the culture medium. Medium containing FBS (10%) mantained 

the c.;tpac:ity of cells to respond to hCG, but when SBF + hCG were added 

to the culture medium, the c:ells lost this capac:ity suggesting that FBS 

prodec:ed a down-regulation phenomenon. Furthermore the cells were 

cultivated in defined medium CDMEM + Albumine 0.1X) to avoid the FBS 

i nfl uence. This cultL1re mediLtm let LIS to study the influenc:e of 

individual hormones on the testis cells. Presents results showed that 

hCG, FSH and PRL added to the c:ul ture medi Llm C:Ol..tl d modul ate Leydi g e el 1 s 

steroidogenesis. These ffects are dependent of the dese and time of 
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e">tposition of the c:ells to the particular hormone as wel 1 as of the 

purity and origen specie to eac:h hormone as it. was showed for FSH. 

Finally , ínteractions betwen PRL and hCG and FSH on the testis 

steroi dogenesi s was demostrated. Both hormones m¿\ntai ned the capaci ty of 

cells to respond to hCG. Moreover, the ~ddit1on of PRL plus hCG to the 

culture medium produced a sinergist effect on testosterone pr~duction. 

Prese11ts results suggest that p1tuit~ry hormones are involved in the 

function of tes~is en the neonatal period through a direct i n·f l uenc.:e en 

the cells of thís organ. The mechanism of action of this hormones on the 

di~ferent cells population of the testE~s remain to be el LIC i dated. 



LISTA DE ABREVIATURAS 

LH hormon~ luteinizante 

FSH = hormona folículo estimulante 

GnRH factor liberador de gonadotrofinas 

PRL = prolac.tina 

EHHT Eje-hipotálamo-hipófisis-testiculo 

SBF = suero de bovino fetal 
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INTRODUCCION 

Una de las características fundamentales de 105 organismos 

pluricelulares es su capacidad de dar una respuesta ulobal a un estimulo 

dado; esta respLtesta del organismo como un todo dobe de ser coordinada, 

es decir, debe e:: i st ir una adecuada re>l ación Ec-! ·lre los 121 ementos 

participantes tanto en espacio como en tiempo, 

resultado final sea el correcto y deseado. 

fin de OLte el 

En la mayoría de 1 os organismos SLlperi ores e:-: i sten dos f armas 

fundamentales de comunicación intercelular : el sistema endócrino 

y el sistema nervioso. Ambos sistemcts sP C<.:)mL1nican entre si por n1edio de 

men~ajeros químicos, el primero a través de hormonas-. y el segundo de 

neurotrasmi sores. En el sistema endócrino, Ltna gl ... "tndul a 1 ibera hormonas 

que pueden ~ctua1- ~obre las células u órganos situados en cualqt1ier 

sitio del cue~po. Las células efectoras están provistas de receptare~ 

específicos para c~da hormona <Snyder,1985). 

Un buen ejemplo de comunicación celular neuroendócr ino corresponde 

al 11 amado 

hipotálamo 

eje Hipotálamo-Hipófisis-Gónada 

sinteti:a un decapéptido, la 

<Fig. 1>, 

hormona 

en donde 

liberadora 

el 

de 

gonadotropinas <GnRH> y la secreta de una manera pulsátil dentro del 

sistema porta sanguíneo hipotálamo-hipofisiario. Después de alcanzar la 

hipófisis anterior , el GnRH se une a las células gonadotrópas 

estimulando la liberación de la hormona 1 uteini: ante <LH> y de le1 

hormona folículo estimulante <FSH> hacia la circulación general. La LH 

llega por la sangre a las células de Leydig, donde se une a receptores 

específicos. Esto lleva a la activación de la adenilato ciclasa y genera 

AMP cíclico y otros mensajeros que finalmente resultan en la secreción 
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Hypolhalamus 

Eslradiol Testosterone 

LH FSH 
Actlvln 

· Leydig cell 
@ 

Testosterone 

lnhibin ® lii!~, .... ., 

Follistalin('l> (.;''"'.11 

Activin,TGF/:18 r ,//!!A. 

lnhibln 
Folllstatln 

germinal 
cell 

Fig. 1 J.:je hipotálamo - hipSfisis - testículo. En este esquema se resume 
el oontrol hormonal de la función testicular. ( Tonado de la revisión 
de Shao-Yao Ying, 1988. Endocrine Review.) 
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de andrógeno$. Estos andrógenos a su ve:: tienen la capacidad de modular 

la secreción de las gonadotropinas de la hipófisis anterior a través de 

un mecanismo de retroalimentación. 

EJE HIPOTALA~;O-HIPOFISIS-GDNADA 

a) Células de la hipófisis anterior 

La hjpófisis en Ltn corte s~gital. está sep~rada p~r dos lóbulos, 

Lino ante1-1or v otro postr~rior. El lóbL1lo anterior se sabe que produce en 

la r~ta seis diferentes hormonas. E::isten evidencias que indican la 

e::islcncj,r, de diferente!:'.· tipo~ dP. c:1~-'lL!lC\!:: parL'\ la produccit~Jn de éStC\5 

hormonas, con una posible excepción para la5 gonadotropina~, que dan 

nombre a las células productoras que son llamadas gonadotropas. Para los 

fines de este trabajo sólo no~ referiremos a las células conocidas como 

mamotropas y gonadotropas, ya que éstas tienen como -función la secreción 

de las hormonas tróficas: 

hormona luteinizante. 

prolac:tina, horn1ona folículo estimulante y 

Las células· lactotropas o célula$ produc:toras de prol act i na 

predominan en las célLtlas hipofisiarias de las hembras con c:rías 

lactantes; son menos numerosas, pero a.Ltn abundantes en la hipófisis de 

hembras que están ciclando y menos frecuentes en hipó-fisis de ratas 

machos. 

Las cél Ltl as gonadotropas son c:él Lll as grandes, redondas que 
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contienen gránulos de secreción de ••.:200 nm los cLtales son tipicamente 

menos osmiofílicos que los gránulos de las mamotropas. Algunas células 

gona.dotropas con ti en en pobl aci enes de gráriLtl os mayores (4(10-500 nm> 1 os 

cuales son difíciles de Tijar en Os04, 

Tijación ~on glutaraldehido. 

pero sen bien conservadas por 

De acuerdo a evidencias inrnunocitoquimica5. ambos tipos de gránulos 

son 9ecretores, conteniendo ~l mac:en~das las hormona~ gonadotrófica~. Se 

han encontrado varios subtipos de células gonadotropas utili:ando la 

microscopía y la inmunocitoqLtímica. Es probable qur? e:~istan variantes 

funcionale~ dRl mjsmo tipo de células o diferentes tipos celulares, 

uno re$rJons2blv de la formaciór1 d~ FSH y otro de la LH, qLte no se ha 

demostrado tod~vía por lo que en ~l pres~nte no r·stá clero si ambas 

gonadotropin~s son µroducidAS por la misma célula o por diferentes tipos 

c:elul ares. E::isten evidenc:ias inmunoc:itoquimjcas en ratas y en humanos 

que indican la presencia de LH y FSH er1 la misma cólula, sin embargo 

estos estudios se llevar·on a cabo utilizando anticuerpos generados~ un 

gr upo de hormonas que ti en en un poli pépt ido en comt.'.ln, la subLtni dad alfa. 

Más recientemente se hicieron estudios c:on anticuerpos específicos 

para la subunidad beta, 

CTi:~ier Vida!, 197'5). 

pero el 
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b) Estructura quimica y mecanismo de acción de la hormona liberadora 

de gonadotrofinas <GnRH> 

La secreción de las horn1ona& luteini:ante y ~oliculo estimulante 

por las células gonadotrópas es Ltn fenómeno desencadenado por la acción 

de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH); esta hormona es un 

decapóptido de origen hipotalámico cuya secuencia de aminoácidos eE la 

sigui ente: PGl L1-Hi s-Trp-Ser-T i r-Gl i -LeL1-Arg-Pro-Gl i -NH2. Este 

decapóptidc difiere en la posición ocho con el dccapép~ido que se libera 

en el pollo, ya que se ha visto que contione el amino~cido Glu en lugar 

de A1-9 (!(ing,198~). 

Estudios reali::ados en la rata con hormona iodinada han encontrado 

la e}:istencia dr? rE>ceptores a GnRH en membranas hipofisiarias, los 

c:ualeo;;: pertenet:E-'n a una sola población y presentan una alta afinidad 

(Clayton Y Catt, 1981). Sin embargo, también estos receptores han sido 

encontrados en gónadas, placenta y corte: a suprarrenal. En el ovario, la 

GnRH inhibe la dif-ercnciación y la es;teroidogénesis inducida en las 

células de la granulosa por acción de la FSH, así mismo suprime la 

respuesta de lE!.s c:élL\l as luteinicas a las hormonas luteotrófi cas LH y 

PRL En el testículo, inhibe la producción de andrógenos CestimLtlada 

por la LH/hCG), asi como la acción de FSH, PRL y hormona de crecimiento, 

en cuanto a la inducción de receptores a LH (Hsueh, 1983). 

Por otro lado, la GnRH es capaz, por si misma, de estimular la 

esteroidogénesis, tanto en 1 as células de Leydig aumentando la 

producción de testosterona CMoger, como en las célLtl as de la 
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granulosa de ovario, aumentando la producción de progesterona CWang. J., 

1988). Estas acciones periféricas las lleva a cabo una mol éc:ula 

semejante al GnRH que se produce en las gónadas y en la placenta. 

Se ha obF.ervado que la administración pulsé.ti l de GnRH mantiene la 

respuesta hor-1•1Dnal de 1 as c:él ul as gonadotropas a un nivel constante y 

que dos pulsos dados con un intervalo de treint~ n1inutos tienen un 

e.f ecto poten e i .:i.dor en si mismo=. Este .fenómeno potenci i'ldor posiblemente 

se debe a que 1 a GnRH promueve una mayor provisión de LH y FSH para 

ser secretada, movili~ando las rese1-vas de hormonas durante la primera 

estimulación, le que haria que para la Eegunda respueeta se disponga de 

un maynr nt'tmern de gr.i1nulot; p;q-¿, sE.r· scc1·-vlC1clc1=.. <F·icl:c>r1ng y FinL, 1c176, 

1977) • 

En l;::. figura 2 se QSquemati:a un posible mecanismo de acción de 

la GnRH sobre la liberación d~ Jas gonadotroi1nas en el cual l .:i. GnRH 

se une al receptor <R> y se verifica una microagregac:ión de los 

receptores que origina la nt:tivación de la proteina G 

activa a la enzima fosfolipasa C o fosfodiesterasa 

promueve la hidrolisis del difosfato de fosfatidil 

(G) que a su ve= 

<PDE). La PDE 

inosi tol <PIP2l en 

i nos:i. tol tri fosfato CIP3) y diacil gl i e crol <DG), esto trae como 

consecuencia un movimiento en el reciclamiento de la fosforilacidn del 

fosfatidilinositol (F'!) en sus derivados mono-CF'IP> y di-fos.forilados 

CPIP2>. El IP3 interact1.:ta con la membrana del .retículo endoplásmic:o <RE> 

permitiendo la salida de Calcio (Ca) del RE al citosol, esto corresponde 

a la primera fase del incremento de la concentracion de calcio. Por 

otro lada, el OG activa a la proteína cinasa C <Pl<-Cl , además de 

movilizar al ácido fosfatidico <APl que activa a la f osfol i pasa A2 

<PLA2l con la consecuente liberación del ácido araquidónico (AA) hacia 
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el citoplasma. El AA es transformado por la 

5-hidroxi-eicosatetraenoico (5-HETE). 

lipo-oxigenasa en el ácido 

Por otro lado , s~ abre un canal de calcio probablemente por la 

intermediación de la P1:·-c y se presenta una entrada masiva de calcio 

del e:~teri or seg Linda fasü del aumento de la 

concentración de calcio. Este incremento del calcio intrac~lular activa 

el sistema de la cRlmodulina. Los sist~m.:is de l .c.s c1 nasas 

activadas fosforilan a las prote1nas que constituyen el si gLli ente paso 

de los mecanismos de secreción y 

célula gonadotropa. 

s:l ntesi s 

For Lllt111rc•. ¡:: • .:..1·¿, la secreción de lci~. 

que estimL1la el GnRH en la 

mov1 l izan 

los gránulos que CL•nt i en en membrñna plasn1ática por ~l 

reordenamiento de los microf1lñmentos, ron la participación del calcio y 

el AMF'c:. El nuc: l eót ido c1clico se forma por la activaci~1n di:? la 

adenilato ciclasa presente en la membrana de los gránulos. Al ponerse en 

contacto 1 a membrana del gránulo CC•n 1.a membrana 

la exocitosis. 

~7-. 

plasmática :e produce 
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Fig. 2 Mecanismo de .1cci0n del (jnR.1 f sohn; Jo Ji h,...r,,r.i.ón do: r;on-idotrofinas. F. lalx>roclo a partir de los · 
trabajos de los gruPos 'enc.3bc:-:._1do~3 por r:0r1Tt~ ·?·1,1or, l"ink, Catt y Cronin. 



1 
i 

1 

1 

1 

1 

i 

1 
~ .. 
¡..-. 

ESTRUCTURA QUINICA DE LA LH/hCG Y FSH. 

Las gonadotropinas , hormona luteini~ante <LH) y la hormona folículo 

estimulate (FSH> de origen hipofisiario, la her.nona gonadotropina 

c:oriónic:a humana ChCGJ de origen placentario, y t..:i.nbién otra hormona, 

estimulante del tiroides (TSH) , constituyen un~ f~mili~ de hormonas 

glLIC:Oprotei ca~ c:onsti tuid.:<s par dos c:adE?nas de· ami no~1ci dos c:onoc1 dos 

como cadena alfa y beta. El nt:1mero de aminoácidos para cada una de 

ellas, asi como el peso de la molec:uJa completa se muestra en el cL1adro 

siguiente CRyan, J. y cols, 1988)t. 

Gl Lle o- Peso Am1noacidos 
proteín.:1$ Molecular Alfa .Peta 

LH :?.9 ,416 92 114 

FSH 32,603 92 118 

hCG 38,63'.:. 92 145 

TSH 30,461 92 11 B 

Desde el punto de vista evolutivo, se ha propuesto qLte todas 1 as 

subuni da des de las hormonas. glucoprotéicas de 1 " l"1 i póf i si s en ¡ 

vertebrados evolucionaron desde una molécula ancestral comt.'.1n que da 

origen a dos tipos de moléculas, alfa y beta, las cuales evolucionaron 

dandO hormonas diferentes. Así se han identificado dos gonadotropinas 

diferentes , tanto en anfibios, aves, reptiles como en mamíferos <Pierce 
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y cols, 1981). 

Por estudios de la estr~ctura primaria de éstas gonadotropi nas, se 

sabe que estas hormonas son heter.odl meros constituidos por dos 

subunidades, la alfa y la beta , las !=uales Sf? encuentran unidas por 

fuer::.;1s no covalentes. La SLtbunidad alfa e:- comt'.1n p.;>.r;.\ todc1s 

hormonas y muestr~ una considerable homología de una especi~ otra. En 

cambio la subunidad beta es diferente para la LH , FSH y TS!-1. La~ 

subunidades beta de la LH y la hCG son altamente homóloge\E"o (85 X> en sus 

primeros 114 residuos,pero la subunidad beta de la hCG difiere en que 

ésta contiene una e:ctensión carbo::i lo terminal ri e~ E?-n residuo: de 

serina y prolina. Ambas subunidades son ccdificAdas i>ur- genes separados 

y cada una tiene su propia secuencia. 

La prescincia de la subunidad alfa, común para la LH y hCG y la 

alt~ l1on1ologí~ e::i5tente entro l~s cadena$ beta d~ 

nos ofrece una base química para entender la actividad 

est~$ hormonas, 

bjológ1ca común 

que compartc:>n esti'\s hormonas. Ademés se conoce que las carbohi dratos 

presentes en éstas hormonas son indispensables para su 

qLle se ha 

actividi\d 

visto que biológica y no as:C para SLt unión al receptor , ya 

la daglicosilación tanto de LH, hCG, FSH ó TSH no interfiere en la 

unión a su recptor especifico, pero s:C en su actividad biológica tal 

como la estimulación de la adenilato ciclasa y la 

CRyan, 1987, 1988). 

esteroidogénesis 

EHisten evidencias que demuestran claramente que la subunidad beta 

esta directamente involucrada en la unión al receptor y que demuestran 

el rol esencial de ésta tanto en el reconocimiento como en la 

transducción de la seNal. Experimentos de competencia y de acoplamiento 

cruzado set'falan que cuando se aisla la subunidad beta de la subunidad 

-10-



al:f'3 1 ésta se une al receptor, y que los fragmentos pept:ídicos de la sub 

unidad beta además de unirse al receptor, son capaces de promover la 

producción de testosterona (Ryan, 1987) • Sin embargo, otros autores 

sehalan que esta actividad hormonal es expresada únicamente si e:~ 1 ~te 

una fuerte 1nteracción especif:ca , no covalente entre ambas subunid?des 

alfa y beta <Pierce, 1981). 

s~ ha sugerido la posibilidad de que la subLtnidad beta se una al 

receptor especifico y que la subnidad alfa se internalice dentro de la 

célula o se internalice dentro de la membrana plasmática p.::ira la 

estimulación de la adenilato ciclasa. Este mecanismo podría e::plicar la 

fu11ción de 18 subunidad camón (alfa) con el concepto de.- una subuni dad 

''unidor·a'' y ur1a ''a~tivadora'' similar a la propueata para algur1~s to::ir)as 

de plantas y bacterias <F'i erce, l 98 l) ' pero al.'.tn no existen datos 

concluyer1tes que apoyen esta ll1póte$i~. 

