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RESUMEN

En las aves existen algunas evidencias que apoyan la maduracidn
funcional del eje hipotélamn;hipafisis—ganada hacia el dia 13 de la
etapa embrionaria y gque seftalan que 21 testiculo del pollo en este
periodo posee la maguinaria esteroidogénica necesaria para gue se lleve
a cabo la bipsintesis de testosterona (Woods,1987). Estudios "in vitro®
en donde se utilizaron trozos de testiculo de peollos entre L y 12 dias
de edad posnatal demostraron gque existe un aumento importante en la
produccién basal de testosterona en los primeros dias vida; las celulas
en este periodo respondieron al estimulo con gonadotrofina coridnica
humana (hCG); la respuesta decayd hacia el décimo dia (Pedernera,
Mendoza y Romano, 1984).

El presente trabajo tuvo como objetivo el estudio de la influencia
directa del Suerao Bovino Fetal (SBF), asi como de las hormonas LH/hCG,
FSH y PRL spobre la funcidn esteroidogénica de las ceélulas testiculares
del pollo recién nacido en cultivo., Se determind la liberacion de
testosterona al medio de cultivo en diferentes situaciones experimen-—
tales mediante la técnica de Radicinmunoanalisis.

Se encontrd que la presencia del SBF {(10%4) en el medieo de cultivo
mantiene la capacidad de respuesta de las cé#lulas a 1la hCB; sin embargo,
cuando las células fueron intubadas en presencia de SBF + h{G, éstas son
incapaces de responder a la hCG, lo que sugiere la induccidn de un
%endmenu de regulacién negativa en este ultimo caso. Para evitar la
influencia del SBF se probd cultivar las células en un medio totalmente

definido (DMEM + Albdimina 0.1%) que permitid estudiar la influencia de

iy P

e e g 8 o 3 T e et



las hufmonas hipofisiarias por separado.

Se demostrd que la prasencié de LH/hCG, FSH yv PRL en el medioc de
cultivoe regula la esteroidogénesis de las cceélulas de Leydig, Estos
efectos fueron dependientes de : 1) la dosis de hormona administrada,
2) el tiempo de permanencia de las mismas en el medio de cultivo, 3) la
pureza de la hormona vy 4) de la especie animal que proviene.

Por altimo se observt gue existe una interaccion de la PRL y de la
FSH con la hCG en la regulacidn de la estercidogénesis, ya que ambas
mantuvieron la capacidad de respuesta de las ceélulas a 1a hCG. Ademas la
PRlL. incorporada al medio de cultivo junto con la bhCG, tuvo un efecto
sinergista sobre la produccion de testosterona ya que ésta fud mayor gque
cuando splo se puso hCG.

Estos datos aportan informacidn que hace posible la caracterizacion
funtional de las células testiculares en etapas tempranas del
desarrolle de particular importancia en las aves. 5i bien no es posible
con lps resultados cbtenidos hasta ahora explicar el mecanismo de accidn
de éstas hormonas en estas celulas, consideramos que 1los 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 serd
necesario realizar experimentos tendientes a la identificacion vy
localizacidn de los receptores especificos para cada bhormona vy 1la
regulacidn de los mismos por las hormonas bhomdlogas y  heterdlogas,

acercta de 10 cual no existe informacion en la literatura.



ABSTRACT

EFFECTS OF hGG, FSH AND PROLACTIN ON THE TESTOSTERONE PRODUCTION BY
CULTURED LLEYDIG CELLS FROM NEWLY HATCHED CHICKEN.

There are some evidences that support the maturation of the |

hipotalamus - bypophysie — gonade anxis since 1T-cay-old chick embryo and

indicate that in this period the chick testes have developed the |

steroidogenic machinary for the testosterone biosynthesis (Woeds, 1987).
"In vitro" studies (Federnera, Mendora y Romant, 1787) using pieces of
chick testee betwen 1 and 12 ~ posnatal days showed an important
incresse i n the testosterone basal production in the Jirst  days  that
declined arpund 10 days of life, The objective of the present work was
to =tudy the influence of fetal bovine serum {FDS) and hormones  1like
hCG, FSH and PRL on the steroidogenic function of developing cultured
testis cells from culfured newly hatched chicken., We used the
Radioi mmunoassay. technique to measure the amount of testosterone
released into the culture medium. Medium containing FBS (10%) mantained
the capacity of cells to respond o hCG, but when SBF + hCG were added
tio the culture medium, the cells lost this cepacity suggesting that FBS
prodeced a8 down-regulation phenomenon. Furthermore the cells were
cultivated in defined medium (DMEM + Albumine 0.1%) to aveid the FBS
influence. This culture medium let uwus to study the influence of
individual hormones on the testis cells. Fresents results showed that
hCG, FSH and PRL added to the culture medium could modulate Leydig cells

steroidogenesis. These ffects are dependent of the dose and time of
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exposition of the cells te the particular hormone as well as of the .

purity and origen sbecie to each - hormone as it was showed for FSH.

Finally ., interactions betwen PRL and hCG and FSH on the testis |

steroidogenesis was dempstrated. Both hormones mantained the canacity of

cells to respond teo hCE. Moreover, the addition of PRL plus KmIG to the

culture medium produced a sinergist effect on testosterome praduction.

Fresents results suggest that pituitary hormones are invelved in the

function of testis en the neonatal period throuah a direct influence on

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

different cells population of the testes remain to bhe elucidated.
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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas fundamentales de los organi smos
pluricelulares es su capacidad de dar una respuesta alobhal a un estimulo

dado: esta respuesta del organismo como un todo debe de ser cpordinada,

ec decir, debe esistir uwna adecuada relacidn ectre leos elementos

participantes tanto en espacio como en tiempo, con el fin de aue el
resultado final sea el correcto y deseado.

En l1a mayoria de los organismps superieores edisten dos formas

fundamentales de comunicacion intercelular @ el sicstema enddcring

y &1 sistema nerviosn. Ambeos sistemas se comunican entre si por medio de

mensajeros quimicos, el primero a través de hormonas y el senundo de

nedrotrasmi sores. En ]l sistema enddcrino, una oléandula libera harmonas |

gque pueden actuar sobhre las células u drgancos situados en cualquier

sitio del cuerpo. Las télulas efectoras estén  provistas de receptores

especificos para cada hormona (Snyder,19B5).

Un buen ejemplp de camunicacion celular neuwroenddcrine corresponde !

al 1llamado eje Hipotalamo-Hipdfisis—Gonada {Fig. 1y, en donde el

hipotalamp sintetica un decapeptido, la harmona liberadora de

gonadotropinas (GnRH) ¥y la secreta de wna manera pulsatil dentro del
sistema porta sanguineo hipotalamo—hipofisiarioc. Después de alcanzar la
hipofisis anpterior , el GnRH se une a las ctlulas gonadotripas
estimulando la liberacion de la hormona  luteinizante (LH) v de 1la
hormona foliculp estimulante (FSH) hacia la circulacisgn general. La LH
llega par la sangre a las células de Leydig, donde se une a receptores
espeﬁificos. Esto lleva a la activacidn de la adenilato ciclasa y genera

AMP ciclico y otros mensajeros gue finalmente resultan en la secrecidn

-1.-
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Fig. 1 Lje hipotdlamo - hip&fisis - testiculo. En este egquema se resume
el control hormonal de la funcidn testicular. { Tomado de la revisién
de Shaoc-Yao Ying, 1988. Endocrine Review.)




de androgenos. Estos androgenos a su ver tienen 1la capaﬁidad de modul ar
la secrecion de las gonadotropinas de la hipdfisis anterior a través de

un micanismo de retroalimentacidn.

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

a) Ceélulas de la hipédfisis anterior

La hipdfieis en un corte cagital. ests separada peor dos  ldbulos,
uno anteriror vy otro posterior, E]l ldbulo anterior se sabe gue produce en
la rata ceis diferentes hormonas. Eiiisten evidencias que indican la
existencia de diferentes tipog de cpiélulac para la produoccidn de éstas
hormonas, con una posible excepcion para las gonadotropinas, que dan
nombre & las células productoras gque son llamadas gonadotropas. Para los
fines de este trabajino solo nos referiremns a las células conocidas como
mamotropas vy gnnadntrbpas, ya gue éstas tienen come funcion la secrecidn
de las hormonas trdficas: prolactina, hormona foliculo estimulante y
hermona luteinizante.

Las ceélulas lactotropas o células productoras de prolactina
predominan en las células hipofisiarias de las hembras con crias
lactantes; son menos numerosas, pern auin  abundantes en 1a hipdfisis de
hembras gue estan ciclando y menos frecuentes en hipédfisis de ratas
machos.

Las células gonadotropas son ceélulas grandes, redondas que
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contienen grénurns de seﬁrecién'de ~Z00 nm los cuales son  tipicamente
menos psmiofilicos Que los granulos de las mamptropas. nghnas cé]ulas
gonadotropas contienen poblaciones de granulos mayores (400-500 nm) los
cuales son dificiles de fijar en 0s04, pero son bieh conservadas por
fijacion con glutaraldehido.

De acuprdo a evidencias inmunocitoguinicas, ambos tipos de grdnuleos
son secretoreg, conteniendo almacensdas las hormonas gonadotrdficas. Se
han encontrado varios subtipos de células gonadotropas uwtilizando la
microscaopia ¥y la inmunocitoquimica. Es probable que existan variantes
funcionale:s deal mismo tipeo de células o diferentes tipos celulares,
uno responssble de l1& formacidn de FSH y otro de la  LH, que ho se ha
demostrado todavia por 1o gue en el presente ne ostd clero si ambas
gonadotropinas son producidas por la misma célula o por diferentes tipos
celul ares. Existen evidencias inmunocitoguimicas en ratas y en humanos
gue indican la presencia de LH y FSH en la misma ¢élula, sin embargo
estos estudios se llevaron a cabo utilizando anticuerpos generados a un
grupo de hormonas que tienen un polipéptido en comun, la subunidad alfa.

Mas recientemente se hicieron estudios con anticuerpos especificos

para la subunidad beta, pero el problema adn no ha sido resuelto .

(Tirier Vidal, 1979).
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b} Estructura quimica y mecanismo de accion de la hormona liberadora

de gaonadotrofinas (GnRH)

lLa secrecidédn de las hormonas luteginizante vy Ffoliculo estimulante
por las células gonadotrdpas es un fendompno desencadenado por la accidn
de la hprmona liberadora de gohadotrofinas (GnRH): esta hormona es un
decapéptido de origen hipotalamico cuya secuencia de aminpiacidos e la
siguiente: PGRlu-His=-Trp-Ser—-Tir-Gli-Leuw-Arg-Fro-Gli—-NH2, Este
decapéptido difiere en la posicidn ocho con el decapéptido que se libera
en g8l pollo, ya gue se ha viste que contieneg el aminoacido Glu en lugar
de drg (Fing,1982).