Por último, también se ha reportado que la cadena beta de la LH , 

altamente homéolog.:1 a la de hCG, es cap¿¡:: de promover la producción de 

testosterona, activando los receptores a LH en las células de Leydig 

<Charreau , 1980>. 
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BIOSINTESIS DE ANDROGENOS 

La célula de Leydig, locali=ada en el tejido .intersticial del 

testículo, es la mayor fuente de andrógenos en el macho. Extensos 

estLtdios han mostrado que la testosterona es una hormona producida y 

secretada por los testículos hacia la circulación sistémica .. 

Las fuentes principales para la biosintesis de los andrógenos en el 

testículo son la Glucosa y los ácidos grasos, que provienen del plasma y 

atraviesan libremente la membrana celular, transformándose en acetil CoA 

por acción de la piruvato deshidrogenasa en ~l caso de la glucosa y por 

la vía c!E• 1 a beta-o:: i daci é·n dec> 1 os ácidos grasos; ambos oventos se 

llevan a cabo en l~ mi toc:ondri al. Debido a que! la membrc3na 

mit.ocondri.:-.1 e;, impermeable a la acetil CoA, ésta sale de la mitocondr1a 

posiblemente vía eu formación a cjtrato c·l cual acarrea grupos acetil 

a través de la membrana mitocondrial interna hacia el citosol CFig 3> 

MITOCONDRIA CITOSOL 

citrato citrato 

acetil '::/ ~º"'" CoA 

O}tal acetato ox al acetato 

·~ / 
Piru¿o Piruvato <Fig. 3> 

Una vez en citosol, el acetil CoA y el acetoacetil CoA sintetizan 
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la. 3..:..hi·droxi-3-:-metil-glutaril CoA <HMGCoA) por la acción de una ·enzima 

sintetasa C3-hid;...Óxi-3-metil-glutaril CoA). La HMGCoA es reducida 

posteriormente a mevalonato por otra enzima, la HMGCoA reductasa. El 

mevalonato con ti n~ta 1 a ruta bi osi ntéti ca hasta la 

colesterol, generando meta.bol i tos intermedios c:'"lmo el 

formación de 

esc:ualeno y el 

1 anosterol. Di cho col esterol si nteti ~ado ó el prO'.-'E·ni ente del pl ¿-1sma es 

esterificado rápidamente con ácidos grasos ~· acumulado en gráriulos 

lipídicos a partir de los cuales puede ser hidroli~ado por ester asas 

citoplasmáticas que proveen de esta forma más colesterol libre para ser 

utili:.:ado en la biosíntesis de e!:..teroideE' CFig.·4J 

Mucho del c:olesterol en la cE':-Jul~ de LP.ydig probablemente-· ~e· deriva 

d1!l acetato y no del col estc:"rol circular1~0. En l~ célL1la de Leydig el 

colesterol se er1cue11tra en forma libre y esterific~da y la hidrólisis de 

los ésteres de colesterol y SL1lf~to de col~sterol ocurre bajo la 

influencia de la LH. El mecanismo por el cual la LH estimula la síntesis 

del esteroide en el testicL1l o probablemente se debe a un aL1mento en el 

transporte del colesterol a la membrana interna mitocondrial para que 

la enzima qLte rompe la caden.:'I lateral del colesterol actUe sobre este. 

Independientemente de la procedencia del 

! legar directamente del espacio ei:trac:el ul ar, 

mitocondria hasta las crestas de la me1~brana 

colesterol 

éste 

interna en 

que 

entra 

puede 

., 1 " 

donde se 

encuentran las 20 y 22 hidro:-: i lasas, las cual es rompen la cadena lateral 

del colesterol dando como resultado la ~ormación de Pregnenolona. Se ha 

propuestD que 1 a ruptura de esta cadena es a su vez regulada por la 

LH en el testículo del adulto , mientras que en la vida embrionaria es 

activado por la gonadotrofina c:oriónica humana de origen troTobléstico. 
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<Vease rev. de ~oza, y c:ols., 1988). 

Una vez Que esta escisión se lleva a cabo, la pregnenolona 

resultante migra al citoplasma en donde puede seguir dos rLttüs para la 

formación de testosterona. La conversión a testosterona se lleva a cabo 

en ~l retículo endoplásmic:o liso y requiere de la acción de 5 en=imaE 

<Fig.4) 

l...CI conversión de pregnenol onil, a progesterona involucra la 

a-·ción dos en=i mas mi crosomal es: d'-3~-hi droNi esterol de deshidrogenasa y 

la 3-c:etoesteroide 64-b3 -isomerasa que utilizan 

hidrógenos. 

NAO como aceptar de 

La progesteron~ eE posteriormente conve?rtida 

17~hidro::ipro~~e~~teron"" , pP-ro dE>bi do a que esta reacción se 11 eva 

muy rapidamente , e:; i st~ poca acumulación en el test i culo. Este 

asteroide es L1n sustrato para la C17-2ú liasa la cua] remu~ve la cadan~ 

de dos carbonos:. para foprmar androstenE?di ona, 1 a cual es convertida a 

testosterona por la en:= i ma 1 7 ~ -hi dro>:i esteroi de deshi drogenasa. Est~ 

biotransformación se conoce como ruta Pelta 4, y es probablemente la 

ruta preferida para la biosintesis de testosterona. El C<imi no 

altern.;itivo es l.;i ruta Delta 5 en la cual la pregnenolona pasa de la 

mitoc:ondria al reticL1lo endoplésmico liso para que se lleve a cabe• una 

hidro:~ilación y formar cisi la 17o< -hidro~~ipregnenolonci y a través de 

otras enzimas biotrans-formarse en testosterona. CFig .. 5) 

A partir dr los hallazgos de Le Rey C1948) acerca de la existencia 

de una sustancia extraída de las gónadas del embrión de pollo, la cual 

muestra propiedades andrOgenic:as en un bioensayo, otros investigadores 

se avocaron al estudio de 1 a esteroidogénesi s "in vi tro" e 11 in vivo" en 

testículos de pollo a diferentes edades~ Asi se mostró que los pollos a 
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Fig. 5 Biosíhtesis de testosten:ina en testículo. Enzimas que intervienen : 
(1) 20"'-Y 22 p esteroide hidroxilasas y 20,22 esteroide liasa. 

(2) 17o<.. hidroxilasa. 

(3) A' - 3 {?' hidroxiesteroide deshidrogenasa y 3 ceto esteroide 

IJ.,_ A5 
- isanerasa. 

(~) 17p hidroxiesteroide deshidrogenasa. 
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los 12 días de la etapa prenatal CNakamur~, 1972> a los 2 días de vida 

posnatal (Conell, 1966), a los 15 días de vida posnatal y en la etapa 

adulta (Galli, 1972 1 1973> poseen la maquinaria necesaria para que se 

l le>\'e a cabo la síntesis de testosterona a partir de acetato v!a la 

forn:ac:ión de pregnenolona. 

síntesis de testo~terona 

Esta sigue dos rutas diferentes para la 

<Nat-amura, pero el hecho de que 1 a 

la testosterona en esta esp~c1e e~ cbr1 peca frecuencia convertida en 

androstenediona nos indica que el producto terminal en la 

esteredoidogénesis por el tL·stíc:ulo del pollo es la testosterona. 
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MADURACION DE EJE HIPOTALAMO - HIPOFISIS - TESTICULO 

Durante los estadios tempranos en el desarrollo del eje endócrino 

en vnrtebrados, los componentes glandulares de estos son aL1tó1.omos en su 

crecimiento, diferenci~c:ión y actividad, y es solo mas t~:-de, en la 

etapa embrionaria qL1e ocurre la integración funcional entre ellos 

(Woods, 1987). E:-:isten evidencias que apoyan un proceso de madLtración del 

Eje Hip6talamo - Hipófisis - Testículo ( EHHT > en aves, en el que se 

puede apreciar una primera etapa de inde¡Jende~cia funcional de sus 

compcner1tes y otra a partir de l~ segunda mit~d de la etapa fetal, donde 

se establecpn la6 interacciones den1ostradas en el Adulto CWond$. 1977>. 

En el embrión de pollo, la Llnidad hipotc!1},ó1mo hipt~•fisis es 

funcionRlme~te m~dure hacia ol di~ 13.5 de desarrolJo enibrionarjo: las 

terminaciones nerviosas de neuronas hipotalémicas se obsE.!rvan por 

primera ve= en el día 7.5 - 8.0 de incubación, éstas incrnmentan en 

número y penetran a la capa externa de la eminencia media en el día 9.0. 

Los vasos sangu!neos empie;:an a invadir la adenohipófisis hacia el día 6 

de desarrollo, quedando formado el ple:.; o vascular portal hi potal amo 

hipofisia1-ío el día 12.0. Estos hallazgos muestran qL1e los 

pre1-requisitos anatomices para la comunicación hipotálpmo - hipófisis se 

establece hacia la mitad de la gestación (Woods, 1977). 

Respecto al desarrollo funcional del EHHT se ha visto que en el 

embrión de pollo la producción de gonadotropinas por la adenohipófisis 

inicia su regulaci.ón en la producción de andrógenos testiculares a los 

13.S dias de incubación, lo que se manifiesta por una elevación máxima 

de los niveles de testosterona en el plasma a esta edad. Antes de este 
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tiempo, la síntesis de andrógenos po.r los testículos es autónoma <Woods, 

1977,1987; Pedernera y Gomar, 1984> encontrándose que ésta se inicia a 

los 3.5 dí.as de incubación en lás células indiferenciadas <Woods, 1974). 

Por otro lado, varias observaciones han implicado al hipotálamo en 

la regulación de la unidad hipófisis - gonada. Se ha visto que en ambo~ 

se:: os, la GnRH es i nmunoci toquí mi c.:1mente demostrable, 

primeramente en el cuerpo celular nervioso <Pericar1a) del 

apereci endo 

infundí bulo 

hipotalámico en el dí.a 5.5 del desarrollo. Por el día 7.5 los axones de 

éstas se pueden locali=ar en el hipotálamo anterior sobre las ramas del 

ple::o capilar prim,;i.rio de la eminencia media <Woods, 1987). También se 

h~1 visto que c-?l estradiol mar-cado unido al pericario hipotal13mico en el 

día 10.0 alcan::a el ple:~o 

12.0 del desarrollo. 

vascul i\r hipotalamo - hi pof i si aro en c-J dí~ 

Otra$ observaciones qu8 sugieren una independencia de la hipófisis 

respecto del hipotálamo en estapas tempranas son el transpl ante de 

hipófisis a la membrana corioalantoidea <CAM> y la adición de L/i/hCG a 

embriones hipotálamo - hipofisectomizados, los cuales restablecen los 

andrógenos testiculares a niveles similares a los encontrados en 

embriones intactos de 15.5 días de incubación <Woods, 1977, 1987). 

Estudios en rata han demostrado que el EHHT es estimulado al 

momento del nacimiento, ya que los resultados obtenidos por Corbier y 

c:ols, (1978> indican que dL1rante el primer d:l.a de vida e~:trauterina, el 

crecimiento testicular fue más rapido que el observado en 1 as l'.\l ti mas 

24 horas de vida fetal. Estos hallazgos coinciden con los reportados por 

Esuc:hi y Mori kawa, 1968 los cuales 'observaron 

aumenta ligeramente mas rápido entre el dia 22 
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post-parto, que entre el lapso del día 21 y 22 fetal. 

Por otro lado también se ha demostrado en la rata que en el período 

posnatal, la secreción de testosterona disminL1ye a partir del primer d!a 

del nacimiento, comen=ando a incrementarse otra ve~ hacia el día 21. 

Pederner~, Mcndo:a y Romano. (1984> han demostrado que er1 el pollo 

e::iste un BLlmenta del pe5o corporal asi como testicular durante el 

período neonatal; la secreción de testoeterona del te=::t!c:ulo también 

aL1menta en los primeros d!as del período neonatal para decaer hacia el 

décimo día de vida. Además observaron que en todBS las edades 

comprendidüdas entre ~ y 12 dias posnatales, los pollos responden al 

estjmulo cor. gonadotropina coriónica, 

medida que avan=~ le cd~d del animal. 

DESARROLLO OEL TESTJCULO 

a> Desarrollo morTclógico. 

pero el incremento es menor a 

Un evento crucial en el desarrollo testicular es la diferenciación 

de 1 as cólL1l a~ secretoras de esteroides, las células de Leydig, en el 

compartimiento extracordal. Estas células se di4erencian poco tiempo ¡ 

después de qL1e los cordones testiculares se han formado. 

Debido a que se diferencian de la misma masa celular <Blastema> de 

la cual surgen las célL1las de Sertoli, varios autores han propuesto un 

origen común de estos dos tipos celulares. Así, algunos autores han 

sugerido que el Blastema es de origen mesenquimal <humanos y cerdos>, en 
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tanto otros han sLigerido un origen mesonéfric:o <ratón, conejo, humanos y 

ovejas ) • 

Las diferencias entre gónadas masculinas y feineninas en embriones 

de pollo pueden dQmostrarse en base a sus carac:teristicas morfológicas a 

los seis días de incubación. Et:isten dos teorías acerca del 

las células intersticiales en esta especie : la primera que 

origen de 

indica qL1e 

el precursor de estas células se forma en el estroma y eE por lo tanto 

de origen mesenquimataso <Narbait~, 1966> y la segunda que sugiere que 

el precursor de las células de Leydig se forma dentro de los cordones 

testiculares, y desde ahí migran hasta Eituarse en el estroma, lo qL1e 

<Scherbi 197(1) • Este Lil timo autor 

enc:uer1tra que dichas células precursoras ( en embriones de 7 días ) 

tienen características basófilas, 

endoplasmic:o rugoso y liso, con 

con ribosomas, 

inc:lL1sione:. 

poco 

lipídica:. 

retículo 

y con 

mitocond1-ias con crestas laml:!lares en un nltmero pequerio e irregLtlar. 

F'or otr·a p~•1-tc~ se ha demostrado qLte el testiculo de rata contiene 1 

dos pobl ac:i ones de células de Leydi g, 1 as cual es fueron separadas por 

gradientes de Metrizamida, y a las que se les denominó población fetal 

<I> y adulta (!l). La población I aparece en ~l testículo de la rata en 

el t:1ltimo tercio de la gestación y declina durante los primeros 10-15 

días de vida posnatal; la generación adult.:i se increment.:i de una manera 

gradual dospués de este tiempo (Lording, 1972>. 

En estudios morfológicos realizados en embriones de pollo de 17 

días, <Aguilar, Romano y Pedernera, 1981) muestran que en esta 

cordón seminífero y el tejido intersticial se encuentran bien 

etapa el 

definidos 

en su desarrollo , y describen además la e>:istencia de tres 

celulares en el tejido intersticial < I, II, III ). 

tipos 
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Las células tipo I con forma de fibroblasto se encuentran cerca de 

la membrana basal del cordón seminifero, tienen citoplasma en forma de 

huso con abundantes prolongaciones y mitocondrias ovales con crestas 

!amelares, retículo endoplásmico rugoso oc:asional y ausencia de retículo 

endoplásmico liso. Su núc:leo e~ redondo con cromatina 

periiéricament~. 

condensada 

Las células tipo 11 <transicionales) 1 oc: ali =ad as alrededor de los 

cordones sexuales, presentan forma de huso, núcleo elongado, menos 

prolongaciones citopl~smáticas, mi tocondri as con crestas tubulares o 

vesiculares y mitocontlric::i.s con crest,;:i,s !amelares que aLtn coe:-:isten en la 

misma ct.JJu].:,, Cr:;nl1c·r1Pn poco REL., L•n pron1in~ntc.~ aparato dE~ Golgi ).'una 

cantidad menor d~ pclisomas. 

Las células tipo III (ó de Leydig> forman islotes separados del cor 

dón seminifero y ci~ la células tipo r y 11. Son redondas o poligonáles 

con nLtcleo central y pocas prolongaciones citoplásmaticas, contienen L..1n 

gran nLtmero de got.;1s lipídica!:- en SL• citoplasma y sus mitocondrias son 

de forma oval o redonda con crestas tubulares o vesiculares abundantes y 

el reti culo endopl ásmi co liso se encuentra bien desarrollado. 

b> Desarrollo ~uncional 

La esteroidogéneis testicular tiene dos fases 

vida la primera se presenta en la vida fetal. 

activas durante la 

Dependiendo de la 

especie el pico de actividad fetal se encuentra cercano a la mitad de la 

gestación <humanos> o al final de ésta <roedores>. Esta actividad 
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contin~1a (roedores> o se r.eactiva· (humanos y priinates) durante 1 a vi da 

posnatal inmediata, pero permanece quiescente hasta la pubertad. La 

segunda fase de actividad esteroidogénica se inicia en la pubertad y se 

mantiene durante l~ edad adulta CHuhtaniemi, 1984> 

Estas vari.o:.c::1nnes en la e~-teroidogénesis se correlacionan con la 

morfología evolutiva de las células de Leydig, las cuales aparecen 

en dos fases de crecimiento como fur"' P.::plir:ado en el ap~•rtado anterior. 

Woods, 1977 y Guichard, 1973. ' demuestran que en el embrión de 

pollo, las gónadas se encuentran ya diferenciadas a los 8 días, tanto 

morfológicamente como funcionalmente, ya que a esta edad el embrión es 

capa~ de producir testos.terona er1 pf:>qut>fias concentr.r1c1 one:: .• 

hal 1 azgos son apoya.jos por los tra.bajos de Chieffi, 1964 y Narba1tz, 

qui ene<:c e>ncuentran ac:t1 vi dacl en=imática de la 1963. ' 

A5- ;:; ~ hidro:: i esteroi e.Je deshi d1-ogenasa asi como la pres.encía de 

lipidos en esta edad. 

Pedernera, Mendo;:a y Romcino, (1987> en L1n estudio realizado con 

fragmentos testiculares de pollo a diferentes edades <nacimiento - 12 

d:I: as ) reportan aumento tanto en el peso corporal como en el 

testicula.- durante este periodo; y Lln aumento en la producción basal de 

testosterona en los primeros días del periodo neonatal el decae 

hacia el décimo dia de vida. En todas 

respuesta al estimulo con Gonadotropina 

disminuyó a medida que avanzaba la edad de 

1 as edades se observó L1na 

cori óni c:a C hCG > , la c:Ltal 

1 os animal es. Después del 

nacimiento se ha visto que la producción basal de testosterona medido 

por radioinmunoensayo en el medio de incubación es cuantificable durante 

los primeros 12 días posnatales, alcanzando un pico má>:imo de producción 

de testoste~ona hacia el sexto día CPedernera, Mendoza y Romano, 1987). 
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Estos hallazgos coinciden con los datos aportados por Tanabe y Cols, 

(1979) ''in vivo'', donde se describe en el pollo un pico de testosterona 

en plasma hacia el séptimo dia posnatal, asi como L\n aumento en 1 os 

niveles plasmáticos de LH hacia el tercer di a, el cual posteriormente 

decae. Por L1l timo estos mi $m:1s .aLttores sef'lal an que dL1rante 1 a evolución 

del espacio pericordonal, se observa que las células tipo I y las tipo 

111 ti enE'n SLt má:: i mo dese1t-- rollo en E-1 s~gur1do dia del nBc l mi en to, y 

tienden a disminuí~ conforme avanza la edad. 

Estos resultados llevaron~ la conclusión de que en el 

período posnatal las células de Leydig del testículo del pollo poseen 

t.:tudi os re•al i:: aclo5 1 

en rata han mostrado r-esult~ctQs mo1-fológicos y funcionales del testículo 

muy similares pero no igLtRles? los encontrRdos en el pollo ya que 

e::isten diferencias, fundamentalmente temporales. Chese y Payne(19B3> 

demuestran la e:{istenc:ia de dos poblacione<::; de célLtlas de Leydig ( I y 

IJ ) en lAs r~tas rncién nacidas, las cuales pas~en la capacidad de 

producir andrógenos , sef'falando que dicha capacidad fué mayor para las 

cel ul as tipo 1 en las ratas inmaduras y el fenómeno opuesto en ratas 

maduras. Desde el punto de vista funcional, Hutaniemi y c:ols<1982) 

mostraron qLle en la rata, la producción basal de testosterona, asi como 

la respL1esta a hCG di smi nLtyen entre el 2o~ y 150. di;( de vi da 

posnatal. Observaron en el 150. día una pérdida de la capacidad de 

respuesta a la hCG ''in vitre'', lo cual coincide con la disminución del 

porcentaje de células intersticiales que se encuentra hacia el mismo 
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LH I hCG V SU RELACION CON LA FUNCION TESTICULAR 

Durante el de~arrol lo prenatal de los mamíferos, se encuentra una 

hormona que tiene efecto luteotrópic:o, secretada por la placenta, 

conocida como gonadotrofina coriónic::a, la cual ju~ga un papel in1portante 

en el desarrollo y función testicular de estos cir1imales, pr i ne i pal n1ent e 

en cuanto a la secreción de te•tL•sterona por la~ células de Leyd1g. 

El testículo en desarrollo es capaz de producir cantidad es de 

testosterona similares a las del adulto y este hecho coincide con el 

pico de má::im.=1 secreción de hCG placentario, s1endo los niveles de LH 

en esta etapa despreciables. También SE· conoce 

las célul~s de Leydig en el testiculo fetal s1gu~ una activación de la 

esteroidogénes1s. Se ha visto que cuando la s1?crec1ón de esteroides es 

má}:ima, los niveles de receptorE"s. °"' LH en el test.icL1lo fetal, 

también un má:-:imo y simultáneamente el testic:ulo fetal presenta una 

má::1ma ret;pL1esta a la es.timLtlación con gonadotroiinas "in vitro". 

RECEPTORES A LH/hCG 

Los efectos de LH I hCG en la célula de Leydig se han clasificado 

en rápidos , aquellos que se presentan a los pocos minutos de la adición 

de la hormona y lentos, de carácter trófico, 

proteínas. 

que implican síntesis de 

La unión de LH/hCG al receptor especifico, una gl i coprotei'na 

dimérica que forma parte de la membrana de la célula de Leydig, inicia 

una cascada de eventos que incluye activación. de una enzima mitocondrial 
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que tiene como función el rompimiento de la cadena 1 ateral del 

colesterol, aumento de los niveles de AMPc: producto de la activacion de 

la adenilato ciclasa; activación de la cinasa A y fosforílación de al 

menos seis proteínas celulares <Dufau y cols, 1984 ). La unión de la 

hormona al receptor induce la incorporación de nucleót1do~ de guanina 

<GTP) a las unidades reguladoras, proteínas N o G <Oufau y Lols. 198(1) 

que conducen a la activación de la adenílato ciclasa y el consecuente 

aumento del AMPc: que a su vez activa a la proteína c:1nasa A, la cual 

inicia como se seNala más arriba una cascada de procesos de 

fo~forilación de proteínas necesarias para la esteroidogénesib. 

F'a1-alelamente a estr~ sistema, el cual utlli:::a é=<l AMf'c comu s~gundo 

rnensaj ero, :E- ha reportadc· otro relacionado con l il pi· Dlc.-i na ci r1a$~ 

dependiente de calcio y fosfolipidos el cual es activadü µor los ésteres 

del Forbol Lin, 1985; Welsch y cols, 1984; CooLe y cols, 1984; 

Tahl:a, 1986 ). Asimismo se ha mostrado que la calmodulina es importante 

en el proceso de transporte del colesterol a 

al , 1981 > • 

1" m1tocondria <Hall et 

Se han encontrado en la rata alrededor de 20,000 sitios receptores 

a la LH/hCG por célula, cuyas características involL1cran una alta 

constante de afinidad <Ka= 4 >-: 10 M > y una baja capacidad de unión 

<1 pmol/g > a esta hormona Catt y DufaLt, 1978 ) • SE~ considera que la 

c!\ctivación del 1 % de los receptores para LH/hCG es suficiente para 

desencadenar el efecto de estas hormonas, por lo que los receptores en 

e:~ceso <receptores de reserva> servirian para asegurar el efecto 

hormonal, at.:1n en presencia de bajos nivel es de las mi srnas. 

En la rata se han identificado receptores a LH/hCG desde la 

gestación, los cuales se elevan progresivamente hasta el naci mi en to. No 

-26-



se han encontrado diferencias· entre el número de receptores en este 

per:!odo respecto a la cantidad encontrada durante los primeros 5 d:!as 

después del nacimiento, aún cu~ndo el contenido de testosterona en esta 

etapa (5o. día posnatal) tiende a decrecer C Warren, 1984>. 

a> Regulación a nivel del receptor. 

Se sabe que la LH y la hCG en el mamífero tienen la capacidad de 

regular a sus propios receptores, fénómeno que se denomina regulación 

homóloga, ésta puede ser en un sentido positivo manteniendo o 

est i mL1l ando lo:.. receptores ó en sen ti do negat. i vo di smi nuyl?ndo el 

número de ello$. 

En el testículo adulto, la capacidad de la células de Leydig p~ra 

responder a la est1mulación sostenida con gonadotrofinas con un 

incremento en la producción de andrógenos se encuentra limitad.?1 por el 

desarrollo de un estado refractario que se asocia a una pérdida de 

receptores y de la respuesta esteroidogénica ( Cigorraga, 1978 ). 

Asimismo, se ha observado que en las células de Leydig del testiculo 

adulto, 1 a gonadotroí i na induce un control dual sobre 1 a f une: i ón: bajas 

dosis de LH/hCG mantiene los receptores y enzimas esteruidogénicas en un 

estado de '' regulación positiva'', en tanto que altas dosis de esta 

hOrmona causan 11 regulación negativa 11 del receptor y desensibilización 

<Huhtaniemi y cols, 1981; Tahka, 1986; Tsuruhara, y cols, 1977; 

cols, 1988 ). 

A diferencia de lo que oc:urre en la célula de Leydi g de 

DufaL1 y 

rata 

adulta, las células del testículo fetal y posnatal temprano son 

refractarias a este proceso de desensibilización 
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1981) • 

Huhtaniemi, y cols .. 1981 utilizando un modelo de cultivo de células 

de testiculares de rata adulta demostró que una dosis t.'.lnica fisiológica 

de hCG induce un aumento en el nl.'1mero de receptores para esta hormona. 

Este fenómeno ha sido considerado como un efecto trófico tard!o de 

la hCG en cuanto a la i ndLtce i ón o mantenimiento de receptores 

<Huhtaniemi y c:ols, 1981; Tahka, 1986 ) . La administración de- una dosis 

alta de hCG produce en un primer momento un rápido aumento del nt.'.tmero de 

receptores LH/hCG que se e::pl i c:arí a por un desenmascaramiento de los 

mismos, o bien por incorporacion de nuevos receptores a la membrana 

CHuhtanieml. Tat1l~B ,. Dufau, 1984). 

Estudios "1n vitre " e "in vivo'' <Warren y cols, 1982, 1987 > en 

testículos fetales de rata, han mo~tr~do que altas dosis de LH/hCG 

i ncrement,;.~n el número de receptores a estas hormonas, asi COff10 la 

respLtesta esteroi dogéni ca e val Ltad¿¡ por 

testosterona. No se observó en estos 

un aL1mento en la 

e:·: peri mentos el 

producción de 

fenómeno de 

desensibilización demostrado para las células de ratas adultas. 

Dufau y Catt, 1982., utilizando ratas de 1 did de edad demuestran 

que la adicion de bajas dosis de hCG durante tres di as causó un 

incremento del 91 f. de los receptores a LH por el testi c:ul o y que por el 

contrario Ltna dosis alta de esta hormona generó una pérdida de 

receptores. 

Varios autores han estudiado las modi-ficaciones que se asocian al 

fenómeno de "regulación negativa" para estos receptores. Se ha 

observado que el tratamiemnto agudo con 

alteraciones, que son dependientes de la 

hCG induce dos 

dosis y del 

tipos 

tiempo 

de 

de 

exposición a esta hormona. Entre estas se encuentran la pérdida de 

-28-



receptores a LH/hCG y las alteracione? ·esteroidogénicas, que pueden ser 

de dos tipos 11 tardia" en los pasos posteriores a la formación de 

progesterona, y "temprana", que se presenta antes de la formación de 

pregnenolona. E:·tperimentos "in. vivo" e 11 in vitre" en los cuales fueron 

Lltili::adas altas dosis de hCG demostraron la e}:istencia de una rápida 

pérdida de receptores a LH ulterior- al tr-atamient.o ; estos cf ect.os 

perduraron hasta una semana, produciéndose la recuperac1ón dos dí ap 

después de este per-iodo. (Sharpe, 1976; Haour y Sae;::, 1977; Hsueh y cols 

1976 ; Catt et al, 1979, Schumacher, 1976). 

Los res1.1ltado~ obtenidos en ratas adL1ltas difieren un poco de lc:is 

u11co1lt1-2dcs cuarido se ut1li~~ron animales de 5 días, en donde &e observó 

también unn caida rápida en el porcent¡_:~je de receptare$ a LH/hCG dL1rante 

las primeras 24 horas, pero sin embargo la recuperación de los mismos 1 

se produjw m?.s ráp1 dan1ente a las 48 y 7'2 horas despLu~;, dt."1' 1 a 

estiniulación con una dosis alt~ de hCG. Esla aparente pérdida de la 

regulación negativa se explícó aduciendo que en los tesl1culos de rata 

en 1 a etapa neonatal éste fenómeno no e:: i ste; descartando 1 a posibilidad 

de que la ausencia de ésta regulación negativa en esta etapa puede ser 

e~:plicada porque las células 11 vi~j.o\s" sensibles a la desensibili;::ación, 

sean remplazadas por célLllas "nuevas" inducidas por la inyección de LH 

en las que se produce un incremento compensatorio del numero de 

receptores. Al tas dosis de gonadotropi nas disminuyen el nl!1mer-o de 

receptores por ocupación, pero tan rápido como la hormona se disocia, 

los sitios de unión son rempla::ados por nL\evos receptores funcionales. 

No se sabe actualmente si los receptores "viejos" pierden su 

capacidad de unión o si son rempla:ados por otr-os nuevos <Huhtaniemi 
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1984). 

La desensibili:ación en el t~st!culo adulto se acompa~a de la 

disminución de la producción de AMPc y a la recuperac:i ón de 1 os 

receptores sigue un aumento de los niveles de AMPc en respuesta a las 

nuevas dosis de hCG <Hsueh y cols, 1974>. Estos datos sugieren que el 

fénomeno de desensibili~ación está ligado al acoplamiento entre el 

receptor de hCG y la adenilato ciclasa. El hecho de que en células 

desensibili;:adas a hCG, se logre un aumento en la producción de AMF'c con 

toxina del cólera, apoya la hipótesis de un desacoplamiento entre el 

compleja LH/hCG- receptor y el Si$tema adenilato ciclasa, 

alteracicr1es en la degradación ~ int~rnali:Bción de los 

<Rajaniend y Huhtaniemi 

CDufau et al, 1984). 

1979) y cambies a nivel de la 

así como de 

receptores 

proteína N 

Paralel~m~nte a e5tos can1bios indL1cjdo$ a nivel del receptar LH/hCG 

por la hormona homóloga, se producen alteraciones en la esteroidogénesis 

que no dependen sólo de la refractariedad del AMPc, puesto que no pueden 

ser revertidos con la tóxina del cólera y desaparecen antes de que se 

produzc:a la recL1perac:ión de los receptores e Tsuruhara y cols, 1977>. La 

alteración llamada ''tardía'' que ocasiona estas modificaciones en la 

esteroidogénesis parece estar en pasos posteriores a la proteína cinasa, 

a nivel de las en=imas microsomales 17 - esteroide hidro::ilasa y la Cl7 

y 20 esteroide liasa que catalizan la conversión de esteroides C21 a 

andrógenos CCigorraga y cols, 1978>. 

Se ha postulado un papel para los 

LH/hCG ( Duf au, 

estrógenos en el fenómeno de 

1988). La incapacidad de las regulación negativa por 

células fetales y de las célLtlas de animales inmaduros para ser 

desensibilizadas por la gonadotrofina ,se ha atribuido a la baja 
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actividad de aromatasa del testicul~ fetal, donde no es posible detectar· 

una producción de estradiol y los receptores a estrógenos se encuentran 

en nivele~ bajos, así como las prote1nas inducidas por estradiol <Oufau, 

1986, 1 99·.- ' 1988) 

La ~-ctividad de aromatasa de la célula de Leydig es raramente 

detectabl~ en la vida fetal y en la etapa posnatal temprana, sin embargo 

se increm•onta con la edad. F'or el c:ontr- cirio, 

durante el 

dicha actividad es muy 

importante en las células de 5ertol i desarrollo <Dufau, 

1998). Los mayores niveles de actividad de aroma.tasa fueron encontrados 

en las celulas de Leydig de r-ata adulta y en las células tr-ansicionales 

del teslicL1lo fetal 1.T!:><•i-f·lcirr1~,r;r:L 1 ilr=<.no y íJuf.~u, 1985,1986,1987>. Sin 

embargo el trataminnto de lns c~lL1l~s d~ Leyd1g fetales en 

LH cada tercer dia causó una r-egulación po~itiva del 

cultivo con 

receptor a 

estradiol, y un increm~nto en la proteir1a regulada por esla hormona con 

la consiguiente inducción de una alteración esteroidogénica a nivel 

finalrnent~ disminL1ción ~n la producción de andrógenos microsomal y 

<Dufau, 1988) Esta inhibición en:imatica mediada por estrógenos fue muy 

similar a la encentrada en la desensibilización por la LH/hCG en las 

células de Leydig de rata adulta. 

Por lo tanto la inducción de la actividad de aroma.tasa, seguida de un 

i nc:remento y c:onsi gui ente aumento del n~tmero de receptores a estrógenos 

e inducción de la proteína reguladora de 27 f(, dependiente de estrógenos 

llevaría a la inhibición de las enzimas microsomales 17 -esteroide 

hidroxilasa/ 17, 20-esteroide liasa con la consecuente reducción de la 

producción de testosterona en lae celulas de Leydig fetales tratadas 

diariamente y/ con altas dosis de LH. De esta manera, el tratamiento de 

las células de Leydig en cultivo con m~ltiples y altas dosis de LH 
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HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE 

TEST 1 CULAR. 

<FSHl Y SU RELACION CON LA FUNCION : 

La hormona foliculo estimulante <FSH> de origen hipofisi~rio, cuya 

estructura ha sido descrit~ ~rl párrafos anteriores~ es una glucoproteina 

que también se encuentra 

testículo. 

involucrada en la función endocrina del 

La purificación y ls composición do amino~cidos tanto para la 

LH como pa1-a la FSH en aves fue reportada en 197~ por Godden, quien 

encuentra una gran sin1iJ1tud entre éstas y las gonadotropinas de origen 

humano y de carnero. Ambas gonadotropinas ~n aveE contienen una gran 

proporción ele residuc.•= dr:· gJ ic1ni>. y al.:i.ninci y mantienen la capr:\c.1dad 

esteroidogénica y espermatogénica del testículo, respectivamente. 