Estudios realicadps en la rata con hormona iodinada han encontrade
la eiistencia de receptores a GnRH en membranas hipofisiarias, los
cuales pertenecen a una sola poblacidn y presentan una alta afinidad
(Clayton y Catt, 1981). Sin embargo, también estos receptores han sido
encontrados en génadas, placenta y corteza suprarrenal. En el ovario, la
GnRH inhibe la ditferenciacion y la esterpidogénesis inducida en las
células de 1a granulosa por accidn de la FSH, asli mismo suprime la
respuesta de las celulas luteinicas a las hormonas luteotrdficas LH vy
PRI- - En el testiculo, inhibe la produccidn de andrdgenos (estimul ada
per la LH/hCGB), asi como la accidn de FBH, FRL y hormona de crecimiento,
en cuantt a la induccidn de receptores a LH (Hsueh, 1983).

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

estercidogénesis, tanto en las células de Leydig aumentando 1la

produccion de testosterona (Moger, 1984) como en las celulas de la
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granuiosa de ovario, aumentando la prpducciﬁn de progesterona (Wang., Jd.,
1988). Estas acciones periféricas las lleva a cabo una molécula
semejante al EnRH qué se produce en las gdnadas y en la placenta.

Sé ha obeervado que la administracion pulsatil de GnRH mantiene la
respuesta hormonal de las céluwlas gonadotropas a un nivel constante y
nue dos pulsps datdos con un intervalo de treinta minutos tienen un
efecto potenciador en si mismos. Este fendmeno potenciador posiblemente
se debe a que la GnRH pramueve una mayor provision de LH y FSH  para
ser secretada, movilizando las reservas de hormonas durante la  primera
estimulacicdn, Io gue haria que para la segunda respueste se disponga de
un mavor numero de granulos para ser sccrelados (Fichering vy Fink, 19764,
1977) .

En 1& figuwra 2 se esguematica wun posible mecanisme de  accion de
la BGnRH sobre la liberacion de las gonadotrofinas en el cual la GnRH
s une al  receptor (R) ¥ s@ wverifica una microagregation de las
receptores gque origina la activacion de la proteina G (G) que a su ve:
activa a la enzima fosfolipasa C o fosfodiesterasa (PDE). La FDE
promueve la hidrolisis del difosfato de fosfatidil inositol (PIF2) en
inositol trifosfato (IFZ) y diacil glicerol (DG}, esto trae como
consecuencia un movimiento en el reciclamiento de la fosforilacidn del
fosfatidilinositol (F1) en sus  derivados mono--{FIF) y di-fosforilados
(FIPZ). El IPT interactua con la membrana del reticulo endopldsmico (RE)
permitientdn la salida de Calein (Ca) del RE al citosol, esto cnrréépnnde
a la primera fase del incremento de 1a concentracion de calcio. For
ntro lado, el DG‘ activa a la proteina cinasa C (FKE-C), ademas de
movilizar al dcido fosfatidico (AP) que activa a la fosfolipasa AZ

(PLAZ2) con la consecuente liberacidn del acido araquidénico (AA) hacia
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el citoplasma. E1 AA es transformado por la lipo-oxigenasa en el éCidD:

.

S-hidroxi-eicosatetraenoico (S5-HETE).

For otro lado , se abre un canal de calcio probablemente por la

intermediacidn de 1la FPH-C vy se presenta una entrada masiva de calcio
del exterior corroespor.diendp a la segunda fase  del aumento de la

concentracion de calcio. Este incrementeo del calcio intracelular activa

el sistema de la calmodulina, Los sistemss de les diferentss cinasas

activadas fosforilan a las proteinas que constituyen el siguiente paso
de lwns mecanismos de secrecion v sintesis que estimula el GnRH en la
celula gonadotropa.

For dltimo, para la setreclidn de las gonadotropines, se movilizan
los granules que lag contienen hacia la membrana plasmatica por el
reordenamiento de los microfilamentos, con la participacidn del calcio y
el AMFe. E1 nuclebtido ciclico se forma por la activacidn de l1a

adenilato ciclasa presente en la membrana de los granulos. Al ponerse aen

contacto la membrana del granulo con la membrana plasmatica = produce

la exocitosis.

7-.
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LA LH/hCG Y FSH.

Las gonadotropinas , hormona luteinizamte (LH) v la hormona foliculo

estimul ate (FGH) de origenh hipofisiario, la horwsona gonadotropina
coridnica humana (hCGE) de origen placentarig, v tftanbién otra hormona,
gstimulante del tirgides (TSH}, constituyven wunz familia de hormonas
glucoproteicas conztituidas por dos cadenas de aminodtcidos conocidos
como cadena alfa y beta. El numero de aminpacides para cada una de
ellas, asi como el peso de la molecula completa se muestra en el cuadro

siguiente (Ryan, J. y cols, 1988):

Gluco- Feso Aminoacidos

protef nas Molecul ar Alfa Eota
L4 22,4186 Q2 114
FSH 32,603 o2 118
hCG 58,675 ?2 145
TSH J0,461 72 118

Desde el puntpo de vista evolutivo, se ha preopuesto gQue todas las
subunidades de las hormonas glucoprotéicas de l1a hipédfisis en
vertebrados evolucionaron desde uwna molécula ancestral coman que 3a
origen a dos tipos de moléculas, alfa y beta, las cuales evolucionaron
dando hormonas diferentes. Asi se han identificado dos gonadotropinas

diferentes , tahto en anfibios, aves, reptiles como en mamiferos (Pierce

—g-
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y cols, 1981).

FPor estudios-de la eétrg:turé_primaria daréstas gonadotropinas, se
sabe qQue estas hnrmunéé son heﬁerudimerns coenstituidos por dos
subunidades, la alfa y la.géﬁa ;' las cuales se entuentran unidas por
fuercas no covalentes; lL.a éhbunidad alfa e comin para todas las
hormonas y muestra una considerable homologia de una especic -« otra. En
cambio la subunidad beta es diferente para la LH , FSH y TSH. Lac
subunidades beta de 1la LH ¥ 1la hCG son altamente homdlogas (BD 4) en sus
primeros 114 residuos,pero la subunidad beta de la hE6G difiere en gque
¢sta comtiene una extensidn carboxileo terminal rice en residuos de
serina y prolina. Ambas subunidades son codificadas por genes separados
y cada una tiene su propia secuencia.

La presencia de la subunidad a&alfa, comin para la lH y hEG y 1a&
alta homolooia enistente entre las cadenas beta de estas  hormonas,
nos ofrece una base quimica para entender 1la actividad bioldgica comlin
que comparten estas hormonas. Ademés se conoce que lag carbohidratos
presentes en eéstas hormonas  son indispenhsables para su actividad
bioldgica ¥ no asi para su unidn al receptor , ya cue se ha visto que
la deglicosilacion tanto de LH, hCB, FSH ¢& TSH no interfiere en la
unitdn & su recptor especifice, pero si en su actividad bioldgica tal
comd la estimulacion de 1la adenilato ciclasa y la esteroidogénesis
(Ryan, 1987, 1988).

Existen evidencias gue demuestran claramente que 1a subunidad beta
psta Qirectamente invelucrada en la uniodn al receptor vy que demuestran
el rol esencial de ésta tanto en el reconocimiento como en la
transducecion de la sefial. Experimentos de competencia y de acoplamiento

cruzadeo seffalan gue cuando se aisla la subunidad beta de la subunidad
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alfé, és5ta se ﬁne al receptor, Yy que los fragmentos peptidicos de la sub
uhiﬁad beta ademds de unirse al receptor, soh capacés de promover la
produccion de testosterona (Ryan, 1987) . Sin embargo, potros autores
seffalan que esta actividad bhormonal es expresada uUnicamente si ex1ste
una fuerte interaccidn especid:ca , no covalente entre ambas subunidsdes
alfa y beta (Pierce, 1981).

Se ha sugeride la pogibiligad de gue 1a subunidad beta se wna al
receptor especifico yv gque la subnidad alfa se internalice dentro de la
ceélula o se internalice dentro de la membrana plasmatica para la
egstimulacion de la adenilato ciclasa. Este mecan:smo podria uplicar la
funcidn de 1la subunidad comdn (alfa) con el concepto de  uwuna  subunidad
“unidora" y una "activadora" similar a la propuecsta para algunss toxinas
ge plantas y bacterias (Fierce, 1981), pero atnh no existen datos
conzl uyentes que apoyen esta haipdtesis.

Por altimoe, tambieén se ha reportado que la cadena beta de la LH ,
altamente homdloge a la de WCG, es¢ capaz de promover la produccion de
testosterona, activando los receptores a LH en las células de Leydig

(Chatrreau , 178Q).
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BIOSINTESIS DE ANDROGENDS

La ceélula de Leydig, locali-ada en el tejido intersticial del
.testiculo. es la mayor fuente de andrdgenos en el macho. Extensos .
estudios han mostrado que la testosterﬁna es una hormona  producida y

secretada por los testiculos hacia la circul acién sistemica.

Las fuentes principales para la biosintesice de loe andrédgenos en el

testiculo =on la Glucosa vy los acidos grasoe,
atraviesan libremente la membrana celular,

por accion de la piruvato deshidrogenasa en el caso de 1la glucosa y por

la via ¢e la beta-ouidacidn de los Acidos grasos: ambos eventos se

llevan & rcabo en la matriz mitocondrial., Debido a que l1la membrana

mitocondrial es 1mpermeable a la acetil CoA, ésta sale de la mitogcondria

Una vez en titosol,

el acetil CoA y el

acetoacetil

cFe-

CoA

posiblemente via su formacidn a citrato el cual acarrea grupos acetil
A traves de la membrana mitocondrial interna hacia el citosol (Fig 3)
MITOCONDRIA CITOS0L.
citrato b citrato
acetil CoA atetil CoA
oxalacetato oxalacetato
/
Piruvato et Piruvato {Fig. 3}

sintetizan

que provienen del plasma y !

transeformindose en asacetil CoA .



la 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA (HMGCOA) por la accidn de una enzima

sintetasa t3—hid?dxi—3—metil—gluﬁari1 CoA). La HMGCoA es reducida

pasteriormente a mevalonato por otra enzima, la HMGECoA reductasa. El
mevalonato contimdia la ruta biosintética hasta la formacicn de

colesterol, generando metabolitos intermedios coamo el escualeno y el

lanosterol. Dicho colesterol sintetizado o el proveniente del plasma ©s

esterificado rdpidamente con acidos grasos vy acumulado en granulos

lipidicos a partir de los cuales puede ser hidrolizado por esterasas

citoplasmaticas que proveen de esta forma mas colesterol libre para ser
uwtilizado en la bigsintesis de esterpides (Fig.'Wh
Mucho del colasterol en la £élula de Leydig probablemente ze derava
del acetato y no del colesterol circulante. En la célula de Leydig‘el
colesterol se encuentra en forma libre y esterificada y la hidrélisis de
los ésteres de colesterol vy sulfato de colesterol oEurre bajo la
influencia de la LH. El mecanismo por el cual la LH estimula la sintecsis
del asteroide en el testiculoe probablemente se debe a un auwmento en el
transporte del colesterol a la membrana interma mitocondrial para gue
la enzima que rompe la cadena lateral del colesterol actue sobre este.
Independientemente de la procedencia del colesterol que puade
llegar directamente del espacio extracelular, este entra a 1a
mitocondria hasta las crestas de la menbrana interna en donde se
encuentran las 20 y 22 hidroxilasas, las cuales rompen la cadena lateral
del colesterol dando como resultado la formacidn de Pregnenolona. Se ha
propuesto que la ruptura de esta cadena es a su vez regulada por la
LH en el testiculo del adulto , mientras que en la vida embrionaria es

activado por la gonadotreofina coridnica humana de origen trofobiastico.
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Fig.¥. Biosintesis de pregnenclona a partir de glucosa y Acidos prasos. (E.E) Espacio exirace
lular; (E.I) Espacio intracelular ; (HMGCoA) 3-OH, 3 metil-glutaril CoAj; (M) mizoocondria.