Se ha supueuto en nl pesado que la proliferación y diferenciación 

de las células de Leydig de rata durante la maduración testicular y en 

ciertas con di e iones ei<peri mental es en el testículo adulto, depende 

principalmente de LH~ estos da.tos han sido sugeridos por diferentes 

autores a través de la re5puesta del testículo a la deprivación o bien a 

la estimulación con esta hormona Cigorraga, 1978; Huhtaniemi y cols, 

1981; Tahka, 1986; Rev. Dufau, 1988). Sin embargo, e><isten evidencias 

que involucran también a la FSH en el desarrollo de las células de 

Leydig , ya que se ha visto que existe una correlación estrecha entre 

los niveles de FS~ y la formación de la generación adulta de las células 

de Leydig en la rata. <•:::err, 1985). Estudios en ratas inmaduras 

hipofisectomizadas han mostrado que la FSH aumenta la capacidad del 
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. .J· 

testículo para unir LH y secretar testosterona (Kerr, 

produce un incremento en el peso del testículo (Odell, 

1985> y que 

1976>. Este 

L:tl timo autor reporta además una pérdi cl'a de respuesta a 1 a LH por el 

testículo de las ratas inmaduras hipofisectomizadas de 25 días, las 

cuales sin embargo responden al estimulo con FSH, 5 días después de la 

hipofisectomía, lo que se manifestó por el incremento en el peso 

testicular. Resultados contrarios fueron presentados por Meidan R., 

1985, utilizando un modelo 11 in vitre". Este investigador observa que en 

un cultivo de cél Ltl as dispersas de test1 cL1l o de rata de 7 dí as de edad 

postnatal, tol est:CmL1lo con 100 ng/ml de FSH ovina ( 50 NIH FSH 51 

Unidades/mg y< 0.()1 NlH LH Sl UniLiades /mg ) dL11-r. .. ir·i!_t.> trE..•o;:-, días, no 

genera ningl.'.tn lncremento en la prc.ducciéin dE- testosterona. 

Se han cuantificado receptores~ FSH en testículo desde los 17.5l 

días de gestación en las ratas, los cuales se rnantien bajos hacia el día: 

19.5 de la vida fetal. A los 20.S días, los nivele$ de estos receptores 

comien:an a elevarse rápidamenta y este incremento continúa hasla el 

día 21.5 de la gestación, justo antes del nacimiento CWarren, 1984) 

Estas observaciones son consistentes con el hecho de que en este estadio'. 

del desarrollo están presentes células de Sertoli en el testiculo de la 

rata. Sin embargo aón no se ha demostrado que la FSH se una, 

espec1ficamente a las células de Sertoli del feto y no a otras células. 

La elevación de los receptores observada puede deberse a un 

en el número.de receptores por célula o a un incremento en el 

células de Sertoli 6 a ambos eventos <Warren, 1984). 

incremento 

n(tmero de 

La constante de afinidad de la FSH por su receptor en el testículo· 

-Fetal es similar a la medida para el testícL1lo neonatal y el adulto 

CWarren, 1984>, En el testículo -Fetal la constante de afinidad Cl(a) de 
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la la. hormona por su receptor en el caso de 1 a FSH es aproximadamente 

el 10/. de la de LH. Debido a esta baja constante de afinidad y el número 

tan pequeho de sitios de unión de FSH, ha sido dificil técnicamente 

medir los sitios de unión de FSH bajo condiciones rie satL1ración durante 

el desarrollo del testículo fetal. Sin embargo,lQS mediciones de unión 

al receptor bajo condiciones no saturadas, sor1 proporcionales, pero no 

idénticas con la concentración del 

permanecen constantes. 

receptor, cuando las ci.fin1dades 

La interpretación de los efectos de la FSH sobre la fLtnci ón de las 

células de Leydig en el testículo inmaduro ha 

la respuesta medida es dependienle de la edad, li=l 

sido difícil, ya que 

rio~i s y el t 1 erupo de? 

e::posición a esta hormona. Por otro lado es d~ vit~l importancia para 

pure=a en la una correctñ interpretación de los resLtl t.:>.do~ la 

preparación de la FSH. A este respecto E"::isten en la 11 teratura, 

resultados contradictorios, los cuales por un lado reportan que el 

efecto de la FSH sobre la función de las células de Leydig se debe a Ja 

contaminación de las preparaciones con la otra gonadotropina, la hormona 

luteinizante (LH> CPurvis, 

esteroidogénesis ha sido 

1979; Moger, 1982) cuya acción sobre la 

ampliamente demostrado por diferentes 

investigadores. Otros autores sin embargo han mostrado que la 

administración de LH a ratas i nmadt.1ras en can ti dad es eqL1i val entes a 

aquel las conocidas como c::ontami nantes de las preparac:i ones de FSH, no 

son capaces de replicar el efecto estimulatorio sobre la 

esteroidogénesis de la FSH < Purvis y Clausen, 1979). 

A pesar de la evidencia que indica que eniste un efecto de la FSH 

sobre la maduración funcional de las célL1las de Leydig, 1 os estudios 

histologicos no apoyan estos resultados ya que el n~mero de células 
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intersticiales y su morfología 

trata.miento con FSH en ratas 

1985) • 

permanecen sin cambios después del 

inmaduras hipofisectomizadas <Maida.n, 

a.- Int~racción Sertoli-Leydig en la rata, efecto de molécul~: similares 

a GnRH: 

Otra interpretación del efecto de la FSH sobre la función 

de testículo concierne a la regulación paracrina entre las célLtlas de 

Sertoli y las células de Leydig. Debido ;; que la fLtnci~1n de las células 

de Sertoli es críticamente dependiente del fL1ncionamiento normal de las 

células de Leydig, se ha sugerido Ltna i nf l uenc:i .;i. regulatoria 

bidireccion~l de las células de Sertoli con las de Leydig. La hormona 

folículo estimulante <FSH> actúa a través de un receptor específico 

sobre la célula de Sertoli, causando éstas a su ve:: cambios importantes 

en la función de las células de L~ydig; sin embargo al.'.1n no se conoce 

fehacientemente el mecanismo ó los mecanismos para qL1e se 

este efecto. 

11 eve a. cabo 

Se ha demostrado que a través de este efecto modulador la FSH 

induce receptores a LH en 1 as c:él ul as de Leydi g, 1 o cual incrementa la 

capacidad esteroidogénica de las mismas; de esta manera la FSH '>-' la LH 

tienen un efecto sinergista sobre la Tunción testicular 

Georgopoul os y F•ayne, 1979; Moger, 1982; Benahmed, 1984; 

CChen, 1977; 

~(err, 1985) .. 

Por otra parte, Sharpe y Col s, 1981 proponen 1 a existencia de un factor 

parecido a la LHRH (GnRH>, el cual ha sido detectado en el fluído 

intersticial rodeando a las células de Leydig. Se ha visto que cuando se 

inyecta un agonista de GnRH al testiculo, éste causa L'n desajuste 
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funcional en esta.gónada {nhibiendo directamente los efecto& inducido!:> 

por la· FSH sobre la función de las células de Leydig a través de 

receptores de membrana; por todo esto,este factor ha sido postulado com~ 

mensajero entre la célula de Sertoli y la célula de Leydig. En 1 ;. 

actualidad existe un reconocimiento general acerca de la existencia dt 

receptores a GnRH en las células de Leydig de test!culo de rata 

1988>. Se han descrito efectos inhibitorios dE>l GnRH y sus agonistas 

análogos sobre la fLtnción testicular vía receptores espec:(ficos, durante 

el tratamiento de ratas hi pof i sectomi za.das con esta hormona <Duof au, 

1 988) • 

Er• contr~~te~ Is BCClón inhibitoria de la GnRH causad~ por el 

tratamiento prolongado con GnRH "in vivo", en animales intactos se debió 

a una alteracjón tardía causada por la 

desensibilización a nivel de la hipóíisis 

acción de la LH, que causó 

Algunos efectos tempranos directos de la GnRH sobre el tes tí culo 1 

se han encontrado en las célula$ de Leydig en cultivo. Estos han sido 

principalmente de tipo estimulatorio, ya que los efectos inhibitorios no 

se han podido demostrar durante per:l odos cortos de i ncL1baci ón 

<Sharpe, 1981; Dufau, 1988)., sin embargo, los efectos inhibitorios 

directos también han sido observados en cultivos de células de Leydig 

fetales CDufau, 1985) y en cultivos de células intersticiales de 

animales hipofisectomi2ados. 

No se han detectado receptores a GnRH en homogenados de testículo 

de 20.5 días fetales ni en preparaciones frescas de células de Leydig 

de esta misma edad, sin embargo, se han encontrado a partir de los 3 y 

hasta los 70 días del cultivo de células de testículo tomados de 

estos mismos animales. Estos receptore.s también son detectables en el 
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periodo "posnatal en testículos de rata de 5 días y aumentan 

sensiblemente durante la maduración, hacia los 30-40 días de edad. 

El tratamiento de cultivos de células del testículo fetal de rata 

con agonistas de GnRH inhibió la producción·de esteroides dependiente de 

LH de una manera depondiente de la dosis y abolió la producción aguda de 

testosterona en respuesta a la hCG, lo cual se acompartó de una 

disminución en la producción de AMPc. < Dufau y l=~no~:, 1985). 

La presencia de receptores a GnRH y la acción 

hormona sobre las células de Leydig fetales en 

péptidos relacionados a la GnnH pueden modificar 

inhibitoria de esta 

indican que 

los efectos de las 

gonadotropin~s cobr~ el testículo fetal. De esta manera, el contenido de 

GnRH materno, así como los bajos niveles de LH dL1rante e$te? período, 

podrían ser los responsables del estado quiescente de la población de 

las células de Leydig fetale~, contrario al estado de gran actividad de 

estas células dL1rante la vida embrionaria. Por otro lado, también se ha r 

postulado que el GnRH podría estar ejerciendo L1na acción moduladora 

sobre la transición de la población fetal a la población adulta de éstas 

células <Dufau, 1988). 

Enisten también otros reportes que apoyan la e~:istencia de otro 

tipo de proteínas o factores, secretados por las células de Sertoli que 

modulan la función de las células de Leydig. Se ha mostrado que el medio 

de cultivo obtenido de una población enriquecida en células de Sertoli, 

contiene una prote:Cna que estimula la producción de 

células de Leydi g, tanto inmaduras como de 1 a 

andrógenos por las 

etapa adulta; la 

producción de ésta proteína aumenta por adición de AMPc, FSH y glucAgon. 

Otros autores han postulado también que la FSH actóa sobre las células 

de Sertoli estimulando la sintesis de RNA y proteínas <De Philip, 1982). 
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·Además de estas acciones de tipo sintético, la 

multiplicación y la maduración de la propia célula de 

1979) ' así como la síntesis de estradiol. A este 

mencionado que la hCG es capaz de estimular la 

FSH promueve la 

Sertoli CChemes, 

respecto se ha 

aromatización de 

testosterona a estradiol en células de Sertoli aisladas de ratas adultas 

(Valladares y P~yne, 1979b). Dorrington y Amstrong (1978) reportaron que 

las células de Serloli jóvenes, mantenidas en cultivo son capaces de 

producir estradiol en presencia de testosterona y FSH. observaciones 

posteriores de Pome~ant= (1979) "in vivo", indican que tanto las células 

de Sertoli, como las células de Leydig de ratas inmaduras tienen l~ 

~apac1d~d de ~inteli~ar eslrt:1.di ol después dc-1 tratami ente con FSH, 

proponiendo la hipótesis de qLIE' lii aromati=ación es Ltna modalidad del 

tt:1bul o y del 

momento en el 

tejido intersticial en ratas jovenes , pero qL1e en el 

que el an i mttl llega a la etapa adulta, una mayor 

proporción de est.a fL1nción se lleva a cabo en las célLllas de Leydig. 

Esta hipótesis -f Llf~ .:1poyada por Val 1 ad ares ( 1981) , QLli en demuestra qLle 

las células de Leydig de rata de 15 días de edad tienen c:apac i dad de 

aromati;::ar y que enta aromatización puede ser estimulada por la hCG "in 

vitro 11 en animales de 25 díés de edad. 

b.- Los macrófagos: 

Recientemente se ha reportado qL1e los macrófagos intersticiales se 

encuentran estrechamente relacionados con las células de Leydig y su 

estado funcional se relaciona con el de las células intersticiales. Los 

macrófagos tienen también capacidad esteroidogénica y poseen una 

superficie común antigénica cOn las células de Leydig. Se ha sugerido 

que son precursores de las células de Leydig y algunos estudios indican 
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que los macrófagos poseen receptores a FSH <Dufau, 1988). Por los 

hallazgos anteriores se ha pensado que es posible que los efectos de la í 

FSH no se produ::can solamente a través de cambios funcionales en las 

células de Sertoli, sino que además podria ser relevantes las modifica-

cienes inducidas por la FSH en la función de los macrófagos Duf au, 

1988). 
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LA PROLACTINA <PRLI Y SU RELACION CON LA FUNCION TESTICULAR 

La prolactina es una hormona polipept!dica de 198 aminoécidos, con 

un peso molecL1lar de 22.000; es sinteti::.ada y secretada por las célLllas 

lactotropas de la hipófisis anterior. A pesar de la evolución ancestral 

a partir de una hormona com~n para la hormona de crecimiento y la 

hormona lactógeno placentario ChPL>, la prolactina con1parle sólo el 16 % 

de sus residuos con la primera y un 13 % con la hPL. Por otro 1 ado, 

también e:: i ste un precursor para esta hormona, 1 a PrePRL cuyo peso 

molecular se encuentra entre 40,000 y 5C•,OOO que puede representar el B 

- :'O¡; de· 1.:.. inm1...tnoreC<c::tividad pla:mática de 1.:i prolactina e•n person<'\E'· 

normales y en pilciente$ con tumores secretores de PRL. 

El efecto más conocido de esta hormona es la estimulación de la 

lactancia en el pe1·iodo postp~r~o Sus niveles ~on muy altos en el feto 

y en los infante~, recién nacido~, declinando durante los primeros meses 

de vi da. 

A pesar de que se desconoce si la prolactina juega un papel 

fisiológico en la regulación de la función gonadal, es conocido que 

hiperprolactinemia en humanos lleva a un estado de hipogonadismo. En la 

la fase lútea; mt.1j er, inicialmente hay un acortamiento de 

subsecuentemente, anovulación, ~ligomenorrea o amenorrea e infertilidad. 

En el hombre el e::ceso de prolac:tina disminuye la síntesis de 

testosterona y la espermatogénesis; clínicamente se encuentran en éstos 

pacientes una disminución de la libido, impotencia e infertilidad 

CFindling y Blake, 1986). 

El control en la secreción de la PRL , a diferencia de otras 
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hormonas hipof isiarias, es predominantemente inhibitorio. La dopamina se 

ha considerado como el factor inhibitorio primario para la liberación de 

esta hormona. Otros factores que estan invol_ucrados en esta regulación 

son la TSH, los estrógenos, glucocorticoides y algunos derivados de 

aminoácidos como la seroton1na, el GABA. 

E:-:isten evidencias que sef"l'alan que L1na deficiencia de F'RL en la 

leche materna, secundaria a la administración de un inhibidor de la 

secreción de prolactina bromocriptina) a madres en el periodo de 

lactancia, genera en sus descendientes un estado de hiperprolactinemia 

séricci. Este aumento en los niveles de prolactina sérica se deben el 

baJO des~rrrJlo del s1stem~ nauroendócrino inhibitorio de la secreción 

d~ prolactin~ <tubaro inf1Jndibular - dopamina) secundario a los bajos 

niveles de prolactina presentes en 1 os productos, ya que éstos no 1 o 

obtienen d~ la leche materna. Por lo que se concluye que la prolactina 

proveniente de la leche materna es necesaria para un buen desarrollo del 

sistema neur-oendócrino regulatorio de la secreción de prol~ctina <Shah y 

cols, 1988). 

Este estado de hiperprolactinemia en la rata macho adulto trae como 

consecuencia la disminución del peso de la vesícula seminal, así como en 

la concentración testicular del colesterol, y de los niveles de 

testosterona plasmática. Además, también se ha observado una disminución 

en el nLtmero de receptores a LH en la célLtla de Leydig Dufau, 1978 ). 

En animales normales la inducción de hiperprolactinemia lleva a un 

incremento de los receptores testiculares a LH <Belanger, 1979; Sharpe, 

1979; Chan, 1980). Contrariamente, la reducción de los niveles de 

prolactina serica por el tratamiento con bromocriptina, se acompaNa de 

una catda en los receptores a la hormona luteinizante <Belanger, 1979) • 
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Actualmente se reconoce que el estado funcional de la célula de 

Leydi g en los mamíferos esta predominantemente determinado por la 

secreción de las gonadotropinas, la prolactina y posiblernete la ACTH 

<Barke, 1975, 1985b). También ha sido claramente establecido que la PRL 

se une de una manera específica a su propio receptor. Esto se ha 

demostrado en varios tejidos de mamíferos, incluyendo órganos 

esteroidogénicO$ como el t.estículo, el ovario y la gléndula adrenal: así 

como en el hígado y rit'1on e Posner y cols, 1974; Barke, 1980). 

Sitios receptores específicos para PRL han sido demostrados en 

homogenados de testículo F·osner, e>t al, 1974; Aragona, 1975, 1977' y 

Charreau, l 97"7 dP ra1:A y iL1eror1 la~~li=ados 8r1 el tejido intersticial 

LlE-1 mismci <Charreau, 1974). 

En los hepatocitos se ha demostrado que la PRL, así c:omo la hGH, 

pueden ejercer Lln efecto dual sobre los receptores a PRL; dosis 

supramáximas de estas hormonas reducen el número de receptores y, dosis 

menor es i nduc:en su f ormac i c!in Barash, 1988>. 

En el testícL1lo maduro de la rata , se sabe que los receptores a 

PRL desaparecen transitoriamente durante la fase de regulación negativa 

del receptor de LH inducida por las gonadotropinas, un fenómeno 

denominado regulación negativa heteróloga. La duración de la pérdida de 

receptores a PRL .es mucho menor que 1 a de 1 os receptores a LH .. Sin 

embargo, Huhtaniemi y cols, (1984)' estudiaron el desarrollo de este 

fenómeno ad mi ni straron una dosis al ta única de hCG, a ratas de 5 a 60 

días de vida , y observaron que ésta hormona <hCG) causó un incremento 

en el número de receptores a PRL que es evidente a los dos d:i'.as 

pcstratamiento, en las cél Ltl as del test:i'. culo del naonato; a diferencia 

de éstos, en los animales adultos, el nt:tmero de receptores disminuyó a 
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menos del 50 Y. en el primer d!a. 

Estos datos muestran que la población de célL1las de Leydig en la 

fase perinatal, no presenta el fenómeno de regulación negativa 

heteróloga para PRL. No eMiste una explicación para este T enómi?no pero 

se ha sugerido que la her-mona unida a su receptor en el testículo 

neonatal podría disociarse del misn10 por un mecanismo diferente al de la 

internalización y que el receptor podría reasumir entonces su función 

después de que ha liberado la hormona, mecanismo el cual no estaría 

presente en los adultos. De hecho se ha demostrado que la asociación y 

di soci ación de 1 as Ltni ones de LH al receptor en E?l testículo neonatal, 

:-c.H1 mL1cho m~·.:. ráp1d.:1.,_. quP 1211 c·l C'ldLllt..o < t.at1l~inemi y HLthtaniemi, 198(1) 

Por otro lado también se ha demostrado en la célula de Leydig, que 

la PRL potencia la acción de la LH/hCG sobre la biosíntesis y secreción 

de andrógenoE <Barke, 1976>. A este respecto y en contrapos1ción, 

Pettrini y Odi:ll, 1984; muestran que en suspensión de células de Leydig 

de las ratas adultas, la 

testosterona en respuesta 

fenómeno posi bl amente es 

PRL es capa~ de suprimir la producción de 

tanto a la LH endógena, como 1 a hCG; este 

secundario a la disminución de las 

concentraci enes testiculares de col esterol causados por la PRL. 

lado, muestra que las células de Papadopoulos, (1986), por otro 

Leydig de rata adulta cultivadas durante 24 hs, son capaces de 

actividad de aromatizar testosterona (T) a estradi ol CE2l • Esta 

aromatasa aumentó significativamente por efectos de la LH/hCG y AMPc y 

también Tué incrementada , pero de una manera menos importante por la 

Presencia de prolaC:tina en el medio. Sin embargo, una c:oncentrac:ión alta 

de LH y PRL inhibió el efecto estimulatorio de la LH sobre la actividad 

aromatasa y los niveles de estradiol permanecieron en la misma magnitud 
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que los obtenidos con LH sola._ 

Estos resultados coiciden con los mostrados por Dalterio y cols. 

(1983>,quienes demostraron que la respuesta testicular del ratón a la 

administración de hCG se redujo durante la hiperprolactinemia, en tanto 

que los niveles de testosterona basal fueron elevados. 

Estas observaciones han llevado a la hipótesis de que la 

activación de LH med1ada por AMPc, ~~ tambi~n afectada por la 

prolactina en un nivel anterior al complejo adenilato ciclasa, 

provocando de esa manera más inhibición sobre la actividad aromatasa; 

sin embargo, el mecanismo por el que se lleva a cabo aún no ha sido 

dilucidada. Shct1aisman, 19Bq., observa por otro lado, que la prolactina 

es capa: de inhibir la activid~d de la 5 alfa redL1ctasa y apoya la 

hipótesis de la existencia de un efecto inhibitorio sobre la actividad 

de aromatasa por la PRL. 

No se ha podido encontrar en la literatura actual, reportes sobre J 

el efecto de prolactinA en.el testículo de las aves. 
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REGULACIDN AUTDCRINA 

La célula de Leydig produc~ además de las hormon~s esteroides y sus 

metabolitos intermedios, sUstanc:ias bioactivas entrr.? las que podemos 

mencionar endorfinas, prostaglandinas y otras protefn~s cuya función aún 

no se conoce. Estos productos, por un 

demás tipos celulares del test!c:ulo, 

lado modul .?lrt la función dE"-> los 

principalmente las células de 

Sertoli, y por otro ejercen una regulación de tipo autóc:rino sobre la 

propia célula de Leydig. 

Se sabe que las células de Leydig son capacc:~s de..> producir 

prostaglcindinas <E2 y F2 y que l)OSeen recertores pera estas sust~nc:ias 

CHaour y cols, 1981). La secreción de prostaglandinas depende, en la~ 

células de Leydig~ de los n1v~les de hCG, 

liberación de éstas sustancias tanto ''in vivo'' como ''in vitro'' ( Haor, 

1979, 1981: Mather et al , 1982c:>. También se ha demostrado que la 

presencia de las prostaglandinas modi~ica la respuesta a hCG y la sobre 

vida de las células de Leydig <Mather, 1981; Grotjan, 1978). 

Por otro la:do se ha sugerido que los es1:eroides producidos por las 

propias células de Leydig podrían ejercer al gl.'.1n tipo de regulación 

autócrina, sin embargo no e:: i sten al.'.tn re~oul tados con el uyentes. En 

células en cultivo, la producción de testosterona estimulada por hCG 

disminuyó en presencia de andrógenos ?intéticos y por el contrario se 

incrementó con la presencia de antiandrógenos <Adashi e Hsueh, 1981> • 

Las células i ntersti c:i al es del testi culo producen estradi ol y 

además poseen receptores nucleares para esta hormona. El papel del 

estradiol en la función de las células intersticiales no ha sido 
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totalmente aclarado, sin embargo e>-:isten evidencias que sugieren una 

modulación de la respuesta a hCG '' in vitre ''. Por otra parte se ha 

sugerido que la lesión tardía inducida por altas dosis de hCG en las 

enzimas microson·ales de las células de Leydig, sería 

aumento local di; la producc:i ón de estrógE•nos <Ci gorraga 

1981) 

c:aL1sado por un 

198(1 y No~u, 

REGULACJON PARACRINA. Interacción bidireccional Sertoli - Leydig. 

l..::15 ~ller~ciones produc:id~s en el testículo por la lesión o 

desaparición de las células intersticiales sugiere -fuertemente 1 a 

existencia de una dependencia funcional entre estas dos diTerentes 1 

poblaciones celL1lares. Desde tlac:~ tiempo se conoce el papel que la 

testosterona representa sobre el funcionamiento de las células de 

Sertoli, así como para la espermatogénesis <Steinberger, 1971; 

1982) • 

T1~abaj o E reci enteB en la literatura indican que en el 

Sanborn, 

medio 

candi ci onado obtenido de cultivos de células de Sertol i, se encuentran 

sustancias que son capaces de modular el desarrollo y Tunción de las 

células de Leydig .. Se han reportado eaperimentos que sugieren que las 

células de Sertoli producen péptidos del tipo GnRH CSharpe et al, 1981 

que se unen a receptores especí-ficos en las células de Leydig C Sharpe y 

Cooper, 1982b). Dichos péptidos y sus agonistas poseen la capacidad de 



estimular la estéro~dogénesis en las célL1las de Leydig CMoger, 1987> y, 

por otro lado de inhibir la respuesta a la LH. La presencia de éstos 

péptidos no se encuentra limitada al testicL1lo, sino que se les ha 

encontrado también en el ovario, lo que sugerí ria un· papel para ellos en' 

la fisiología de las gónadas. Sin embargo, aón no se ha encontrado una. 

explicación clara para su presencia en éstos órganos. 
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HIPOTESIS 

l.- Si las células de Leydig de pollo recién nacido producen 

testosterona y responden ,;..decuc:1d;~mente "in vi tro" a la esti mL1l ac:i ón con 

Gonadolropina Coriónica Humana <hCG> aLtment ando la prodLtcci ón de 

testosterona, es posible que dichas células presenten una respuesta 

similar cuando se las cultiva en un modelo de células disociadas. 

2.- Es posible qL1e la función esteroidogéníca de éstas células 

pueda ser influenciada por la presencia de suero fetal de bovino como 

ha sido demostrado en cultivos de célL1las gonadales en mamíferos. 

3.- Dado que la célula de Leydig del pollo recién nacido es 

modulada por la LH/hCG, es po$ible que también sea influenciada por 

otras hormonas de origen hip.ofisi~t"io, y/o pot" la interac:ción de éstas 

con la Gonadotropina CoriOnic:a. 
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O B J E T I V O S 

1.- Desarrollar un sistema de cultivo de células de testículo de pollo 

recién nacido. En este sentido se definirán la~ mejores condiciones 

del medio de cultivo, que favoreciendo el desarrollo de la células 

no interfieran con el diseflo de e::per1mento: en el modelo (concen­

tración adecuada dE· SLtero, eliminación completa del mismo, tipo de 

suero etc.) 

2. Caracterizar el modelo: 

a) Midiendo la. secreción de testosterona basal y estimuladq con hCG, 

por la técnic~ de radioinmunoanálisis <RIA> en las células 

cultivadas durante diferentes periodos. 

b> EGtudiando la cinética de producción aguda de testosterona basal 

y estimulada con hCG. 

e> Determinando la relación entre la dosis de hCG administrada y la 

respuesta secretora de 1 as c:él ul as de Leydi g en e:: peri mentas 

agudos. 

3. Estudiar el efecto de la FSH y de la prol acti na sobre la 

esteroidogénesi_s _tes ti cul ar del· pollo recién nac:i do: 
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a) Midiendo la secreción basal de testosterona en presencia y 

ausencia de FSH y/o prolactina. 

b) Estudiando la cinética de producción de testosterona en las 

células tratadas con FSH y/o prolactina. Explorar la posible. 

interacción de estas hormonas con la hCG. 

1) Determin;;i.nda la relación entre> la dosis de FSH y/o F'rolactina 

adicionada al medio de cultivo y la respuesta secretora de las 

células de Leydig. 

d) Determinando la influencia de FSH y/o Prolactina sobre la 

producción de te~tosterona estimulada con hCG. 
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MATERIAL V METODOS 

CULTIVO PRIMARIO DE TESTICULO 

En el p1-rsente trabajo se utili=aron pollos machos Rhode Island 

recién nacidci-:: dia de edad >, los cuales fueron anestesiados en una 

cámara de óter y posteriormente decapitados. Se di secaron ambos 

testículos y se pusieron en cajas de F'etri conteniendo una solL1c:ión 

salina balanceada libre de calcio y magnesio. Una vez colectados todos 

los testículo5 se llevaron a un matra: que contenía tripsina al (1.25 % 

<Gibco, No. 
., .. 

840-702) en soluci~1n s~lin~ libre d~ ra y Mg y se incubaron 

durante 20 minutos, a 3J gracia~, can agitación continua de 90 ciclos por 

minuto y en un ba~o Dubnoff (Precisión GCA Corporation>. 

T1-Ar1scu1-rido este tiempo, los testículos se lavaron tres veces con 

la solución salina libre de C~ y M~' para diluir la en=1ma y después se 

procedió ~ separar la capa albugínea por disección i nstrLtmental. Este 

paso se reali::ó.mediante un microscopio e~tereoscópico <Zeiss, W.G. Mod. 

075022). 

Una ve:: que la capa albuginee1 fue retirada de los testículos, éstos 

se cc:ilocaron nuevamente en una solución en::imática con Tripsina y fueron 

incubados dL1rante 15 minutos en las mismas condiciones indicadas en los 

párrafos anteriores. También en esta ocasión , los testículos se lavaron 

tres veces con la solución salina libre de C~~Y Mg~ 

Después de retirar la solución salina libre de Ca-H y Mg-t"t" por 

completo, los testículos semidisociados se colocaron en un tubo cónico 

con medio de cultivo para completar la disgregación en forma mecanica. 

El medio de cultivo básico que se utilizó fue el Eagle Modificado por 
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Dulbecco <DNEM, GIBCO No 430-2100, el cual contiene 

O-glucosa, bicarbonato de sodio y piruvato de sodio) al 

agregó 0.1 X de albúmina de bovino <Sigma) y 0.1 X de una 

L-glutamina, 

que se 1 e 

solución de . 

antibióticos (penicilina 10,000 U /ml y estreptomicir1a 10,000 mcg / ml) 

gentamicina a ra::ón de ~ mcg/ml de medio. En algunos cc1sos se agregó· 

suero fetal de bovino CSbF> al 10% 

Con el procedi mi en to descrl to se obtLtva L1na $Ltspensi ón celular de: 

la cual se tomaron alícuotas de 200 microlitros C correspondiente a 

aproHimadamente 2 testículos por caja se adicionaron a cajas de Petri 

de 3~ x 10 mm, calidad cultivo de tejidos FALCON 3(1(1 Becton Di c:ki nson ' 

Labware),J.;;.s. cu.=>.lr>s conlcnlar1 2 ml ti~~· n11.::·d10 rJo cultivo Eagle Moc!1ficado! 

por Dulbecco p1-epar-~do ~n la mism~ ~orma e~pl1cada con anterioridad. 

En nuestro~ primeros e::perimentos, como lo veremos má5 adelante, 

la albdmin~ de bovino <ASB> fu~ sustituid~ por 

Cl ml de SBF por c~da 100 1nl de DMEM >. 

Las célt1la~ se ~ultivaron a 37 grados cenlígr~do5, en una atmósfera1 

de 5 'l. de C02, 95 X de 

especial para cultivo de 

Multimode control system>. 

aire y 93 '% de humedad en una 

tejidos. <Hotpack, C02 Incub., 

incubadora¡ 

Mod. 351820, 

Después de un tiempo predet.ermi nado de 24 ó 48 horas de cuJ ti vo 

en algunos casos se guardó el medio de cultivo, y previa e::tracc:ión para. 

la determinación de testosterona; ~·n otros casos se procedió a reali::ar 

los e~perimentos de estimulac:ión aguda con hCG para estudiar la 

producción estimulada de testosterona. La forma en la cual se trataron 

los cultivos con !"as diferentes hormonas estudia das será eHpl i cada para 

cada caso en particular en la sección de resL1ltados. 
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PREPARACION DE LAS HORMONAS 

Gonadotropina coriónica <hCG>. Se utili;:ó esta hormona de origen 

placentario < F'regnyl 5000 Ul / 5 ml la cual fue gentilmente 

proporcionada por los Labor¿..,_orios Organon • La hormona se preparó 

agregando ~ ml agua bidesli 1 ;:.;itl al liofili;:ado, 

solución de 1000 UI / ml y ec utíJjzó dentro de 

siguientes. 

quedando ¿\SÍ una 

las dos semanas 

Hormona Foli'.culo estimulante <FSH> .- Se Lttili=ó una FSH de origen 

hipof isia1-io obtenida de bovino ( Sigma. 50 Ul / vial No. F-8001 ) la 

cual se disolvió en agu~ bidestilada y s~ mantuvo en refrigeración a 

5 grados C. 

También se utili=ó FSH de r~ta la cual 

NIH (5(1 unid101des de FSH/m9 y menos de 0.01 

-fué proporcionada por por 

unidades /mg de LH NIH> la 

cual posee un alto grado de pL1re::v. en 1-elaciC•n a la contaminación con la 

LH. Para la preparación de est.'9. hormona se agregó agL1a bidestilada al 

liofilizado. 

Prolactina <PRL).- Se trabajó con prolactina de hipófisis de bovino 

(Sigma. 31 Ul/mg. No. L-7135) liofilizada, la cual fué disuelta en 

agua bidestilada. 

Técnica de extracción de Testosterona. 

1.- Se vació el contenido de medio de cada caja en tubos cónicos 

para extracción conteniendo 8 ml de éter frie. Se agitó 30 seg 

y se con.servó en refrigeración durante 24 horas. 

2.- Se congeló con hielo seco y acetona para separar la fase 
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acuosa de la fase etérea. 

3.- Se decantó todo el éter en otros tubos cónicos y se esperó a 

que se descongelara la fase acuosa. 

4.- Se repitieron los pasos 2 y 3 

5. - Se evaporó todo el éter e}:trai do en cada tubo en baf"lo a 35 

grados e . 

6.- Se pusQ cada tubo 0.5 ml de amor~1guador especial para 

Radioinmunoanálisis <RIA>. 

7.- Se agitó 1 minuto y se congeló hasta la reali:ación del RIA. 

Técnica de Radioinmunoanálisis de Testosteretna. 

Se preparó un tubo control Cpor duplicado) de cuentas totales las 

cuales contenían unicamente la hc•rmona marcada; Ltn tubo para medir la 

unión inespeci fi ca conteniendo hormona marcada y carbón activado y otro 

tubo correspondiente a la unión m.~xima CBo) 

marcada, el anticuerpo antites-::.osterona 

al que se le agregó hormona 

y el carbón activado. 

La cuan ti f i e ación de testo'E".terona se realizó por el 

separación con carbón acti -,1ado. Se uti 1 i :Cl un 

anti-testosterona 10(1(1 T ( Radi oassay Systems Lab. , 

une, además, 18. 75 l. de 5-al fa-di hi drotestosterona. 

Inc. :U 

mé•todo de 

anticuerpo 

1720 > que 

El anticuerpo se utilizó a una 

hormona marcada Tué la 1,2,6,7,- H 

dilución final de 1:56,CJOO y la 

testosterona CAmersham, Int.> la 

separación de la hormona tritiada libre de la unida al anti cuerpo, se! 

realizó absorbiendo aquella con carbón activado CMerck>. La 
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cuantificación del complejo anticuerpo-( HJ testosterona se realizó 

contando las cpm en un contador para emisiones beta Pacl<ard, Tri-Carb 

# 3255>, con 30'% de eficiencia, utili;:ando liquido de centelleo preparad 

en el 1 aboratori o. 