(Vease rewv. de_Lan, y cols., 1988).

Una- ver que ésta escisian se ileva a cabo, la pregnenolona
resultante migra al citoplasma en donde puede seguir dos rutas para la
formacidn de testosterona. La conversitn & testosterona se lleva a cabo

=

en el reliculo endeoplasmico liso v reguiere de la accion de oS enzimas

{(Fig.4)
lL.a conversion de preghenclona, a progesterona involucra la
. . . | J—. . - . -
a-ciodn dos enzimas microsomales: A-3f-hidroxiesterocide deshidrogenasa y

la 3-cetoesteroide A4—AS —isomerasa gue utilizan NAD ecomo aceptor de

fiidragenos.

La progesterona  es posteriormente convertida a
1 Zehidrociprogesterona , pero dgebido a gue esta reaccion se 1lleva cabo
muy rapidamente , existe poca acumulacion en el testicul o. Este

esteroide es un sustirato para la C17-20 liasa la cual remueve la cadens
de dos carbonos para foprmar androstenediona, la cual es convertida a
testosterons por la enzima 17 ¢ —hidroxiesteroide deshidrogenasa. Esta
binotransformacidn se conoce como  ruta Delta 4, y es probablemente la
ruta preferida para la biosintesis de testosterona. El camino
alternativo es la ruta Delta & emn Yla cual la pregnenclona  pasa de la
mitocongria al reticulo endoplasmiceo lisp para que se lleve a cabo una
hidroxilacién v Jormar asi la 17« ~hiddrosipregnenolona v a traves de
otras enzimas biotransformarse en testosterona. (Fig.5) .

A partir de los hallazgos de Le Roy (1?48) acerca de la existencia
de una sustancia extraida de las gonadas del embrion de pollo, la cusl
muestra propiedades andrdgenicas en un bipensayo, otros investigadores
se avetarbn al estudio de 1a esterpidogénesis "in vitro” e "in vivo" en

testiculeos de pollp a diferentes edades. Asi se mostrd que los pallos a
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COLESTEROL
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Progesterona

@

17a~Hidroxiprogesterona

@

A% Androstendiona
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NO o3

{7a-Hidroxipregnenolona
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!
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©)

3
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Fig. 5 Biosintesis de testostercna en testiculo. Enzimas que intervienen :
(1) 20y 22 p esteroide hidroxilasas y 20,22 esteroide liasa.

(2} 17 & hidroxilasa.

(3) 4% - 3phidroxiestervide deshidrogenasa y 3 ceto esteroide

v s
A A isomerasa,

) 5179 hidroxiesteroide deshidrogenasa.
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los 12 dias de la etapa prenatal (Nakamura, 1972) a los 2 dias de- vida
posnatal (Conell, 1964), a los 13 dias de vida- posnatal y en 1la etapa
adulta (Galli, 1972, 1973) poseen la maquinaria necegaria para gue se
lleve a cabo la sintesis de testosterona a partir de acetato via la
{ormacidn de pregnenoclona. Esta sigue dos rutas diferentes para la
sintesis de testosterena  (Nalamura, 1972), pero el hecho de que la
la testosterona en esta especie s cbn ppea fretuencia convertida en
androstenediona nos indica que el producto terminal en 1la

esteredoidogénesis por el testiculo del pollo es la testosterona.
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MADURACION DE EJE HIPOTALAMO - HIPOFISIS - TESTICULO

Durante los estadios tempranos en el desarrollo del eje endécrino'

en vertebrados, los componentes glandulares de estos son autdiomos en su

crecimiento, diferenciacion y actividad, vy es sple mas to-dey, en la

etapa embrionaria gue oturre la integracidn funcional entre ellos
(Woods, 1987). Existen evidencias que apoyan un procesn de maduracion del
Eje Hipodtalamo — Hipdfisis — Testiculeo (EHHT) en aves, en ]l que se
puede apreciar una primera etapa de independencia {funciponal de sus
componentes y otra & partir de la segunda mitad de la ptapa fetal, donde
ee establecen las interacciones demostradas en el adulto (Woods. 1977).

En el embridn de pollo , la unidad hipotalamo — hipdiisie es
funcionalmente madura hacia el dia 17,5 de desarrellp embrionario: las
terminaciones nerviosas de neuwaronas hipotaldmicas se observan  por
primera vez en el dia 7.5 - B.0 de incubacidn, éstas incrementan en
numero vy penetran a la capa edterna de la eminencia media en el dia F.0.
Los vasos sanguineos empiegzan a invadir 1a adenohipdiisis hatia el dia &
de desarrollo, guedando formado €l plexso wvascular portal hbhipotalamo -
hipofisiaric el dia 1Z.0. Estos hallazgos muestran que  los
prerrequisitos anatomicos para la comunicacion hipotalamo - hipdfisis se
establece hacia la mitad de la gestacidn {(Woods, 1977).

Respecto al desarrollo funcional del EHHY se ha visto qgue en el
embridn de pollo la produccitn de gonadotreopinas por la adenchipdfisis
inicia su regulacion en la produccidn de andrdgenos testiculares a los
13.5 dias de incubacion, lo que se manifiesta por una elevacivn maxima

de los niveles de testosterona en el plasma a esta edad. Antes de este
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tiempo, la sintesis de androgenos por los testiculos es autdnoma (Woods,
1977,1987; Pedernera y Gomar, 1984) encontrandose que ésta se inicia a
los 3.5 dias de incubacitin en las células indiferenciadas (Woods, 1974).

FPor otro lado, varias ubserﬁaciunes hanmn implicadoe at hipotalamo en

la regulacion de la unidad hipofisis — gonada. Se ha visto que en ambor
sexns, la GnRH es  inmunpcitoguimicamente demostrable, apareciendo
primeramente en el cuerpo celular nerviosco (Fericaria) del infundibuio

h;putalémi:o en el dia 5.5 del desarrollo, For el dia 7.5 los axones de
éstas se pueden localizar en el hipotalamo anterior sobre las ramas del
pleto capilar primario de la eminencia media (Woods, 17987). Tamhién se
ha visto que el estradiol marcado unido al pericario hipotalamico en el
dia 1¢.0 alcanza el plerto wvascular hipotalamo - hipofisiare en e] dia
12,0 del desarrollo.

Otras observaciones que sugieren una independencia de la hipdfisis
respecto del hipotalamo en  estapas  tempranas son el  transplante de
hipdfisic a la membrana cpricalantoidea (COM) vy 1a adicidn de LH/hCG a
embt-iones hipotdlamo - hipofisectomizados, loe cuales restablecen los
andrégenps testiculares a niveles similares a los encontrados en
embriones intactos de 15.5 dias de incubacidn (Woods, 1977, 1937).

Estudios en rata han demostrado que el EHHT es eétimuladu al
momento del nacimiento, ya que los resultados obtenidos por Corbier vy
cols, (1978) indican que durante el primer dia de wvida extrauterina, el
crecimiento testicular fue maAs rapido que el observado en las Gltimas
24 horas de vida fetal. Estos haliazgns coinciden con los reportados por
Esuchi.y Mnrikawa; 1968 1os cuales ' observaron que el pesc  testicular

aumenta ligeramente mas rapide entre el dia 22 fetal y el primer dia
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host;parfn, que entre él lapso del dia 21 y 22 fetal.

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

poshnatal, la secrecidn de testosterona disminuye a partir del primer dia
del nacimiento, comenzando a incrementarse otra ver hacia el dia 21.
Federnera, Mendosa v Romann., (1984) han demostrado que en el pollo
eriste un aumento del peso corporal asi como  testicular durante el
periodo neonatal: la secrecion de testosterona del tecsticulo también

aumenta en los primeros dias del periodo neonatal para decaer hacia el

décimo dia de vida. Ademds observaron que &n todas las edades
comprendidadas entre 2 y 12 dias posnatales, los pollos responden al
egtimulo con  aohadolropina corionica, pero el incremento es menor a

medida que avanza la edad del animal.

DESARROLLO DEL TESTICULD

a) Desarrollo morfoldgico.

Un evento crucial en el desarvolle testicular es la diferenciacidn
de las células secretoras de esteroides, las células de Leydig, en el
compartimiento extracerdal. Estas células se diferencian poco tiempo
después de que los cordones testiculares se han formado.

Debide a que se diferencian de la misma masa celular (Blastema) de
la cual surgen las células de Sertoli, varios autores - han propueste un
prigen comin de estos dos tipos celulares, Asi, algunos autpres han

sugerido que el Blastema es de origen mesenguimal (humanos y cerdos), en
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tanto otros han sugerido un origen meson&frico {(ratvn, conejo, humanos vy
ovejas ).

Las diferencias entre génadas masculinas vy femeninas en embriopnes
de pollo pueden demostrarse en base a sus caracteristicas morfoldgicas a
los seis diac de incubacidn. Existen dos teorias acerca del origen de

las celulas intersticiales en esta especie : la primera gque i1indica gue

el precursor de estas celulas se forma en el estroma y e por le tanto '

de origen mesenguimatoso (Narbaitz, 19464) vy la segunda que sugiere que
el precursor de tas cédlulas de Leydig se forma dentro de 1los cordones
testiculares, y desde ahi migran hasta eituarse en el estroma, lo que
sugiores  wn origen epiteial (Scherbi , 19700 . Este Gltimo autor
encuentra gue dichas células precursoras ( en embriones de 7 dias )
tienen caracteristicas basdfilas, con ribosomas, poco reticulo
endoplasmico rugnsd y liso, con inclusiones lipidicas y con
mitocondrias con crestas lamel ares en uwn ndamero pegquefio e irregular.

For otra perte se ha demostrado que el testiculo de rata contiene
dos poblaciones de células de Leydig, las cuales fueron separadas por
gradientes de Metrizamida, v & las que se les denomind poblacidn fetal
(I} y adulta (I1)., La poblacidn I aparece en el testiculo de la rata en
el ultimo tercio de la gestacion y declina durante los primeros 10-15
dias de vida posnatal; la generacidn adulta se incrementa de una manera
gradual después de este tiempo (Lording, 1972).

En estudins. morfoldgicos realizados en embriones de pollo de 17
dias, {Aguilar, Romano y Federnera, 1981} mueétran que en esta etapa el
corddn seminifero y el tejido intersticial se encuentran bien definidos
en su desarrollo , vy describen ademas la existencia de tres tipos

celulares en 2]l tejido intersticial ¢ I, I1I, III ).
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lLas c#lulas tipo I con forma de fibroblasto se encuentran cerca de

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

fiuso con abundantes prolongaciones y mitocondrias ovales con croestas

lamel ares, reticule endoplasmico rugoso ocasional y ausencia de reticulo

endoplasmico lisp. Su nucleo es redonde con cromatina condensada

periféricamente.

l.as celulas tipo 11 (transicionales) localiz-adas a&alrededor de los
cordones sexuales, presentan forma de huso, nucleo elongado, menos
prolongaciones citoplasmadticas, mitocondrias con crestas tubulares o
vesiculares vy mitocondrias con crestas lamelares gque aln coexisten en la
misma céluwla., Corntienen poco REL, un preminente aparato de  Golgi y una
cantidad menor de polisomas.

Las cerlulas tipo III (O de Leydig) forman islotes separados del cor
don seminifern v de la células tipo I v I1. Son redondas o poligondles
con nuclep central vy pocas prolongaciones titopplasmaticas, contienen un
gran numero de gotas lipidicas en su citoplasma y  sus mitocondrias son
dre forma oval o redonda con crestas tubulares o vesiculares abundantes y

el reticulo endoplasmico liso se encuentra bien desarrollado.

b) Desarrollsc funcional

La esteroidogéneis testicular tiene dos fases activas durante la
vida : la primera se presenta en la vida fetal. Dependiendo de 1la
especie el pico de actividad fetal se encuentra cercano a la mitad de la

gestacidn (humanos) o al Ffinal de ésta (roedores). Esta actividad

22




continka (roedores) o se reactiva (humanos y primates) durante la vida

pnshatal inmediata, pero permanece .quies:ente hasta la pubertad. La

segunda fase de actividad esteroidogénica se inmicia en 1la pubertad vy se:

mantiene durante 12 edad adulta (Huhtaniemi, 1984).

Estas variaciones en la esteroldogeénesis se correlacionan con la
morfologia evolutiva de las celulas de Leydig, las cuales aparecen
en dos fases de crecimiento como fue explicado en el apartado anterior.

Woods, 1977 y Guichard, 1972., demuestran que en el embrion de
pelip, las gonadas se encuentran ya diferenciadas a 1los B dias, tanto
morfoldgicamente comp funcipnalmente, ya gue a psta  edad el embridn esg
capas de producir testosterona &n pegquefias concentraciones. Estos
hallarzgos son apoyados por los  treabajos de Chieffi, 1964 vy Narbaitz,
1963. , quienss encuentran actividad encimatica de la
AS— S p - hidrosiesteroide deshidrogenasa asi come la presercia de

lipidos en esta edad. .

Federnera, Mendoca y Romano, (1987) en un estuwdio realizado con
fragmentos testiculares de pollo a diferentes edades (nacimiento - 12
dias ) reportan aumento tanto en el peso  corporal como en el

testicula- durante este periodo; y un aumento en la preoducciedn basal de
testosterona en los primeros dias del periedo neconatal el cual decae
hacia el décimo dia de wvida. En todas las edades se observd una
respuesta al estimulo con Gonhadotropina coritvnica (hCE), la. cual
disminuyd & medida que avanzaba la edad de los animales. Despugés del
nacimiento se ha visto gque ia produccidon basal de . testosterpha medido
por radioinmunoenéayu en el medio de incubacidn es cuantificable durante
los primeraos 12 dias posnatales, alcanzando un pico mAximo de produccidn

de testosterona hacia el sexto dia (Pedernera, Mendoza y Romano, 1987).
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Estos hallazgos coinciden con los datos aportados por Tanabe y Cols,
(1979) "“in vi;o“, donde se describe en el polle un pico de testosterona
en plasma hacia el séptimo dia posnatal, asi como uwn  aumento en los
niveles plasmaticos de LH haria el tercer dgia, el cual posteriormente
decae. For Qdltimo estos mismis autores seflalan gue durante la evolucidn
del espacio pericordonal, se phserva que las células tipo I v las tipo
I11 tienen su miinimo desarrollo en el segundo dia  ded nacimiento, Yy
tienden a digminuir conforme avanza la edad.

Estps resultagos llevaron a la conclusion de que en el
periodo posnatal las celulas de Leydig del testicule del pollo poseen
laa maguinaria necesaria para la esterosdogenesic. Eetudios realicados
en rata han mostrado resultados morfoldgicos vy funcionales del testiculo
muy similares pero npo dguales & los encontrados en el pollo ya que
eristen diferencias, fundamentalmente temporasles. Chese y PFPayne(1983)
demuestran la eristencia de dos poblaciones de celulas de Leydig (I vy
IT ) en las ratas recién nacidas, las cuales poseen la capacidad de
praducir andrdégenos , sefialando gque dicha capacidad fus mayor para las
celulas tipo 1 en las ratas inmaduras y el fenomeno opuesto enh ratas
maduras. Pesde gl punto de vista funcional, Hutaniemi y cols(i982)
mostraron que en la rata, la produccidn basal de testosterona, asi como
la respuesta a hCG disminuyen entre el 2o0. y 15o. diglde viga
poenatal. Observaron en €1 150, dia wuna pérdida de la capacidad de
respuesta a 1a hCB "in vitro", lo cual coincide c¢on la disminucion del
porcentaje de células intersticiales que se encuentra hacia el mismo

dia.
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LH 7 hCG ' ¥ SU RELACION CON LA FUNCION TESTICULAR

Durante el desarrollo prenatal de los mamiferos, se encuentra una

hormona qgue tiene efecto luteutrépico,' secretada por la placenta,

conocida como gonadotrofina coridnica, la cual juga un papel importante

en el desarrollo y funtidn testicular de estos animales, principalmente

en cuanto a la secrecidn de testusterona por las células de Leydig.

El testiculo en desarrello es capaz de producir cantidades de
testosterona similares a las del adulto vy este hecheo coincide con el
pico de mansima secrecicn de hCG placentario, ziendo los niveles de LH
en esta etapa despreciables, También &r conoce gque a la oparicitin de
las celules de Leydig en el testiculo fetal sigue uwna activacion de la
esternidogénesis. Se ha visto que cuando la szecreci1dn de esteroides es
mésima, los niveles de receptoresz o LH en el testiculo fetal, alcanzan
tambien un maxime y simultaneamente el testiculo fetal presenta una

marima respuceta a la estimulacidn con gonadotrofinas "in vitro“.

RECEPTORES A LH/hCG

Los efectops de LH /7 hCG en la celula de Leydig se han clasificado
en rapidos , aguellos gue se presentan a 1os pocos minutos de la adicidn
de la hormona y lentos, de cardcter trofico, qgue implican sintesis de
proteinas.

La wnidn de LH/hCG al receptor especifico, uwna glicoproteina
dimeérica que forma parte de la membrana de la celula de Leydig, inicia

una cascada de eventos que incluye activacidn de una enzima mitocondrial
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que. tiene como - funcidn el rompimiento de la cadena lateral del
Enlasterol, aumento de los niveles de AMFc pradUCtD de la activacion de
la adenilato cicl asa; activacidn de la cinasa A y fosforilacidn de al
menos seis proteinas celulares (Dufauw y cpls, 19684 }. La uwunidin de la
haormona al receptor induce la incorporacion de nucledtidos de guanina
(GTF) a las unidades reguladoras, proteinas N o G (Dufau y cols, 1980
qgue conducen a la activaclidn de la adenilato ciclasa y &l consecuente
aumento del AMPc que a su vez activa a la proteinpa cinasa A, la cual
inicia como se sefMala mas arriba una cascada de procesos de

fosforilacion de proteinas necesarias para la esteroidogenesisc.

Farasielamente a este sistema, el cual utiliza al AMFE como  segunde |

mensajero, =g ha reportade otro relacicnado con da proteina cinase

dependiente de calcio y fosfolipidos el cual es activado por los ésteres

del Forbol ( Ling, 198393 Welsch v cols, 192843 Coole v cols, 19643

Tahka, 1986 ). Asimismo se ba mostrado que la calmodulina es  importante

en el procesco de transporte del colesterol a la mitocondria (Hall et

al, 1?81 ). -

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

a la LHM/hCG por celula, cuyas caracteristicas involucran una alta
constante de afinidad (Ka= 4 % 10 M ) yv una baja capacidad de unidn
(1 pmol /g Y a esta hormona ¢ Catt y Dufauw, 1778 ). Se considera gue la
activarion del 1 % de los receptores para LH/hEG es suficiente para
desencadenar el efecto de sstas hormonas, por lo gue los receptores en
exlceso (receptores de reserval servirian para asegurar el efecto

hormonal , aun en presencia de bajos niveles de las mismas.

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

gestacidn, los cuales se elevan progresivamente hasta el nacimiento. No
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se han encontradeo diferencias- entre el nameroc de receptores en este
periodo respecto a la cantidad encontrada durante los primeros % dias
después del nacimiento, aun cuando el contenide de testosterona en esta

etapa (So. dia posnatal) tiende a decrecer ¢ Warren, 1284).

a}) Regulacidn a nivel del receptor.

Se sabe que la LH y la hCB en &1 mamiferc tienen la capacidad de '

regular a sus propios receptores, féndmeno gque se denomina  regulacion
homdloga, ¢sta puede ser en un sentido positivo manteniendo o
estimulando los receptores o en sentido negative disminuyeéndo el
numere de gllos.

En el testiculeo adulto, la capacidad de la celulas de Leydio para
responder a la estimulacion sostenids con gonadotrofinas COR un
incremento en la produccidn de androgenos se encuentra limitada por el
desarrollo de un estado refractario gue se  asocia & una pérdida de
receptores y de la respuesta esteroidogénica ( Cigorraga, 1978 ).

Asimismo, se ha observado que en las células de Leydig del testiculo
adulto, la gonadotrofina induce un control dual sobre ia funcidn: bajas
dosis de LH/hCG mantiene los receptores y enzimas esteroidogénicas en un
estado de " regulacidn positiva", en tanto que altas dosis de esta
hormona causan "regulaéién negativa" del receptor y desensibilizacidn
(Huhtaniemi y cols, 19813 Tahka, 198&4&: Tsuruhara, y cols, 1977; Dufau y
cols, 1988 ).