La determinación de la concentración hormon~l en Jos medios se 

realizó e::trapolando de un~ curva estandar reali:ad~ con el logar1tmo de 

las concentraciones conocidas de Jos estándares l.2. 5 a 

versus el logaritmo y , donde y es la relación entre la 

2(1(1 pg / tubo 

unión total y 

la unión en presencia de la hormona fría (sin marca> y la transformación 

Logit es igual al Ln e y I 100-yl. 

DE!ERMINACION DE PROTEINAS 

Luego de recoger el medio de cultivo, se lavaron las cajas dos vece& 

con solución salin~ CNacl 0.9 'l.) y se agregó l ml de solución de NaOH 

o.5 N y se congelaron a -20 grados C. 

Después de 1 as 24 horas en que se les .:.di ci onó a todas 1 as c:aj as 

el hidróHido de sodio, se procedió a levantar la monocapa de células 

testiculares y se cuantificaron las proteínas utilizando para ello la 

técnica de Lowry, C1951> .El principio de ést~ técnica es en primer lugar 

la formación de un complejo c:romogénico proteina - cobre para reducir el 

reactivo de Folin el cual pasa de un color amarillo dado por la 

presencia de fosfomolibdato a un color a:::Ltl por la reducción del 

fosfomolibdato en molibdato y fosfato. La intensidad en el color azul 

depende de las concentraciones de proteina presentes en cada muestra. 

Para hacer la derminación se prepararon Jos estándares con alb~mina 
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sérica de bovino ( 5.0 a 25 microgramos /ml ). Las lecturas de 

absOrbancia de las muestras se llevaron a cabo en un espectofotómetro 

Baush and Lomb <Espectronic 1001 >. 

METODO ESTADISTICO 

Los resultados se expresan como la media <x> +desviación estándar <OS) 

de por lo menos tres e:<perimentos diferentes. Se utili::ó el análisis 

de vnrian:::a y la prueba "t-student'• < Snedecor-, 1979) • 
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RESULTADOS 

Nos propusimos encontrar un medio de cultivo para las células 

testiculares del pollo rec:ién nacido en el que, por un lado, se lograra 

un buen crecimiento y funcionamiento celular y ~ue por otro, no 

interfiriera con nuestra investigación sobre el ef&ct.J de las hormonas. 

El suero fetal de bovino CSBFJ es ampliamente utili~ado como un 

complemento en los medios de cultivo celulares y~ que contiene hormonas 

y factores que favorecen el crecimiento y la función celular. Debido 

a ésto, decidimos utili:ar dos tipos de medio de cultivo, con y sin 

suero, los cuales denominamos : a) Medio NO DEFINIDO y bl Media 

DEFINIDO, respectivamente .Li\ compo:1ción de cada uno de ello=- s~ puede 

ver en el siguiente cuadro. 

Tipo de medio Medio de CLlltivo 5Ltpl emenlo Antibiótico 

* 
DEFINIDO DMEM Al bümi ria Penicilina-

o. 1 'l. Estreptomicina 

1 'l. 

* 
NO DEFINIDO DMEM SBF Penicilina-

\O 'l. Estreptomicina 

1 'l. 

* Dulbecco Minimun Essential Medium 

-58- ¡ 

1 



1,"-PRODUCCION DE TESTOSTERONA EN 24 HS, EN MEDIO DE CULTIVO DEFINIDO Y 

NO DEFINIDO, EN PRESENCIA O AUSENCIA DE hCB. 

Se sembraron alícuotas de la suspensión celular de testículo en 

presenc:i a del MEDID de CL1l ti vo DEFINIDO al cual se le agrega1·on 2 U! 

de gonadotrofina coriónica por mililitro de medio. Su cc1;1trol -fue 

incubado en el mismo medio pero sin la presencia de la 

cultivos se incubaron durante 24 h • Otro grupo de 

hl:G. Ambos 

fueron 

incubadas también dLlrante 24 horas en un MEDID NO DEFINIDO <con SBF) en 

presencia ó ausencia de hCG. 

Tran53currido este período se reali=ó la 

Testosterona contenida en el medio y se cuantificaron 

cada caja .. 

detern1inación de 

las proteínas d~ 

No se encontraron diferencias significativas en la prodLtcclón basal 

de testosterona cuando se usó medio definido y no definido <Fig. 1>. 

Ambo~ gr-upos respondí eran a la presencia de gonadotrof i na cor i óni ca 

en el medio de cultivo aumentando la producción de testosterona le1 qL1e 

fué significativamente diferente a sus propios controles. Además se 

observó una mayor respuesta a la hCG en el grupo que fué cultivado en el 

MEDIO DEFINIDO (que incrementó la prodLtc:ción de testosterona en un BOX> 

cuando se comparó con el grupo en donde se 1.1ti l i ;::ó el MEDIO NO DEFINIDO 

el incremento solo alcanzó el 52 F.) (*<fliP<O.l)l) CFig. ) .. 

Por otro lado, la cuantificación de las proteínas permitió saber 

que la presencia del SBF en el medio de cultivo aumenta el contenido 

de proteínas por caja con respec:to al grupo control cultivado sin suero. 

Este incremento de las proteínas se observó, tanto en el 

grupo cultivado con hCG y SBF como en el que recibió solo SBF. La 

presencia de hCG no modificó el contenido de proteínas de las cajas. 
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(Fig.·2) ni.en el grupo cultivado en presencia de suero ni en el cqntrol 

cultivado con medio definido. 

Estos resultados indican que el mayor crecimiento producido por la 

presencia del SBF en el medio de cultivo durante 24 horas , no se 

correlaciona con el 

es ti mL1l ada. 

aL1mento en 1 a producción de testosterona basal ó 

2.-CURVA DOSIS RESPUESTA A LA hCG EN CELULAS DE LEVDIG CULTIVADAS EN UN 

MEDIO ºDEFINIDO'' 

La5 células de Leydig fL1eron CL1ltivadas por 24 horas en un mi:dio 

carente de SBF, el cual fué SLtstituido por albl'.tmina. DespLtés de este 1 

tiempo, se lavaron las cajas y el medio fué ·cambiado por otro el cual 

contenía la gonadotrofina coriónica ,;1 diferentes dosis ( o.5, 1, 2, 4, 

e, Ul/ml } y se incubc3ron las célLtlas durante tres horas adicionales. 

Los resultados se encuentran graficados en la figura 3, en donde 

se observa la respuesta de éstc3s células a la hCG, evaluada por 

la liberación de testosterona al medio de cultivo. La producción aumenta 

a p~rtir de la dosis de 0.5 Ul/ml , hasta llegar a un pico de producción 

de testosterona con 2Ul/ml. La respuesta a dosis mayores (4 y 8 UI) 

prácticamente no difiere de la de 2Ul (Fig. 3}. 

Cuando estos valores de producción de testosterona fueron 

expresados tomandci en cL1enta las proteínas de cada caja se observó que 

el comportamiento de la curva es muy similar CFig. 3, inserto). 
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3.-CURVA DOSIS RESPUESTA A LA hCG EN CELULAS DE LEYDIG CULTIVADAS EN 

MEDIO "NO DEFINIDO". 

En 1¿\ Figura 4 se muestr~ la. producciOn de te-stosteron¿. por las células 

de Leydig las cuales fueron cultivadas 24 hor ~s en LlO medio que 

contenia SBF"" en sL1stituclón de la albúmina Lltill::.3.da en t.>l e~:per i mento 

anterior • Después de este tiempo las célulé\s $e estimularon, previ e 

lavado de las cajas con DMEM, con hCG a diferentes dosis < 0.5, 1, 2, 4, 

8, UI ) • Se determine'> luego la concentración de testosterona en el 

tiempo de inc~1lJac1ón fuo el m1smo que se Lttilizó en el 

protocolo anterior. 

El cornport~miento de la5 célt.tlas ante dosis de 1 y 2 UI/ml fué 

el picc de má:.:ima est:i.m1..1lación se presentó c:uando se utilizó la dosis de 

2 Ul de hCG <Fig. ~>. Sin embargo, en éstos cultivos la respuest~ a la 

hormona decayó a dosis mismo comportamiento se observó¡ 

cuando se hizó la carrec~ión por proteínas como lo podemos ver en la 

gréfica 4, inserto. 
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4.- PRODUCCION DE TESTOSTERONA (2hsl EN°CELULAS PREVIAMENTE CULTIVADAS 

EN MEDIO CON V SIN SUERO, EN PRESENCIA O AUSENCIA DE hCG. 

a) Medio DEFINIDO. 

Después de la disgregación celL1lar, se tomaron alícuotas de la 

suspensión celular y se r.:ultivaron durante 24 hs en medio DEFINIDO, es 

decir, sin SBF, pe: ro ahora en presencia ó ausenr.:i a de gonadotropi na 

c:oriónir.:a ( '.:'. Ul/ 1111 ) • Después de.' este pPriodo !::.E? desechó E>l mr>dio di? 

r.:Ltltivo y las c:élL1las se lavaron con DMEM y se agrc:gc1.ron diferentes; 

medios de incubación de acuerdo al 

MEDID 
DE CUL TI'IO 

<24 H> 

DMEM + Albúmina 

DMEM + ALB. + hCG 
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siguiente protocolo: 

ESTI MULAC ION 
AGUDA 
<2 H ) 

- hCG 

+ hCG 

- hCG 

+ hCG 
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Después de la estimulación de 2 hs con hCG se midió la concentración 

de testost~rona en el medio. En la figura 5 podemos observar que el 

grupo quE> -; ué c:ul ti vado en aL1senc i a de hCG, responde con Lln 1 i gero 

incrementa CP<0.05> a una subsiguiente e~timulación aguda con la misma, 

cuando lo compar<=i.mos con su control nu est 1 mul ado. Así m1 smo se observa 

que la presencia previa de la hCG en el medio de cultivo favoreció la 

respuesta a un nuevo estímulo agudo con la misma hormona ya que ahora se 

observa Lln aumento más importante < 30 %. > de la secreción de 

testosteron,!l con respc.-c:to al cont1-ol basul. 

Esto~ •.-esultados indJcan que es la presEncia de la hCG en el medio 

de cultivo , mejora la capacidad de respuesta de las células del 

testículo a un nuevo eetimulo con la horn1ona. 

bl Medio NO DEFINIDO 

En este caso se siguió el mismo protocolo del inciso anterior, 

solo que ahora se utilizó un medio de cultivo suplementado con 10 'l. de 

SBF C Medio NO DEFINIDO > como se sef'fala a continuación. 

-63-



MEDID 

DE CULTIVO 

24 H > 

DMEM + SE1F 

DMEM + SBF + hCG 

ESTIMULACIDN 

AGUDA 

< 2 H 

- hCG 

+ hCG 

- hCG 

+ hCG 

Con este protocolo observamos que la presencia de SBF por 24 horas 

en el medie:• de cultivo mantuvo la capacidad de respuestc.~ de estas 

células, i ncrementandose la prodLtcc: i ón de testosterona en un 91 i"'. en 

respuesta al estímulo con gonadotropina coriónica <Fig.6) <P<0.001). 

Sin embargo, cuando las células fueron cultivadas con SBF y .?.demás 

hCG, perdieron la capacidad de responder a una nueva estimulación con 

hCG. 
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Fig.1 Producción acumulada de testosterona por células cultivadas 

durante 24 h en presencia <medio no definido> ó ausencia <medio 

definido>. En ambos casos un grupo de cajas recibió ademas hCG ~ 

y otro solamente los medios referidos c=:::::l • Los datos estiln expresados 

en pcg/mcg de protei'na y corresponde a la X t DS < medio definido V& 

medio no definido >. 
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600 CULTl\A!JAS. 

CON hCG 
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o CULTIVADAS 
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MEDIO DEFINIDO MEDIO NO DEFINIDO 

Fig.2 Contenido de proteínas en los cultivos. Se midiO el contenido 

total de protei'nas de 1 as cel ul as cultivadas en presencia CZZZJ 6 

ausencia lIIIIII1J de SBF al 10 X. Algunos cultivos recibieron hCG en el medio 

(2UI/ml). La cantidad de protefna presente se expresa en mCg/caja. 

<K:tDS>. 
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Fig.3 Curva dosis-respuesta a hCG en las células cultivadas en medio 

definido. Las células fueron cultivadas en DMEM sin SBF durante 24 h y 

posteriormente estimuladas con dosis diTerentes de hCB <e> durante 3 

hs. El control no recibió hCG <O>. La producción de testosterona se 

expresa en pg de test/ ml de medio. Inserto: Producción de testosterona 

expresada en mcg de proteína. Los datos expresan la K ± DS. 
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Fig.4 Curva dosis-respuesta a hCG en células cultivadas en medio no 

definido (con SBF>. Las células fueron cultivadas en DMEM + SBF durante 

24 h y posteriormente estimuladas con dosis diferentes de hCG < • > 

durante 3 hs. El control no recibió hCG ( O >. 

testosterona se expresa en pg de test/ml de medio. 

La 
1 

producci6n de 

ln5erto1 Produccidn 

de testosterona por mcg de proteína. Los datos senalan la media~ OS. 
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CULTIVADAS CON 
.hCG 

A. 
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Fig.5 Efecto de Ja presencia de hCG durante el cultivo de 24 h en 

células mantenidas en medio definido. Luego de este periodo se de&ech6 

el medio y se remplazd por DMEH < producción basal de te&tosterona c:J > 

d bien OMEf1 + hCG 2UI/ml <producción estimulada de testosterona lZZZJ > 

Al cabo de 2 h se midió la testosterona liberada en el medio. Los 

datos expresan la media ±os. <•P<0.05 J ••P<0.01> 
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Fig.6 Efecto de la presencia de hCG durante el cultivo de 24 h en 

célulaS mantenidas en medio no de~inido. Luego de este periodo se 

desechó el medio y se remplazó por DMEM < producción basal de 

testosterona c:J > d bien DMEM + hCG 2UI/ml (producción estimulada de 

testosteronalZZ2r ). Al cabo de 2 h se midió la testosterona liberada 

en el medio. Los datos expresan la media ! DS. l***P<0.001 produccidn 

basal vs estimulada con hCG>. 
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HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE 

En esta sección se presentan los resultados encontrados en el 

laboratorio, sobre el efecto de la FSH sobre la esteroidogénesis 

testicular en cultivo. Como se mencionó en la sección de material y 

métodos , se utilizaron dos tipos de FSH: una de origen bovino <Sigma.> y. 

otra de rat~ (l~IH>. A esta última la llamaremos hormona pura. 

A. Efecto de FSH <Sigma>. 

i. Curva dosis - respuesta a FSH (Sigma) 

Células que habían estado 48 horas en un medio definido se· 

e:·:pusierc:1n por 6 horas a diferentes dosis ( 5 5000 ng/ml > de FSH. 

Posteriormente se determinó la cantidad de testosterona secretada por' 

las mismas al medio de incubación durante ese periodo. 

Nuestros resultados indican que la FSH estimLtl6 la producción de 

testosterona en los cultivos, siendo su respuesta dependiente de la 

dosis administrada. Dicho efecto fué evidente desde los 5ng/ml de FSH , 

alc"'nzándose un pico má1:imo de producción hacia los 100 ng/ml; dosis 

mayores no produjeron aumento adicional de la producción de testosterona 

<Fig. 7). 

Para descartar la posibilidad de que la respuesta observada: 

anteriormente se pudiera deber a un aumento en la cantidad de células en! 
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el cultivo se realizó la correcc"ión de estos valores por la cantidad de 

proteínas por caja. Se observó que la c1..1rva no se modificó < Fi g. 81 

lo que nos indica que el aumento en la producción de testosterona en 

nL1~strcs cultivos dependí ó fundamental mente de un aumento de 1 a 

C:i::j)acidad esteroidogénica de las células, ya que no se observaron 

d1terencias en la canlidad de proteínas que contenían 

grupos tratados y no tratados con FSH. 

ii. Curva temporal para FSH <Sigma> 

las cajas de los 

Una ve:: conocida la dosis eslimulatoria máxima en nuestros 

cv!tivos, se r·eali=ó un eetudio dond~ so evaluó la 

tiempo en la respuesta a FSH. 

importancia del 

Para esto, se utili=aron también cultivos de 48 hs los cual es 

fueron mantenidos en medio DEFINIDO. F'oste1-i ormente a algunas c:aj as 

se les agregó una dosis de 100 ng I ml de FSH ( otras no recibieren la 

hormona ,controles). Las celulas se incubaron en 

períodos de 30 minL1tc•s hasta 24 horasw 

estas condiciones por 

En los diferente6 tiempos de i ncubal: i ón se midió la 

testosterona liberada al medio por RIA. En la Figura 9 se muestran los 

resultados, enc:ontrándose primeramente qL1e los grupos que no fueron 

trata.dos con la hormona, mantuvieron una producción de testosterona mas 

o menos constante. Por el contrario los grupos 

respondieron aumentando significativamente 

que si 

la 

recibieron FSH 

producción de 

testosterona, en relación directa con el tiempo de permanencia de la 
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·hormona en el medio de incubación. La respuesta a FSH _se 

significativa a partir de las 2 horas de 

forma gradual hasta las 8 horas. Los 

incubación y va aumentando en 

presencia de FSH todavía continóan 

tratamiento. 

niveles de 

aL1mentando a 

testosterona en 

1 as 24 hs de 

Por otro lado quisin1os lnvestigar s1 es la hormona capa;:: de 

modificar la respuesta de nucstro~~ cL1ltivos a la estimulac:ión con hCG. 