A diferencia de lo que ocurre en la ceélula de |Leydig de rata
adulta, las celulas del testiculo Ffetal y posnatal temprano son

refractarias a este proceso de desensibilizacidn (Huhtaniemi y cols,
27—



1981),

Huhtaniemi, vy cols. 198! utilizando un modelo de cultivo de éélulas
de testiculares de rata adulta demostrd gue una dosis dnica fisioldgica
de hCE induce un aumento en gl numero de receptores para esta hormona.

Ezte fendmeno ha sido considerado como un efecto trdfico tardio de
ia hC6 en cuanto a la induccidn o mantenimiento de receptores
(Huhtaniemi y cols, 19813 Tahka, 19B46 ). La atgministracidn de una dosis
alta de hCG produce en un primer momente un rapide aumento del numere de

receptores LH/ZhCG que se explicaria por un desenmascaramiento de los

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

(Huhtaniem:, Tahhks v Dufau, 1784).

Estudios “Yin vitro " e "in vivo" (Warren y cols, 1782, 1987 ) en
testiculos fetales de rata, ban mostrado gue altas dosis de LH/hCG
incrementan el npumero de receptores a estas hormonas, asi comp la

respuesta esteroidogénica evaluada por un  aumento en la produccidn de
testosterona. No s observd en estos experimentos el fendmeno de
desensibilizacidn demostrado para las células de ratas adultas.

Dufau y Gatt, 1982., utilizando ratas de 1 dia de edad demuestran
que la adicion de bajas dosis de hCG durante tres dias caustd un
incremento del 91 %4 de los receptores a LH por el testiculo y que por el
contrario uWwna depsis alta de esta hormona generd uns pérdida de
receptores.

Varios autores han estudiado las modificaciones gque se asocian al
fendmenn de "regulacidn negativa" ‘ para estos receptores. Se ha
observado que el  tratamiemnto agudo con HCG induce dos tipos de
alteraciones, que son dependientes de la dosis y del tiempo de

exposicion a esta hormona. Entre estas se encuentran la pérdida de
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receptores a LH/hCG y las altera:ibnes‘esternidngénicas‘ que pueden ser
de dos tipos : “"tardia" en 15; pasps ppsteriores a la formacidén de
progesterona, y "“"temprana®, nue. se  presenta antes de la formacién de
pregnenolona. Exuperimentos "in.vive" e "in vitro" en los cuales dJueron

utilicadas altas dosis de hCG demostraron la existencia de una rapida

perdida de receptores a LH ulterior al tratamiento ; estos efectos

perduraron hasta uwna semana, produciéndose la recuperacion dos dias
despugs de este periodo. (Sharpe, 19763 Haour y Saez, 1977; Hsueh vy cols
1976 3 Catt et al, 1979, Schumacher, 1976).

Los resuwltados obtenidos en ratas adultas difieren un poco de los

encontrados cuando se& ulilisaron animales de 9 dias, en donde se observo

tamhién una caide rapide en el porcentaje de receptores a LH/hCG durante
las primeras 24 horas, pero sin embargo la recuperacidn de los mismos
se produjo mas  rapidamente a las 4B y T2 horas despuits de  la
estimulacidn con una dosis alta de HhCG. Esta aparente pérdida de la
regulacion negativa se explicd aduciendo que en los testiculos de rata
en la etapa neonatal éste fendmeno no existe; descartando la posibilidad
de gque la ausencia de ésta regulacidn negativa en esta etapa puede ser
exuplicada porgue las ceélulas "viejas" sensibles a la desensibilizacidn,
sean remplazadas por células "nuevas" inducidas por la inyeccidn de LH
en las que se produce uwn incrementoc compensatorio  del namero de
receptores. Altas dosis de gonadeptropinas disminuyen el nuwsnero  de
receptores por ocupatidn, pero tan rapido como la horeona se dicocia,
los sitios de unidn son remplazados por nuevos receptores funcionales.
No se sabe actualmente si los receptores "viejus" pierden su

capacidad de unidn o si son remplazados por otros nuevos (Huhtaniemi
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-1954).

La dese&sibili:acidn_en.el _éésticulo adﬁlto se acbmpéﬁa de 1la
disminucion de la praduc:ibn de AMPc vy & 1la recuperacion de los
receptores sigue un auﬁentn de los niveles de AMPc en respuesta a las
nuevas dosis de.hCG (Heueh y cols, 1974}). Estos datos sugieren que el

fénomeno de desensibilicacioh estad ligado al acoplamiento entre el

receptor de hCE y la adenilato ciclasa. EI hecho de gue en células

desensibilizadas a hC6, se lagre un aumento en la produccion de AMFc con

toxina del colera, apoya la hipétesis de un desacoplamiento entre el

caomplejo LH/hCG—- receptor y el sistema adenilato ciclasa, asi como de :

alteraciones en la degradacion e internalizacicon de los receptores
(Rajaniemi y Huhtaniemi, 197%) vy cambinsg A4 nhivel de la proteina N
(Dufau et al, 1984).

Faralelamente & estos cambios inducidos a nivel! del receptor LH/KCG

por la hormona homdloga, se producen alteraciones en la esteroidogénesis @

que no dependen solo de la refractariedad del AMFoc, puesto gue no pueden |

ser revertidos con la tdiina del cdlerx y desaparecen antes de que se

produzca la recuperacidn de los receptores ( Tsuruhara y cols, 1977). La

alteracion l1lamada "tardia” que ogasiona estas modificaciones en la

estercidogénesis parece estar en pasops posteriores a la proteina cinasa,
a nivel de las ennimas microsomales 17 - esteroide bhidroszilasa yv la C17
y 20 esteroide liasa que catalizan la conversidn de esteroides C21 a
androgenos (Cigorraga y cols, 1278B).

Se ha postulado un papel para 1los estrdoenns en el fendmeno de
regulacion negativa por LH/KCG  (Dufauw, 1988). La incapacidad de las
células Ffetales y de las células de animales inmadurops para ser

desensibilizadas por la gonadotrofina ,se ha atribuldo a la baja
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actividad de aromatasa del! testiculo fetal, donde no es posible detectar-

una produccicon de estradiol y los receptores a estrédgenos se encuentran

en niveles bajos, asi como las proteinas inducidas por estradiol (Dufau,

1984, 178, 1988)

La :ctividad de aromatasa de la celula de Leydig es raramente

detectable en la vida fetal y en la etapa posnatal temprana, sin embargo

se incrementa con la edad. For el contrario, dicha actividad es muy
importante en las ceélulas de Sertoli durante el desarrollo (Dufau,
1288). Los mayores niveles de actividad de aromatasa fueron encontradeos
en las celulas de Leydig de rata adulta yv emn las celulas transicionales
del testiculo fetal (Taai—Morrie,focuilanc v Dudfau, 198%,19846,19B7). S5in
embargon el tratamiento de las células de Leydig Fetales en cultivo con
LLH ada tercer dia causd uwuna regulacithn posgsitiva del receptor a
estradiol, y un incremento en la proteina reqgulada por esta hormona con
la consiguiente induccidn de wuna alteracidn esteroidogénica a nivel
microsomal vy  finalmente disminwucidn en la produccidn de andrdégenos
(Dufau, 1988). Esta inhibicidn encimatica mediada por estrdgencs fue muy
similar a la encontrada en la desensibilizacion por la LH/RCG en las
ceélulas de Leydig de rata adulta.

Por lo tanto la induccicon de 1la actividad de aromatasa, seguida de un
incremento y consiguiente aumento del numero de receptores a estrogenos
e induccidn de la proteina reguladora de 27 H, dependiente de estrigenos
llevaria a la inhibicidn de 1las enzimas microsomales 17 —esteroide
hidroxilasa/ 17, 20-esteroide liasa con la consecuente reduccidn de la
produccion de testosterona en las 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 multiples vy altas dosis de LH
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HORMONA FOLICULO ESTIHULANTE (FSH) Y SU RELACION CON LA FUNCION

TESTICULAR.

La hormona foliculo estimulante (FSH) de origen hipofisiario, cuya
estructura ha sido descrita en parrafos anteriores, es una glucoproteina
que también se encuentra involucrada en 1a funcidn endocrina del
testiculo.

La purificacion v 1la composicidn de aminoidcidos tanto para 1la
LH como para la FSH en aves fue reportade en 1975 por  Godden, quien
encuentra una gran similituvd entre déstac vy las gonadotropinas de origen
humano y de carnero. Ambas gohadotrepinas en aves contienen una gran
proporcion de residuce de glicina v alanina v mantienen la capacidad
esteroidogénica vy espermatogenica del testiculo, respectivamente.

Se ha supuesto &0 r] pasado que la prolifeaeracion v diferenciacion
de las células de Leydig de rata durante l1a maduracidin testicular y en
ciertas condiciones experimentales en el testiculo aduito, depende
principalmente de LH: estos dates han sido sugeridos por  diferentes
atltores a través de la respuesta del testiculo a la deprivacidn o bien a
la estimulacidn con esta hormona ( Cigorrags,l1%978; Huhtaniemi v cols,
1981; Tahka, 19843 Rev. Dufau, 198B8). Sin embargo, existen evidencias
que involucran también a la FS5H en el desarrollo de las células de
Leydig , ya que se ha visto que exniste una correlacidn estrecha entre
los niveles de FSH y la formacidn de la generacidn adulta de las celulas
de Leydig en la rata (Kerr, 1285). Estudios en ratas inmaduras

hipofisectomizadas han wmostrado que la FSH aumenta la capacidad del
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teétrculc para unir LHly secrétar testosterona (Kerr, 1285) vy quei
produce un incremento en él peso del testiculo (0del] , 1976). Este
tltimo autor reporta ademas una pérdida de Fespuesta a la LH por el
testiculo de las ratas inmadurés hipofisectomizadas de 25 dfias, las .

cuales sin embargo responden al estimulo con FEH, 5 dlas despues de Ia’

hipofisectomia, lo gue s& manifestd por el ineremento en el peso
testicular. Resul tados contrarios fueron presentados por Meidan R., .
1985, utilizando un mpdele " in vitro". Este investigador observa gue en

un cultivo de células dispersas de testiculo de rata de 7 dias de edad.
postnatal, el estimule con 100 ng/ml de FSH ovina ( 30 NIH FSH S1
Unidades/mg y < 0.01 NIH LH 81 Unidades Zing ) durante  tres dias, ho
genera ningan incremento en la produccidn de testosterona.

Se han cuantificado receptores a FSH en testicule desde 1os 17.5{

;

dias de gestacidn en las rataes, los cualeg s mantien bajos hacia el diai
19.5 de la vida fetal. A los 20.5 dias, los niveles de estos receptnresj
comien:an & elevarse rapidamente y este incremento continda hasta el |
dia 21.5 de la gestacivn, justo antes del nacimiento (Warren, 1284) . !
Estas obseprvaciones son consist=ntes con el hecho de que en este estadio:
del desarrollo estan presentes células de Sertoli en el testiculo de la‘
rata. Sin embargo aln no se ha demostrado que  la FSH se una
especificamente & las células de Sertoli del feto y no a otras células.
La plevacitdn de los receptores observada puede deberse a un  incremento
en el pumero de receptores por ceélula p a un incremento en el nOamero de -
células de Sertoli & a ambos eventos (Warren, 1984).

La constante de afinidad de la FSH por su receptor en el testicu]o:

fetal es similar a la medida para el testiculo neophatal y el adulto .

(Warren, 1984), En el testiculo fetal la constante de afinidad (Ka) det
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ia la hormona por su receptor en el caso QE la FSH es aproximadamente
el 10% de la de LH. Debido a esta b;ja constante de afinidad y el nuamero
tan pequefo de sitios de wunidn de FSH, ha sido dificil teécnicamente
medir los sitios de unidn de FSH bajo condiciones tie saturacidn durante
el desarrollo del testiculeo fetal. 8in embargo,lacs mediciones de unidn
al receptor bajo cpndiciones no saturadas, son  proporcionales, perdo no
idénticas con 1la concentracion del receptor, cuando las afinidades
permaneten constantes.

La interpretacidn de los efectos de la FSH scobre la funcidn de las
células de Leydig en el testiculeo inmaduroc ha sido dificil, ya que
la respuesta nedida s dependiente de la edad, la tosis vy el tirempo de
exposicidn a esta hormona. For otro lado es de vital importancia para
una c¢orrecta  interpretacicn de los resul tedoe 1a pureca en 1la
preparacion de la FS5H. A este respecto eisten en la literatura,
tesultados contradictorios, los cuales por un lado reportan que el
efecto de la FSH sobre la funcidn de las células de Leydig se debe a la
cantaminacieén de las preparaciones ton la otra gonadotropina, la hormona
luteinizante (LH) (Purvis, 1979; Maoger, 1982) cuya accidn sobre la
esterocidogenesis ha sido ampliamente demostrado por diferentes
investigadores. Otros auwvtores sin embargo han mnstradm que la
administracion de LH a ratas inmaduras en cantidades equivalentes a
aguellas conocidas como contaminantes de las preparaciones de FSH, no
son capaces de replicar el efecto estimulatorio sobre 1la
esteroidogénesis de la F8H ( Furvis y Clausen, 1979).

. A pesar de la evidencia que indica gue existe un efecto de la FSH
sobre la maduracidn funcional de las ccélulas de Leydigy los estudios

histologicos no apoyan estos resultados ya gue el namero de células
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jnterstidiales ¥y su morfologia permanecen sin cambios despudas del

tratamiento con FSH en ratas inmaduras hipofisectomizadas (Maidan,

1985 .
a.- Interaccion Sertoli-Leydig en la rata, efecto de molécule: similares
a GnRH:

Otra interpretacion del efecto de la FSH sobre la funcidon

de testiculo concierne a la regulacidn paracrina entre las ceélulas de

Sertpli v las reélulas de Leydig. Debido & que la funcidn de las ceélulas ;

de Sertoli es criticamente dependiente del funcionamiento normal de las

células de Leydig, se ha sugerido L& influencia regul atoria .

bidireccional de las células de Sertoli con las de Levdig. La hormona
foliculo estimulante  (FEH) actua a través de un receptor especifico

spobre la celula de Sertoli, causando é&stas a su vez cambios importantes

en la funcion de las celuwlas de Leydig; sin embarge adn no se conoce .

fehacientemente &l mecanismo ¢ los mecanismos para que se  lleve a cabo
este efecto.

Se ha demostrado que a través de este efecto modulador 1la FBH
induce receptores a LM en las células de Leydig, lo cual incrementa la
capacidad esterocidegénica de las mismas; de esta manera la FS5H y la LH
tienen un efecto sinergista sobre la Funcidn testicular (Chen, 19775
Geurgopoulos y Fayne, 1979; Moger, 1982; Benahmed, 1984 {eré, 1985) .
For otra parte, Sharpe y Cols, 1981 proponen la existencia de un factor

parecido a la LHRH (GnRH), el cual ha sido detectado en el flufido

intersticial rodeando a las células de Leydig. S5e ha visto gue cuando se..

inyecta un agonista de GnRH al testiculo, éste causa un desajuste |
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'+uncidnal-en e#ta-génada inhibiendo directamente los efectus inducidas
pur‘lé' FSH sobre la funcidn de las células de Leydig a traves de
receptores de membrana; por todo esto,este factor ha sido postul ado comc
mensajero entre la celula de Sertoli y la celula de Leydig,. En 1a
actualidad pxiste un reconocimiento general acerca de la existencia di
receptores & GnRH en las células de Leydig de testiculeo de rata (Dutac,
1988). Se han descrito efectos inhibitorios del GnRH y sus agonistas
andlogos sobre la funcidn testicular via receptores especificos, durante
2]l tratamiento de ratas hipofisectomizadas con esta hormona (Dufau,
19808) .

Ern contraste, la accidn inhibitoria de la GnRH causada por el
tralamiento prolongado con GnRH "in vivo", en animales intactos se debicd
a una alteracien tardfa causada por la accidn de la H, Qe cause
desensibilizacidn a nivel de la hipdfisis .

Algunos efecltos tempranos directos de la GnRH  sobre el testiculoe
se han entontrado en las células de Leydig en cuwltivo. Estos han sido
pripcipalmente de tipo estimulatorio, yva que los efectons inhibitorios no
se han podido demostrar durante periodos cortos de incubacion
(Sharpe, 19813 Dufau, 1988)., sin embargo, los efectos inhibitorios
directos también han sido observados en cultivos de células de Levydig
fetales (Dufau, 1983) v en cultivos de ceélulas intersticiales de
animales hipofisectomizados.

No se han detectado receptores a GnRH en homogenados de testiculo
de 20.5 dias fetales ni en preparaciones frescas de c&lulas de Leydig
de esta misma edad; sin embargo, se han encontrado a partir de 1los 3 vy
hasta 1les 70 dias del cultivo de ceélulas de testiculo tomados de

estos mismos animales. Estos receptores también son detectables en el
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periodo 'ﬁcsnatal en teéticulos de ' rata -de 5 dias vy aumentan
sensiblemente'ddrante ia maduracion, hacia los 30-40 dias de edad.'

El tratamiento de cultivos de células del testiculo fetal de rata
con agonistas de GnRM inhibid la produccidn de esteroides dependiente de
LM de una manera dependiente de la dosis y abpolid 1a produccidn aguda de
testosterona en respuesta a la hCG, lo cual se acompafith de una
disminucicdn en la produccion de AMFc. ( Dufauw y Knou, 1285).

La presencia de receptores a GnRH y la acecidn inhibitoria de esta
harmona sobre las células de Leydig fetales en cultivo, indican que
péptidos relacionados a la GnRkH pueden modificar 1os efectos de las
aonadeotropinss sobre el testicule fetal. De esta manera, el contenido de
GnRH materno, as! como los bajos niveles de LM  durante este perlodo,
podrian ser los responsables del estado quiescente de la poblacidn de
las células de Leydig fetales, contraric al estado de gran actividad de
estas ceélulas durante la vida embrionaria. For otro lado, también se ha
postul ado que el GNRH pordria estar ejerciendo wna accidn moduladora
sobre la transicidén de la poblaciédn fetal a la poblacidn adulta de éstas
células (Dufau, 1988).

Existen también otros reportes que apoyan la existencia de otro
tipo de proteinas o factores, secretados por las células de BSerteli que
modulan la funcidn de las celulas de Leydig. Se ha mostrado que el medie
de cultivo obtenido de una poblacidn enriquecida en cé#lulas de Sertoli,
contiene una proteina que estimula la produccidn de andrdgenos por las
celulas de Leydig, tanto inmaduras compo de la etapa adﬁlta; la
produccion de esta proteina aumenta por adicidn de AMPc, FEH y glucagon.
Otros autores han postulado también que la FBEH acttia sobre las celulas

de Sertoli estimulando 1a sintesis de RNA y proteinas (De Fhilip, 1982).
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-Ademids de estas acciones de tipo sintético, la FSH promueve la

multiplicacidn ¥y la maduracion de la propia célula de Sertoli (Chemes,
1979), asi como la sintesis de estradiol. A este respecto se ha
mencionade que la hCG es capaz de estimular la aromatizacidn de
testosterpna & estradiol en células de Sertoli aisladas de ratas adultas

(Valladares y Payne, 1979b), Dorrington y Amstrong {(1978) reportaron que

las células de Sertoli jévenes, mantenidas en cultivo son capacese de

producir estradiol en presencia de testosterona y FSH. observaciones

posteriores de Fomerantz (1979) "in vivo", indican gque tanto las ceélulas
He Sertoli, como las céluwlas de Leydig de ratas inmaduras tienen la
tapacidad de sinteticar estradiol despues del tratamiento con  FSH,
praoponiendo la hipdtesis de que la aromaticacidn e wna modalidad del
tubule v del tejide intersticial en ratas jovenes pero que en el
momento en el qgue el animal llega a la etapa adulta, una mayor
proporcidn de esta funcidn se lleva a cabo en las células de Leydig.
Esta hipttesis {fuw® apoyada por Valladares (19B1), quien demuestra que
las células de Leydig de rata de 15 dias de edad tienen capacidad de
aromatizar y que esta aromatizacidn puede ser estimulada por la hC6 "in
vitre" en animales de 25 dias de edad.

b.~- l.os macrdfagos:

Recientemente se ha reportado que los macrafagos intersticiales se
encuentran estrechamente relacionados con las ceélulas de Leydig v su
estade funcional se relaciona con el de las células intersticiales. Los
macrbfagos. tienen también capacidad esteroidogénica y poseen una
superficie comin antigénica cdn las celulas de Leydig. Se ha sugerido

que son precursores de las células de Leydig y algunos estudios indican
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que los macrofagos poseenh receptores a FSH  (Dufauw,  1988). Por los
hallazrgos anteriores se ha pensado gue es posible que los efectos de la
FSH no se produzcan solamente a través de cambios funcionales en las
ceélulas de Sertepli, sino gue ademas podria ser relevantes las modifica-

tiones inducidas por la FSH en la funcidn de los macrofagos ( Dufau,

1988).
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LA PROLACTINA {PRL) Y SU RELACION CON LA FUNCION TESTICULAR

La prolactina es una hormona polipeptidica de 198 aminoacidos, con

un peso molecular de 22,000 ; es sintetizada y secretada por las células

lactotropas de la hipdfisis anterior. A pesar de la evolucidn ancestral

a partir de una hormona comin para la hormona de crecimiento y la
hormana lactdgeno placentario (hPL), la prolactina cemnparte sdlo el 16 %

de sus residuos con la primera v un 13 % con la hPL. Por otro 1lado,

también existe un precursor para esta hormona, la FrePRL cuyo peso:

molecul ar se encuentra entre 40,000 vy S0O,000 que puede representar el 8

~ 20 % do la inmunoreactividad plasmatica de la prolactina en personag -

normales vy en pacientes con tumores secretores de PRL.