Pa1-a esto tomamos cultivos también de 48 horas mantenidos en medio 

DEFINIDO, a los cuales se les cambió dicho medio por otro que contenta 

ademas FSH a diferentes dosis ( 5 - 50(1(1 ng/ml > y se incubBron en el 

lavaron 

las c~Jas y ~~ les adicior .. '.• nuevamente medio pero ahora conteniendo 

L1ni camenle DMl:..M + 2UI de hCG/ nd y se incubaron laE células por 2 hs 

más. Después de éste período se determinó 1 a concentración dD 

testosterona en el medio. 

En la f i gL1ra 1c1 podemos observar que , la presencia de FSH en 

el rnedio de cultivo durante 6 h favoretió la respuesta de las télulas a 

la E~stimulación con la gonadotropina coriónica. Este efecto se hizo 

més significativo cuando se utilizó la dosis menor de FSH e 5 ng/ml ). 

B. E~ecto de FSH de NIH 

t. Curva do&is respuesta FSH-NIH 

Como en el caso de la FSH Sigma se agregó FSH pura a 
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diferentes dosis ( 5 - 500 ng/ml a 1 as células de teticulcs que 

habían sido cultivadas también en medio DEFINIDO durante 48 horas; 

con 1 a después de este períodn recibieron el 

hormona pura. 

En la figLtre;. l! se muestra el 

cultivos. Se observ~· que Ja hormona 

tratamiento por 6 horas 

efecto de FSH pura sobre los 

pura, "'1 

fué capa= de 

la esteroidogénesis en el cultivo, siendo esta respuesta 

qL1e la 

est i m\.11 ar 

también 

dependiente de la dosis administrada. Sin embargo, en este caso,se. 

observó un efecto significativo hast~ lo$ 100 ng de FSH-NIH/n1l. Dosis 

mer1ores a los !(10 ng/ml. no aum~nt~1-on le rroducción de lDstosterona, 

cuyos val6res fueron mui similares A los encontr~dos para los controles 

qLIE' no fueron e::pL1eslo$ a 1 a hormona. 

ii. Curva temporal para FSH-NIH 

Después de 48 hs de cultivo en un medio DEFINIDO, éste fue 

retirado y cambiado por otro conteniendo DMEM + FSH-NIH (100 ng/ml) 6 

solo DMEM. Las células so incubaron en éste medio durante diferentes 

tiempos, al cabo de los cuales se tomó el medio parc:1 determinar 

testosterona. 

Se encontró que la FSH pura fLté capaz de estimular la' 

esteroidogénesis ~n nuestros cultivos a partir de los 30 minutos, lo que: 

se reflejó en un aumento significativo en la producción de testosterona. 

La producción basal de testosterona de los controles que no estuvieron 
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en contacto con la hormona ascendió conforme al tiempo de incubación, 

sin embargo la diferencia entre éstos grupos y los que recibieron FSH 

fué altamente significativa. 

Por último al medir la cantidad de prote!na presente en cada caja 

no se observaron diferencias t·r1tr~ los células tratadas con FSH y las no 

tratadas. Cu~ndo se e::presaron lus valores d8 testosteron~ liberados al 

medio por la cantidad de proleinaE, el comportamiento de la CLlrVa 

temporal no varió, lo que nos indica que el aumento en la producción de 

testosterona observa.do en presencia de FSH no se debió a un efecto 

trófico de la hormona CFig. 12>. 
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Fig. 7 Curva dosis-respuesta a FSH-Sigma. Las células fueron cultivadas 

48 h en un medio definido. Posteriormente las células se trataron 

durante 6 h con FSH-Sigma a di~erentes dosis <5-5000 ng/ml> 

Control sin FSH c::::J • La producci6n de testosterona se expre&a en 

pg/caja y se expre_san como la media::!:. DS. <••P<0.01 ; •••P<0.001 FSH' vs 

Control 
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Corresponde al mismo 

tratamiento de la ~igura anterior (7), sólo que en este caso la 

producción de testosterona está expresada en pg de testosterona por 

microgrA'llD de protefna celular. <••P<0.05 ; ***P<0.001, cuando se 

comparó con el control). 
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Fig.9 Cinética para FSH-Sigma. Se utilizaron cultivos de 48 h 

mantenidos en un medio definido. Posteriormente fueron tratados durante 

diferentes tiempos con FSH (100 ng/ml). Se determinó la concentración de 

testosterona liberada al medio de incubación (---) FSH , < --l Dl1El1. 

Los datos se expresan en pg de testosterona por microgramo de protetna 

y !:;e griifican como X! DS. 
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por 2 h con hCG (2UI/ml). La barra blanca indica la producci6n de 

testosterona en a!lulas que no recibieron hormonas en ningún motnento. 

Los resultados se expresan en pg/caja/6 h Los datos representan la 
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PROLACTINA 

Todos los e:<perimentos para investigar el efecto de la prolactina 

sobre la producción de testosterona par 1 as células de le~. t.:: c:ulo de 

pollo recién nacido fueron realizados en cultivos de 48 horaE que habían 

sido mantenidos en MEDIO DEFINIDO ó bien ero este medio Bd1c1onando 

~nicamente prolactina ó bien hCG. Las dosis de hormonas uti l i ::ad as 

fueron de 200 ng/ml para la prolactina y de ~ Ul/ml para la hCG. 

a)Efecto de la prolactina sobre la producción basal de 

testosterona. 

Después de 48 hora$ de cultivo en presencia de PRL ó hCG ó medio 

definido sin hormonas , se c:ambi ó el medio por otro que conteni c>. DMEM + 

ASB 0.1 /.; y las células se incubaron por seis horas. Al cabo de éste 

tiempo se recogió el medio de incubación para la determinación de 

testosterona. Los resultados obtenidos se encuentran en 1 a f igL1ra 13. 

Se observó que la presencia de prolactina duran~e el 

' 
cultivo no 

modificó len producción basal de testoE.terona y por el ci:1ntrario, la 

presencia de hCG si la modifica en forma significativa <**P<0.01) c:on 

respec:to al control que se incubó en medio DMEM + albúmina <medio 

definido> sin hormonas. 
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b) Interacción prolactina/hCG. 

Los ei:pari mentes que se real i:::: arori siguieron el siguiente 

protocolo de trabajo: 

MEDID MEDID DE 
DE CUL TIVD INCUBACIDN 
( 48 H ) ( 6 H ) 

DMEM sólo DMEM sólo 
DMEM sólo DMEM + hCG 
DMEM + hCG DMEM + hCG 
DMEM + PRL DMEM + hCG 
DMCtt + PRL + hCG DMEM + hCG 

l-SE do~is de hormonas u~il1::::adas fueron de 200 ngiml para l~ PRL y 

de 2Ul/ml r1ara Ja hCG. La determinación de testosterona del medio ~e 

reali::::ó después de las 6 horas de incubación. Con este protocolo pL1dimo~. 

observar lo s1gL1ienle <Fig 14) 

1).- El cultivo en presenc1a de prolactina mantiene la capacidad 

de respuesta de las células a la posterior estimulación con 

hCG, en forma similar a lo que se observó cuando la hCG se 

encontraba enriqueciendo el medio de cultivo. Ambos grupos 

difieren significativamente del grupo control que no fué 

cultivado en presencia de hCG ni de PRL, pero que si f Lte 

estimulado posteriormente con hCG C*P<0.05 ) 

2).- La presencia de la hCG y la prolactina juntas en el medio 
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de cultiVo produjo un efecto sinergista ya que se mejoró 

significativamente la respuesta de las células a una 

posterior estimulación con hCG. 

investigar hi este el efecto de la prolactina sobre la 

respuesta a hCG es dependiente de la dosis de prolactina, se reali=aron 

curvas dosis - respuesta. Encontramos que a dosis bajas, menores de 20C• 

ng/ml esta ho1-mona no modifica la respuesta a hCG. Por este motivo 

decidimos L•tili~ar las dusis de 200 hasta 1600 ng/ml para el siguiente 

protoct1l o: 

CULTIVO < 4 B HS > INCUBACIDN (6 HS> 

DMEM sólo DMEM + hCG 
DMEM + PRL 200il. DMEM + hCG 
DMEM + PRL 400* DMEM + hCG 
DMEM + PRL ªºº* DMEM + hCG 
DMEM + PRL 1600* DMEM + hCG 

* ng/ml 

En la figura 15 se muestra el efecto de la presencia de PRL en el 

cultivo sobre la liberación de testosterona inducida por la hCG. Podemos 

observar que la prolactina ~nicamente modificó la respuesta cuando es 

utilizada a la dosis de 200 ng/ml y 400 ng/ml. Oosi s mayores tienden a 

inhibir la respuesta de las células ante el estimulo con hCG. 

Por t:1ltimo, siguiendo un protocolo similar al anterior se 

cultivaron las células durante 48 horas en presencia de prolac:tina a 
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di-fer-entes dosis y una conc:entrac:ión baja de hCG d1? 2UI/ml. Se observó 

que la pre~enc:ia de ambas hormonas mejoró la respuesta a Ltn estimulo 

posterior c:on hCG solo cuando la dosis de prolactina fué de 200 ng/ml. 

Dosis.mayores de prolac:tina inhibieron la respuesta a hCG CFig.16> 
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Fig.13 Efecto de la presencia de 

Las células se cultivaron 48 h 

prolactina en el medio de cultivo. 1 

con prolactina 1200 ng/mllli1:3ó hCG !'l 
1 

<2UI/ml> ó DMEMO. Se cambió el medio y las células se incubaron 6 h en 

DMEM + ASB Al cabo de este tiempo se recogió el medio y se midió la 

testosterona liberada. <**P<0.01 cuando se comparó hCG vs control sin 

hormonas>. 
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Fi g. 14 Efectos comparativos de la presencia de prolactina, hCG b 

~mbas en el medio de cultivo sobre la respuesta de las celulas a la hCG. 

Se utilizaron celulas de 48 hs , cultivadas en DMEM + ABS ~ t=JI 

hCB lllIIIJ PRL §ó PRL+hCB YlLZ! • Posteriormente el medio -fué cambiado 

por otro conteniendo hCG (2UI/ml). Los datos expresan la mediat DS. 

<•P<0.05; **P<0.011 
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Fig.15 Producción estimulada con hCG de testosterona en células 

cultivadas previamente durante 48 hs con diferentes dosis de prolactina 

(200-1600 ng/ml> .[Z221. El control t::=l se cultivé sin PRL en el medio. 

Los datos representan el X t DS 
*P<0.05 ; ***P<0.001 • Ambos Qrupos 

fueron comparados con el control. 
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Fig. 16 Producción estimulada con hCG de testosterona en células 

cultivadas previamente durante 48 hs con di~erentes dosis de Prolactina 

y una dosis ~ija de hCG C2UI/ml> ~ 6 con hCG sola. posteriormente 

todos los grupos recibieron una dosis única de hCG <2Ul/ml). Los datos 

representan la media t DS. <•P<O.OS>. 
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DISCUSION 

En nuestro laboratorio nos interesamos en estudiar lB función 

y los mecanismos regul atorios de 1 a estE'-r-oi dogénesi s en las células de 

Leydig de pollo en 1 a etapa posnatoOll en especial en el primer día 

después del nacimiento. Existe ffiLty poLa inforfac:ión en la literatura 

sobre este periodo del desarrollo taet1cular que consideramos important~ 

porque es un momento de activa estero1dogénesis prodLtc ida por céJ ul as 

e~:t.i ende que entran rápidamente a un peri ocio de quiescencia, que se 

casi hasta la ptJbertad. 

Se utili=ó un si5ter11a de c1.1Jtívo de cli.,lulas e>n monocapc., ya que asi 

es posible que las mismas célul~~ se rnar)~er1gan libr~• d~ interacc1dr1 con 

otros sistemas involucrados en l~ "in vivo", 

princjpalmente el sistema endóc:rir10 y el n~rvioso. Sin esta interacción, 

el funcionamiento celular puede ser controlado. Adett1ás, a diferencia de 

los sistemas de cultivo de órganos, el CLtllivo de células dispersas 

favorece la inte1-acc:ión con el medie:. di=- inc:Llbación, mant.eniendo en esta 

-forma una mejor nutrición de las células y por c:onsi gui ente un mejor 1 

desarrollo de éstas. Asimismo ~e facilita que las hormonas utilizadas en 

los ex peri mentas se pongan en l:ontac:to con los receptores membranal es de 

Ltn mayor nt'.tmero de c:élL1las, pLtdi~-·ndose realizar investigaciones sobre 

los ef ec:tos hormonales tanto c::n tiempos cortos como pral ongado~ de 

eaposi ci ón. Otra de las ventajas que ti ene el cultivo en monoc:apa es el 

c:ontrol que podemos' tener sobre el ambiente fisic:oquímico en el cual se 

desarrollaron 1 as c:él ul as tales como el pH, temperatura, tensiones de 

o:<i geno y bi óMi do de car-bono. Un aspee ta importante que se debe 

considerar al realizar experimentos con cultivos "in vi tro 11 
, es la 
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composición.de· los· medios de cultivo ·.· l'os que se complementan 

frecuentemente con sueros de orí gen anima.~. Actual mente se conoce que 

estos sueros contienen hormonas y factor Et~:·-~~.· crecí mi onto, necesarios 

para el buen desarrollo y función celular.· Sin embargr se ha observado 

que también pueden influ1r en la función de algunas celulas, modificando 

su respuesta a un estímulo hormonal <Drly y Cols, 198~:1). 

En nuestro laboratorio encontramos que el su~ro de IJOVinc fetal 

(SBF> en el medio de cultivo puede se sustitu1do por la albúmina de 

bovino sin que las células pierdan su capacidad para prod1 . .1ci r 

testa5terona, tanto e condiciones basales como bajo estímulo con hCG. LA 

po:~i b:i. l i dr.1d de fnantener n 1 as células este1-01 dogt~~ni c.;o.t E'tl 

suero es ventaJosa poi-que permite estudiar la inflLtencia de hormonas sin 

las interferencias de factores de crecimiento v de t1ormonae pr~sentes en 

el suero. Es decir, se utili:a un medio de cultivo de composición 

absolutamente conocida libre do otr~G hoomana$ que las que s~ agregan 

intencionalmente para estudiar su efecto sobre la$ celulas. Sin embargo 

se observó una disminución significativa en el contenido de proteínas de 

cultivo cuando 1 as células tes ti cul ares se mantuvieren durante 24 horas 

en este medio (definido>, en comparación con aquellos cultivados en 

presencia de SBF, indicando que las células del tes ti c:ul o del pollo 

recién nacido son sensibles a la influencia trófica del suero. 

Considerando que 1 os c:ul ti vos que no recibieran SBF con ti en en menor 

e anti dad de prote1 nas, podr1. a esperarse que 1 a producción hormonal por 

microgramo de proteína también decayera; sin embargo los resultados 

obtenidos indican que la producción basal es muy si mi lar en el grupo que 

recibió SBF y en el que solo contuvo DMEM, lo que sugiere que el déficit 

del suero afecta al crecimiento celular,en general pero no la capacidad 
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~.steroidogénica de las células de Leydig en p.ar=ticular <Fig. 1). 

Estos resultados en conjunto sugieren : a) que 1 a presenc:.ia 

de SBF en el cultivo de células testiculares de pollo re,:ién nacido 

produce un efecto trófico que se manifiesta en l.tn signific2~1vo aumento 

de las proteín~s celulares, b> que el aumento en proteín~s .10 conlleva 

un aumento en la esteroidogénes1s basal, aunque es prob~l,le que ésto 

ocurriera en periodos más pr~longados de cultivo. 

Será necesario realizar otros experimentos para aclarar este 

punto.Será también importante obtener poblacione=- enriquecidas en 

$Uero en ellas células dú Lcydig ó Scr~oli para estudiar el efecto del 

ya que ~l n1i$mo podria es~ar afectando niás el 

celular quP de o~r-o ,por ejemplo a las de Sert.oli, lo que.- e::pj icaria que 

la presencia del SBF r.n el cultivo ntJ mejora1-2. 1 a 

esteroidogénica basal. 

Por otra parte cuando se agregó hCG al 1nedio de cultivo, la 

p1 od1,..1c:ción di? testosterone. por microgramo d~ pro~cina respecto del 

control fué significativamente mayor en el grupo cultivado en medio 

libre de suero que en el grupo que recibió SBF en el medio de cultivo, 

indicando que la presencia de SBF cambia la capacidad de respuesta de 

las células de Leydig a l~ hormona estimt.tlante <Fig.1> Este efecto se 

puade deber a la presencia de gonadotropinas ó de o~ras hormonas en el 

suero las cuales estarían produciendo una regulacion negativa sobre la 

esteroidogénesis , ó sobre los receptores a LH/hCG. Esta hipótesis se 

refuerza con los resultados obtenidos al estimular por 2 hs con hCG las 

células c1,..tltivadas con SBF + hCG, ya que en este caso se anuló la 

respuesta a la hormona estimulante, probablemente por la suma de efectos 

de 1 a gonadotropi na del suero mas la qt.te se agrégó al medio de cultivo. 
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Estos resultados en c6nJ~nto ihdican que las células del testículo 

del pOllo recién nacido en cultivo se comportan de una manera bastante 

similar a las del mamífero adulto, sugiriendo 

desarrollo de las aves, la población de las 

funcionalmente madura. 

que en 6sta etapa d~l 

células de Leydig r·s 

El estudio del comportamiento de los CLtltivos en 24 horas c•r, un 

medio definido permitió saber que las c~lulas pueden mantener la 

capacidad de responder a Ltn estimulo posterior con hCG , en en este 

período. Sin embargo, el agregado de SBF ó de hCG al cultivo, h1=-o que 

las células respor1dieran mejor al subsigL1iente estímulo cun hCG, lo qLte 

sug1er0 que las cc.·lulas dE·l testículo del pol .lo r ec. l tt-•n n .=1c i dc.1 se:,,, 

mod1Jladas por ambos elementos y especificamente por la gon ac1otr cif l n c1 : 

por le cual esta pablación se comportaría en forn1~ ~imilar a las célula~ 

testiculares de la rata adulta. De los m~lt1ples componentee del SflF, 

las gonadotropinas LH/hCG podriar1 ser las responsable de mantener la 

respuest~ celLtlar al estimulo con la horn1on~ homóloga, ya qL1e el solo 

agregado de hCG al cultivo imita el efecto de la presencia del SBF, El 

hecho de que la presencia del SBF mejore más la respuesta que la hCG 

sola, podría indicar qLte las otras hormonas <FSH, F'RL, etc.> '>' factores 

de crecimiento presentes en el suero también son necesarios directa ó 

indirectamente para el funcionamiento de las células de Leydig. 