El efecto mas conocido de esta hormona es la estimulacicon de la
lactancia en el periodo postparte . Sus niveles son muy altos en el feto
y en los infantes recién nacidos, declinando durante loe primeros meses
de wvida.

A pesar de gue s desconoce si la prolactina  Jjuega un papel
fisioldgico en la regulacidn de la Funcidn gonadal, es conocido que
hiperprolactinemia en humanos lleva a un estado de hipogonadismo. En la
muier, inicialmente hay un acortamiento de la fase Tdteas
subsecuentemente, anovulacion, gligomenorrea o amenorrea e intertilidad.
Ern 1 hombre el eiceso de prolactina disminuye la sintesis de

testosterona y la espermatogénesis; clinicamente se encuentran en éstos

pacientes una disminucidn de la 1libido, impotencia e infertilidad :

(Findling vy Blake, 1984).

El coentrol en la secrecion de la PRL , a diferencia de otras
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hormonas hipofisiarias, es predominantemente inhibitorio. La dopamina se
ha considerado como el factor inhibitorio primario para la liberaciodn de
esta hormona. Otros factores Que estan invnluccadns en eesta regulacidn
son la TSH, los estrdégenos, glucocorticpides y algunos derivados de
aminoadcidos comp la serotomina, el GABA.

Eristen evidencias gque seffalan que una deficiencia de FRL en 1a
leche materna, secundaria a la administracion de un  inhibidor de la
secrecion de prolactina bromocriptina) a madres en el periodo de
lactancia, genera en sus descendientes un  estado de hiperprolactinemia
sérica. Este aumento en los niveles de prolactina sérica sp deben &1
bajo desarrc!lo del sistema neuwroenddcrino inhibitorio de la secrecidn
de prolactinag (tubero infundibular - dopamina) secundario & 1ps bajos
niveles de prolactina presentes en los productos, ya que éstos ne lo
pbtienen de la leche materna. For lo gue se concluye que la prolactina
proveniente de la leche materna es necesaria para un buen desarrollo del
sistema neuwrcendderino regulatorio de la secrecivn de prolactina (Shah y
cols, 1%88).

Este estado de hiperprolactinemia en la rata macho adulto trae como
consecuancia la disminucion del peso de la vesicula seminal, asi como en
la concentracidn testicular del colesterol, y de los niveles de
testosterona plasmatica. Ademas, también se ha observado uma disminucidn
en £l ndmero de receptores a LH en 1a célula de Leydig ( Dufauw, 19278 ).
En animales normales la induccidn de Hhiperprolactinemia 1lleva a un
incremento de los receptores testiculares a LH {(Belanger, 197%; Sharpe,
19793 Chan, 1980). Contrariamente, la reduccidn de los niveles de
Prulactina serica por el tratamiente con bromocriptina, se acompafNa de

una caida en los receptores a la hormona luteinizante (Belanger, 1979).
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Actualmente se reconoce que el estado funcieonal de la célula de
Leydig en los mamifercos esta predominantemente determinado por la
sgcrecidn de las gonadotropinas, Ia prolactina v posiblemete 1a ACTH
(Barke, 1975, 1983b). También ha sido claramente establecido que la PRL
s une de dJdnha manega papecifica a su  propmio  receptor. Esto se ha
demostrado en varios tejidos de mami feros, incluyendo drganos
esteroidogénicos come el testiculo, el ovario y la glandula adrenal; asi
como en el higado y rifion ( Fpsner vy cols, 19743 Barke, 1980).

Sitios receptores especificos para PRL han sido demostrados en
homogenados de testiculo ( Fosner, et al, 19743 Aragona, 1975, 1977, vy
Charreaw, 1977 ) de ralta vy dueren localizados en el tejdido intersticial
del misme (Charreau, 1974},

En los hepatocitos se ha demostrado que 1a PRL, asi como la hGH,
puaden ejercer un efecto dual sobre los receptores a PRL; . dosis
supramaximas de estas hormenas reducen @]l namero de receptores y, dosis
menores inducen su formacidn ( Barash, 1988).

En el testiculo maduro de la rata , se sabe qgue los receptores a
PRL desaparecen transitoriamente durante la fase de regulacion negativa
del receptor de LH inducida por las gonadotropinas, un fendmeno
denominado regulacidn negativa heterdloga. La duracidn de la peérdida de
receptores a FRL es mucho menor que la de los receptores a LH. Sie
embargo, Huhtaniemi y cols, (1784) ' estudiarcn el desarrolleo de este
fendmeno administraron una dosis alta unica de hCG6, a ratas de § a &0
dias de vida , y observaron gue ésta hormona (hCG) causé un incremento
en el ndmereo de receptores a PRL que es evidente a los dos dias
postratamiento, en las celulas del testiculo del neonato; a diferencia

de éstos, en los animales adultos, el nuamero de receptores disminuyd a
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menos del 5C¢ % en el primer dfa.

Estos datos muestran gque la poblacion de celulas de Leydig en la
fase perinatal, no presenta el fendmeno de regulacion negativa
heterdloga para PRL. No existe una explicacidn para este fendmeno pero
se ha sugerido que i1a hormona unida a su receptor en el testiculo
nepnatal podria disociarse del mismo por un mecapismo diferente al de 1a
internalizacion y que el receptor podria reasumir entonces su funcion
despueés de que ha liberado la hormona, mecanismo 1 cual no estaria
presente en los adultos. De hecho se ha demostrado que la asociacidén vy
disociacion de las uniones de LH al receptor en el testiculo neonatal,
con mucho més rapides gQue en ol adulto ( tatikinemi y Huhtaniemi, 1980)

FPor otro lado también se ha demostrado en l1a celula de Leydig, gue
la PRL. potencia la accidn de la LH/hCG sobre la biosintesis y secrecion
de andrdgenos (Harte, 1976)Y. A este respecto y en contraposicion,
Fettrini y Odell, 1984; muestran que en suspension de células de Leydig
de las ratas adultas, 1la FRL es capaz de suprimir la produccicn de
testosterona en respuesta  tanto a la LH Endégena, comp la hCG; este
fendmenoc posiblemente es secundario a 1la disminucidn de las
concentraciones testiculares de colesterol causados por la FRL.

FPapadopoules, (1984}, por otro lado, muestra gue las células de
Leydig de rata adulta cultivadas durante 24 hs, ‘son capaces de
aromatizar testosterona (T) a estradiol (E2). Esta acti&idad de
aromatasa aumentd significativamente por efectos de la LH/hCG vy AHP: 0%
tambieén fué incrementada , pero de una manera menos importante por la
bresen:ia de prolactina en el medio. Sin embargo, una concentracion alta
de LH y PRL inhibid el efectp estimulatorio de la ILH sobre la actividad

aromatasa y los niveles de estradiol permanecieron en la misma magni tud
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que lps obtenidos con LH sola..

Estos resultados coiciden con los mostrados por Dalterio y cols.
(1983),quienes demostraron que la respuesta testicular del ratén a la
administraciéon de hCG se redujo durante la hiperprolactinemia, en tanto

gue los niveles de testosterona basal fueron elevados.

Estas observaciones han llevade a la hipotesis de que 1a
activacion de tH mediada por AMFc, vs  tambidén afectada por la
prolactina en un nivel anterior al complejo adenilato ciclasa,

provocando de esa manera m&s inhibicidn sobre la actividad aromatasaj;
sin emhargo, €1 mecanismo por el que se lleva a cabo adn mo ha sido
dilucidado. Shcochaisman, 1984., ohserva por otro lado, que la prelactina
e capar de inhibir la actividad de 1la O alfa reductasa y apoya la
hipotesis de la eristencia de un efecto inhibitoric sobre la actividad
de aromatasa por la FRL.

No se ha podido encontrar en la literatura actusl, reportes sobre

el efecto de prolactina en el testiculo de las aves.
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REGULACION AUTOCRINA

La celula de Leydig produce ademds de las hormonss esteroides y sus
metabolitos intérmedios, sustancias biocactivas entre las que podemos
mencionar endorfinas, prostaglandinas y otras protelnis cuya funcinn audn
no se connce. Esteps productos, por un lado modulan la fungion de los
demas tipos celulares del testiculo, principalmente las ceélulas de
Sertoli, y por otro ejercen una regulacidn de tipo autdcrinoc sobre la
propia célula de Leydig.

Se sahe que las celulas de Leydig son capaces de producir
prostaglandinas (E2X y F2 ) vy que poseen receptores pera estas sustancias

(Haour y cols, 1981). La secrecion de prostaglandinas depende, en ias

células de Leydio, de 1os naveles de hCG, ecta  hormona aumenta la
liberacicon de éstas sustancias tanto "in vive' como "in  vitro® (Haor ,
1979, 1981: Mather et al, 19B2c). Tambiédn se ha demostrado que Ia

presencia de las prostaglandinas modifica la respuesta a hCB vy la sobre
vida de las celulas de Leydig (Mather, 12B1;: Grotjan, 1927B).

Por otro lade se ha sugerido gue los esteroides producidos por las
propias ceélulas de Leydig podrian ejercer algun tipo de regulacion
autocrina, sin  embargo no existen adn resultados concluyentes. Em
celulas en cultiveo, l1a produccidn de testosterona estimulada por hCG
disminuyd en presencia de androgenos sintéticos y por el contrario se
incrementd con la presencia de antiandrédgenos (Adashi e  Hsueh, 19B81).

Las células intersticiales del testiculo lprnducen estradiol y
ademds poseen receptores huclearps para esta hormona. El1 papel del

estradiol en la Ffuncidn de 1las ceélulas intersticiales no ha sido
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totalmente aclarado, sin embargo existen evidencias gQue sugieren una
éodulacién de la respusesta a hCGE " in wvitrp . For otra parte se ha
sugerido que la lesidn tardia inducida por altas dosis de hCG en las
enzimas microsonales de las células de tLeydig, seria causado por un

aumanto local de la produccictnh de estrogenos (Cigorraga , 1980 v Nozu,

1981)

REGULACION PARACRINA. Interaccidn bidireccional Sertoli - Leydig.