La comparación de las figuras 3 y 4 muestran que las células que se 

cultivaron en presencia de SBF, pierden su capacidad de respuesta a la 

hCG, que se manífesta en una ca1da en la producción de testosterona, a 

diferencia de la respuesta observada en 1 as células que no fueron 

cultivadas c:on SL1ero (Fig. 4). Este efecto solo se observa con dosis 

mayores de 2UI/ml (fig.5) y podría e:<plicarse por 
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1 as células provocado por las hormonas del -SLte-ro. 

El mecanismo de acción para la LH/hCG en el testículo del pollo 

necesita ser investigado más profundamente, ya que en la actualidad no 

existe información en la literatura que nos asegure de la presencia de 

receptores a esta /1ormona en la célula de Leydig de esta espec: i e 

mediante estudios de unión de hormona marcada. Sin embargo teniendo en 

cuenta el efecto est1mulatorio que esta hormona produce sobre la 

esteroi dogéncs1 s en nLtestros cultivos, podemos suponer la e:: i stenci a de 

estos receptores en la memb1-ana de las células del testículo del 

rec::ién nt'\cido. 

pal 1 o 

L.::· c.1~moslt~ac:_1c.r1 c·n 1.:1~ .. c:élula5." te:,t1cular-es ai"=>ladas de cudorni:: 

dr.• 1.1n aumnnto en la produccic1n de AMF'c y andrógenos luego de un es:.t:imLtlo 

con LH <Maung y Follet, l977> hac:c- ~,uponer qL1e l.rimbién en el 

la hCG podría estar actLlando por este mecanismo ya 

codorni= y el pollo pertenecen a un mismo philum y ambas 

testiculares 1-esponde11 a] Q5timulo can Lt~ ó hCG. Sin embargo, 

pollo, 

que la 

c:él ul as 

creemos 

que es necesario realizar e:~perimentos tendientes a definir el 

mecanismo de .:1cc::ión de e&.ta hormona sobre las células testiculares en 

esta especie .. 

Otra de las horn1onas glucoproteica5 de origen hipofisiario que ha 

sido involucrad~ en la función endócrina del testículo en la rata, te1nto 

en 1 a etapa neonatal como en 1 a etapa adulta, es 1 a hormona f ol I culo 

estimulante <FSH> < KP.rr, 1985; Odell, 1976; Chen, 1977; Moger, 1982; 

Benahamed, 1984), sin embargo en las aves e::iste muy escasa información 

acerca del etecto<s> de esta hormc:ina sobre la regulación de la TLtnción 

testicular En el presente trabajo se utilizó FSH de rata y de bovino 
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ya que no se encu~ntra en el mercado una preparación de FSH de aves. 

Se utili:aron dos tipos de preparaciones, una de ellas de la 

méttima pure=a alcanzada actualmente <NIH> para deslindar al máximo la 

influencia que sobre los resultados pudiera tener la presencia de LH y 

así poder estL1di ar con menos i nte1-.ferenc1 a los cf ectos de FSH. 

Respc~cta al efecto de ést,:1.s dos preparaciones hormonales sobre la 

este1-oi dogénesi s en nL•estros cultivo::, se encontró que ambas son capaces 

de e~timular la secreción de testosterona, en forma dependiente de la 

dosis administrada y del tiempo de permanencia de ésta en contacto con 

l~ mo11ocapa celular. 

El ulili:~r d~~ tjpos de prcparacion~s de FSH fue interesante, ya 

qt)e> p(-:rmi tit!• obsorvar que~ una dosis re1~~ivam~nte baja de 100 ng/ml, 

test os ter on a, mientras 

que esa niism~ dosie de FSH d~ bovino menos triplicó la 

producción del esteroide. Eclos rC$ultados diferentes pueden deberse muy 

probablemente a la presmnc:ie de LH en la preparación de Sigma, la cual 

inte1-c.c:cionaria con la FSH a nivel de la célLtla de Leyd:ig mejorando la 

esteroidogénesis ó a una mayor afinidad de la hormona al receptor • Es 

necesario destacar que la FSH de 1 a rata también mejoró 

signi f ic:ati vament:e 1 a producción de testosterona, por lo que se puede 

afirmar que esta hormona juega un papel importante en la 

esteroidogénesis alrededor del nacimiento er. el testículo del pollo 

recién nacido. Con esto~ resultados también podemos afirmar que con 

respecto al efecto de FSH, e~:iste cruzamiento entre las especies, ya que 

tanto la FSH de -bovino como la de rata son capaces de modular la 

esteroidogénesis de la células de Leydig del testic1..1lo del pollo recién 

nacido en forma dependiente de la dosis de FSH y del tiempo de 
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permanen~i a de ésta en el medio de cultivo. 

Por otra parte, 1 os resulta dos sugieren que a esta edad , la FSH 

jL1EHJa Lln rol qLte puede ser directo ó indirecto en el mecanismo regulador 

de !r.\ prodLtcción de testosterona por las célL1las de l_eydig del pollo yil 

qL1e la presencia de esta gonadotropin.::i. en el medio de cultivo favorece 

l~ esteroidogéncsi~. En ralas inm~dur~s se ha reportado 

efecto de la FSH, en experimentos ''in vivo'' e ''in vitre'' 

tambi ón éste 

1985; 

Odel 1, 1976). Sin embargo los resLtl tados de estos autores no concuerdan 

con los reportados por Maidan (1985), quien agr·egó la dosi~ de 1(1(1 ng/ml 

de FSH de bov1r10 <Nil~-FSHl durante trPs dfas a un cultivo de células 

disp .. ·1-~as dv "tesliculc.:. de· re.las de 7 di.:i.:: .. de.' edad, y no encontró 

lncr·em8nto illguno c~n le. pr"odLtc.::ión de testosterona; tampoco observa 

ningt.'tn c.:i.mbia morfológico ni en el nl.'.tmero dt.• células intersticiales .. 

Est~ diferenc1~ probablemente se det1a a la edad de las célLtlas qLte 

de acuerdo a estudios de HLthtaniemi y cols. se encuentran en firme 

r·egresión a esa edad: se suma a este hecho ol tiempo mas prolongado en 

cultivo, aunque se define en sólo 24 hs, 1 as cél Lll as podri an haber 

perdido la capacidad de respuesta por la ausencia ó disminución de los 

receptores. 

En el presente trabajo no encontramos cambios en el contenido de 

proteínas de los cultivos tratados con FSH dL1rante 6 horas por lo que 

se descarta que los resultados obtenidos se deban a crecimiento celular. 

Este hallazgo aunado al aumento en la producción de testosterona en los 

cultivos tratados con la FSH, al'tn en ausencia de hCG nos 11 evó a 1 a 

conclusión de que esta hormona ejerceria su efecto a través de mejorar 

la maqLtinaria esteroidogénica de la célula de Leydig por algl..'.1n mecanismo 

directo 6 bien indirecto a través de un e~ecto sobre otro tipo celular 
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que podría ser la célL1la de Sertoli Como se disc:ute más adelante. 

Asimismo investigamos si de algLlna manera la FSH interacciona 

con hCG, pensando en ur-~ modulación por parte de aquE'lla hormona sobre 

los receptores a presentes en las células de Leydl g. Los 

resultados obtenidos e:q •. oyan esta ideoa, ya que la presencia de FSH en el 

cultivo mejoró subsla11c1almente la respue>sté\ a la hCG, lo quE• podr i a 

sugerir que como ocurre en la adulta y en las inmaduras 

hipofisec:tomi:adas, la FSH es importante para la aparición y 

mantr.ni mi en to de l ns rPceptores a LH/hCG en ovar l c1 y en test :1 culo, así 

como pAra aurnenl~r la capacidad de L1nión de la LH a su rc:•ceptor. la que 

trae como t:Oll!oPCLtPnc1,;; l~UP. la rn~puc..•sta df! E:-stas e.E-lulas a L1na 

estimulación con t·1CG sea mayor. 

ResLtmiendci ~n base a nu~stros resultados podemos QLIE> 1 a 

FSH adniinistrada ~ las células testiculares del pollo recién 

vitre'' estimula la síntesis y liberación de testosterona y regula la 

respuesta de ést.:1~. a la hCG. El mecanismci por- el CL•al se 11 evan ~' cabo 

estos efectos aün no se conoce en esta especie, pero e:-: i ste 1 " 

posibilidad d1~ que este sea muy similar al encontrado en los mamíferos. 

Se describen er1 la literatur~ varios mecanismos a través de los 

cuales podría astar actuando FSH, pero la mayoria coinciden en una 

ac:ción de tipo 11 parác:rino", es decir, uné\ interacción entre células de 

Sertoli y células de Leydig, como se mencionó anteriormente. Nosotros 

estamos de acuerdo en principio con este razonamiento, ya que se sabe, 

que al menos en mamíferos, no e:; i sten receptores a FSH en 1 as células de 

Leydig. Por otra parte en nuestro modelo están presentes las células ; 

de Sertol i ya que se trata de un c:ultivo de células obtenido a partir 

de ln dispersión de testic:ulos completos ,en la~ cuales se ha demostrado 
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( al menos en mamíferos) la presencia de recept.ores para esta horrriona. 

La acción de la FSH podría llevarse a cabo a través del 

siguiente mecanismo: la FSH se u~iría primeramente a su receptor en la 

célula de Sertoli e induciria l~ formación de L\no o más factores que 

ser:I an 1 i berados al espacio intersticial. Estos factores estarían 

actuando sobre las células de LeydJg en tres form.:is diferentes: 1 > 

induciendo la formación de nuevos receptore5 a 1~ LH/hCG en la membrana, 

2> aumentando la efinidad de la LH/hCG por su receptor ó, 3) 

directamente sobre la rut~ esteroidogénica. 

actLtando 

Otro posible m~canjsmo de acción para eeta horn1ona. reportC1do muy 

recientement.e por Benahtt1~d y cclL <1986) es l~ supresión por parle d~ 

FSH, del~ actividad inl1ibitor1a que ejerce una protein~ sobre la 

esteroidogénesis testicular. lo que trae como consecuencia que la 

célula de Leydig mantenga indemne la capac1 dad de sínlesis de 

testosteroni\. A pesar de que estos e.?studios fueron real j ::ados en un 

mod~lo de cultivo de cólulas de Leydig de porcino, creemos que e=:- uri 

hallazgo interesante que aportaría otra posible eHplicación para el 

efecto de esta hormona sobre nuestros cultivos. Consideramos que at:ln 

falta mucho por e:.:plorar en el campo del efecto de FSH sobre la célula 

de Leydig inmadura, ya que e>;iste muy poca información en general y en 

esta especie en particul.~r. 

Por otro lado y continuando con el estudio de la influencia de las 

hormonas de origen hipofisisario sobre la función de las ·células de 

Leydig del pollo recién nacido en cLtltivo, encontramos que la 

prolactina (PRL>, al igual que las gonadotropinas, es capaz de regular 

el· funcionamiento de éstas célLtlas durante la etapa neonatal. Este 

efecto es similar al que ejerce la prolar:tina sobre l,::.,s células de 
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L:eydig del testículo de la rata y se manifiesta como cambios en la 

producción de testosterona dependiendo de la dosis y de las condiciones 

del medio de cultivo. 

De los resL1 l tados e:~ puestos en la figura 13, se deduce que el solo 

agregado de prolactina al medio de cultivo no es suficiente para meJorar 

la producción de testosterona como ocurre con la hCG, lo que sug1er~ que 

la prolactina no actúa per se sobr~ la estero1dogónesis testicular·. Pero 

la respuesta a Ltn es ti mulo de :! h con hCG, si aumento cLtando el cultivo 

se realizó en presencia de PRL durante 48 h: en este caso la respuesta 

fu~ mtP/ similar a la obtenida c:ui'\ndc' se cultivt~1 con hCG (Fig. 14). Más 

e.ün, SE:" sun.c~ron Jos efectos favo1-ecedores de hCG y F'RL cuando ar .. bas 

hormonas se pu~1eron simultaneamente en el medio de cultivo~ lo cual 

indica quE? e::iste Ltn sine1-giEmo fL1nc:ional de:' éstas sobre la; cé'lLtli'li::, del 

te:.tículo de pollo durante el período neon~tal <Fig. 14 y 16). Según se 

ha demostrado en la rata ,la acción de la prolactina sobre la función 

testicular SD lleva a cabo a travé~ de la inducción O e::po~ición de 

receptores a LH/hCG membranales y no en forma directa fiObre la ruta 

esteroidogénica. Sin embargo con nuestros resultados, aún no podemos 

desc~rtar lo último, ya que se ha observado en la rata macho adulta, que 

la pral .:='IC:ti na aumenta la concentración de col esterol tes ti cul ar < Duf au ~ 

1978>, lo que estaría favor~ciendo la biosintesis de testosterona ante 

el estimulo con hCG. 

Por- otro lado, también se observó que este efecto sobre la 

esteroidogénesis es muy dependiente de la dosis de hormona 

al medio; encontramos que 1.:tni e amente la dosis de 200 y 

prolactina .fueron capaces de inducir a las células de 
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responder en la misma magnitud que lo hace la hCG <Fig.15 >. 

Por otro lado, la disminuci6n en la producción de testostrona 

secundaria a la administración de dosis altas de prolactina al 

cultivo que observamos en el testículo de pollo recién 

cultivo, también se puede e}:plicar por una dism1nurión en el 

receptores a LH/hCG, con lo que eGtas célu]¡,~ 8stari.:1n 

medio de 

nacido en 

númc:-'ro de 

otro?. ve= 

comportandose coniu tJn.:i poblac:iC•n m<:1dura ya que se ha observado en ra.tas 

macho adultas <Dufau,1978; Belanger,1979 Sharpe, 1979; Chan, 1980) que 

la presencia de dosis altas de prolactina provocó una caída en el número 

de receptores par~ LH/hCG. 

Nuestros re:.ul lados sug1 erE>n entoncec ... que 1 .:i prolactinr.1 • .;.J 

que las gonadotropinas, juega un papel imporlclnte er1 la regulación de la 

estp1-oidogénesis de la célula de Leydig en l;1 ~lapa neonatal. Al influir 

aument~ndn el nLu11.:iro dt:· recept orc><.::. ó 

incrementando lR sensibilidad de unión de la hCG al receptor 1 a 

prolactin~ favorece que los njvel~s de testoste1-ona se 

estables y en la cantidad necesaria para el desarrollo testicular. 

Debido a la falta de información en la literatura sobre el papel de 

esta hormonñ sobre la función gonadal masculina en aves, consideramos 

que nuestros hc- 11 azgos son un primer paso para 1 a con ti nuac:i ón de otros 

proyc:>ctos d~ntro de este campo. Será nr:'cesario realizar otras 

investigaciones, tendientes a la identificación y/o cuantificación de 

receptores para la PRL en esta especie, tanto en el testículo adulto 

como durante el desarrrol lo mismo. Asimismo será importante estudiar el 

.efecto de prolactina en el testículo adulto del pollo. 
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e o N e L u s I o N E s 

1.- Can los resultados obtenidos hasta ahora, es posible afirmar que ~l 

suero de bovino fetal CSBF>, util1;:.?.do ampliamente como un 

suplemento en el medio de cultivo no es inprescindible para qttP l~s 

células testiculares del pollo recién nacJdo puedan desarroll~~se en 

el cultivo y mantener la capacidad esteroidogénica que las 

caracteri:::a, tanto en condic:iones basales como bajo estimulo con 

gonadotrofina cor1ón1ca humana <hCG>. se demostró asimismo en el 

presente 1..1-abaju, qL1r~ lé ~dic:ión de t1CG al mE?dia dE.>f1nido, ~:ustit.L1ve; 

el ~-facto que ejerce el SDF sobre las células. 

Por otra parte, ~s importar1te se~alar que la presencir dp S8F más 

hCG en el medio de ct1l~1vo produjo una disminución de la respuesta 

esteroidogénica a una segunda estimulación con hCG, lo cual nos 

h;~ce.' suponer- que e1:isten factores y/o hor-monas capaces de producir 

desensibili:ación en las células de Leydig del testícul~ del pollo 

reciién nacido. Esto último nos indica que debe desc:art.:ise el uso 

del SBF como SLlplemento del medio de cultivo, cuando se desea 

realizar estudios relacionados a efectos hormonales. 

2.- Si bien no es posible con los resultados obtenidos hasta ahora, 

e:·•Pl i car el mecanismo de acción de 1 as gonadotropi nas y 1 a 

prolactina sobre el testículo del pollo recién nacido, 

consideramos que los mismos demuestran que estas hormonas son 

capaces de modular la esteroidogénesis en estas células, actuando 

directamente sobre el testículo. Esta influencia moduladora puede 
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s·er de tipo ·inhibito_rio 6 estimulatorio, dependiendo de la dosis 

admini"strada y del tiempo de permanencia cte las mismas en el medio 

de c:ul ti vo. 
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