Las alteraciones producidas en el testiculo por la lesidn o
desaparicion de las células intersticigles sugiere fuertemente la
eristencia de una dependencia funcional entre estas dos diferentes
paoblaciones celulares. Desde nace tiempo se conoce el papel que la
testosterona representa sobre el funcionamiento de las células de
Sertoli, asf como para la espermatogénesis (Steinberger, 1971; Sanborn,
1982) .

Trabajos recientes en 1a literatura indican que enh el medio
condiciponado obtenido de cultivos dé ceélulas de Sertoli, se encuentran
sustancias gue son capaces de mpdular el desarrgllo y funcion de las
células de Leydig. Se han reportado experimentos que sugieren que las
celulas de Serto]i producen péptidos del tipo GnRH (Sharpe et al, 1981 )
que se unen a receptores especificos en las células de Leydig ( Sharbe ¥

Cooper, 1982h). Dichos péptidos y sus agenistas poseen la capacidad de
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estimular la estéru;dogénesis en las gélulaﬁ de Leydig (Moger, 1987) '
por otro lado He inhibir la respuesta a la LH. La preseﬁcia de éstcsj
péptidos no se encuentra limitada al testiculo, sirfe que se les ha
encontrado también en el ovario, 1o que sugeriria un papel para ellos en;
la fisiologia de las gonadas. Sin embargo, aun no se ha encontrado una,

erplicacidn clara para su presencia en @&stos drganos. ;
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HIPODTESIS

1.~ 5i las celulas de Leydig de pollo recién nacido producen
testosterona y responden adecuadamente "in vitrpo” a la estimulacion con
Gonadotropina Coridnica  Humana (hCG) auvmentando 1la produccion de
testosterona, es posible que dichas células presenten una respuesta
similar cuando se las cultiva en un modelo de celulas disociadas.

2.— Es posible gque la funcidn esteroidogénica de eéstas celulas
pueda ser influencisada por la presencia de suero fetal de bovino como

ha sido dempbstrado en cultivos de células geonadales en mamiferos.

3,— Dado que la célula de Leydig del pollo recién nacido es
modulada pour la LH/hCG, es posible gue también sea influenciada por
otras hormonas de origen hipofisiario, y/o por la interaccion de éstas

con la Gonadotropina Corionica.
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1.— Desarrollar un sistema de cultivo de células de testiculo de pullci

~
P

i

DBJETIVOS

recién nacido. En este sentido se definiran las mejoree condiciones
del medio de cultivo, gue favoreciendo €] desarrcllo de la células
no interfieran con el disefho de experimentos en el modelo {(concen-
traci®n adecuada de suero, eliminacidn completa del mismo, tipo de

suero etc.)

Caracterizcar el modelo:

a) Midiendo la secrecitn de testosterona basal vy estimulada con hCG,
por la técnica de radioinmunopanalisis (RIA) en las células
cultivadas duranpe diferentes periodos.

b) Estudiando la cinética de produccidn aguda de testosterona basal
y estimulada con hCG.

c) Determinando la relacidn entre la dosis de hCGE administrada v 1a
respuesta secretora de las celulas de Leydig en experimentos

agudos.

Estuwdiar el efecto de 1la FEH v de la prelactina spbre la

esteroidogénesis testicular del "pollo recién nacido:
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al

b)

o}

Midiendo la secrecidn baéal de testostérnna.en presencia y
ausencia de FSH y/o proalactina.

Estudiando la cinética de produccicon de testosterona en las
células tratadas con FSH y/o0 prolactina. Explorar la posible.
interaccion de'eﬁtas hormonas con 1a hCG.

Determinando la relacidn entre la dosis de FSH y/o Frolactina
adicionadg al medio de cultivo vy la resgpuesta secretora de las
células de Leydig.

Determinando la influencia de FS5H y/o Frolactina sobre la

producci dn de testosterona estimul ada con hCG.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVO PRIMARID DE TESTICULO

En el prezente trabajo se utilic-aren pollos machos Rhode Isgland
recién nacidor ( 1| dia de edad ), los cuales fueron anestesiados en una
camara de aoter y posteriormente decapitados. Se disecaron ambos
testiculos y se pﬁsieron en cajas de Fetri conteniendo una solucion
salima balanceada libre de calcio y magnesio. Una vez colectados todos
los testiculos se llevaron a un matrasz gue contenia tripsina al .25 %
(Gibro, No. B40-702) en solucion salina libre de Fi'y Mg"y e  incubaron
durante 20 minutos, & 37 arados, con agitacién continua de 20 ciclos por
minute v en wn balko Dubnofd (Frecisidn GCA Corporation).

Trangcwrrido este tiempo, low testiculeos se lavaron trese wveces con
la solucidn salina libre de Cé’y Mé‘para dilulr la enzima y después se
procedid a separar la capa albuginea por diseccidn instrumental. Este
paso se realicd mediante un microscopio esterepscdpico (Zeiss, W.G. Mod.
073022) .

Una ves que la capa albuginea fue retirada de los testiculos, éstos
s colpcaron nuevamente en una solucidn enzimatica con Tripsina y fueron
incubados durante 15 minwtos en las mismas condiciones indicadas en los
parrafos anteriores. También en esta ocasion , los testiculos se iavaron
tres veces con la solucidn salina libre de Cévy Nd:

Despues de retirar la solucidn salina libre de ca” Y Md* por
completo, los testiculoes semidisociados se colocaropn en un  tubo conico
con medio de cultivo para completar la disgregacien en forma mecdnica.

El medio de cultivo badsico que se utilizd Ffue el Eagle Modificado por
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_ | ;
Dulbecco (DMEM, GIBCO Na 430-2100, elr tcual contiene L—glutaminé.é
D—glucosa} bicérbonato de sodio 9 piruvato de sodio) al que se lej
égrego Q.1 Z.de albimina de bovino (Sigma) y ©.1 % de una solucien dei
antibidticos (penicilina 10,000 U /ml vy estreptomicina 10,000 mcg / rnl)‘r
gentamicina a razon de S mcg/mil de medio. En algunos casos se agregd;
suero fetal de bovino (SkF) al 10% .

Con el procedimiento descrito se ocbtuvo una suspensidn  teiular de;
la cual se tomaron alicuntas de 200 microlitros ( correspondiente a?
aproximadamente 2 testiculos por caja ) se adicionaron a cajas de Fetri;
de 35 % 10 mm, calidad cultivo de tejidos ( FALCON 300 Becton Dickinsoni
Labware),las cuales contenjan 2 m! dJe medio de cultivo Eaple Nndxficadog

por Dulbecco preparado er la misma forma explicada con anterioridad.

En nuestros primeros experimentos, comb lo veremos mas adelante,

la albumina de bovino (ABE) fud sustituwlida por suerc de bovaino {fetal
(1 ml de SBF por cada 1900 ml de DMEM ).

lL.as células se cultivaron a 27 grados cenligrados, en uwna atmnsfera;
de 3 ¥ de C02, 25 % de aire y 95 ¥ de bumedad en uha incubadors |
especial para cultive de tejidos. (Hotpack, €02 Incub., Mod. Io1820,
Multimode control system). -

Despueés de un  tiempo predeterminada de 24 & 48 horas de cultivo:
20 algunos cases se& guardo el medio de cultivo, y previa extracciodn para;
la determinacion de testosterona; en otros casos se procedid a realizar;
lns experimentos de estimulacidn aguda con hCE  para estudiar 1la
produccidn estimulada de testosterona. La forma en l1a cual se trataron:
los cultivos con las diferentes hormonas estudiadas serd explicada para

cada caso en particular en la seccidn de resultados.
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PREFPARACION DE LAS HORMONAS

Gnnadntrop;na corionica (hCG)., Se utilizd esta hormona de origen
placentario { Fregnyl SO00 UI /4 5 ml ) la cual fue gentilmente
proporcionada  por los Laborarorios Organon . La hormona se prepard
agregando S ml agua bidestilaidia al liofilitsado, quedando asl una
solucidn de 1000 UI /7 m]l v s uwtilizd dentro de las dos SEemanas
siguientes.

Hormona Foliculo estimulante (FSHY.~ Se utilizcd una FS5H de origen
hipofisiarrio obtenida de bovino (¢ Sigma. 50 UI / vial . No. F-8001 ) 1la
cual se disolvid en agua bidestilada vy s mantuvo en refrigeracion a
S grados C.

Témbién se utilizth FSH de rata la cual fué  proporcionada por por
NIH (30 unidades de FS&H/mo v menos de 0,01 unidades /mg de LH  NIH) 1a
cual posee un alto gracde de pureza en relacion & Ia contaminacidn con la
LH. Fara la preparacidn de esta hormona se agregod  agua bidestilada al
liofilizado.

Prolactina (FRL).— Se trabajd con prolactina de hipdfieis de bovino
(Sigma. 31 UI/mg. MNo. L-7135) liecfilizada, la cual Fue disuelta en

agua bidestilada.

Técnica de extraccion de Testosterona.
i.- Se vacid el contenido de medio de cada caja en tubos cdnices
para extraccion conteniendo 8 ml de eter frio. Se agitd 30 seg

y se conservé en refrigeracion durante 24 horas.

2.— Be congeld con hielo seco y acetona para separar la fase
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acuosa de la faseretérea.

.3.— Se decanto todo ei ¢ter en otraos tubos cdnicos y se esperod a
que se descongelara la fase acuosa.

4.~ Se repitieron los pasos 2 y 3

J.—- Se evapord todo el e€ter extraideo en tada tubp en baffo a 39
grados C .

&6,.,= 5@ puso cada tubo 0.5 ml de amortiguador especial para
Radipinmunoanalisis (RIA).

7.— Se anitd 1 minuteo y se congeld hasta la realicacion del RIA.

Teécnica de Radioinmunoanalisis de Testosterona.

Se prepard un tubo contreol (por duplicado) de cuentas totales las:

cuales contenfian unicamente la hermona marcadas; un tubo para medir la

union inespecifica conteniendo hormona marcada y carbdn activado vy  otro
tubo correspondiente a la unicén maxima (Eo) al que se le agregd  hormona
marcada, el anticuerpo antitestosterona y el carbon activado.

La cuantificacion de testosterona se realizd por el métode de
separacion con carbdén activado. Se utiliczd un anticuerpo
anti-testosterona 1000 T ( Radioassay Systems Lab., 1Inc. # 1720 ) que
une, ademads, 18.75 % de S-aifa—-dihidrotestosterona.

El anticuerpo se utilizd a una dilucidn Final de 1:5&6,000 vy la

hormona marcada fué la 1,2,6,7,— H testosterona (Amersham, Int.) la’

separacion de la hormona tritiada libre de la uwnida al anticuerpo, se'’

realizd absorbiendo aguella cgon carbdn activado (Merck). La
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CQantificatidn del complejo anticuerpo-[ H} testosterona se realizo
contando las gpm en un contador para émisinnéé beta ( Packard, Tri-Carb
# JI2HS), con 304 de eficiencié, utili:anﬁn liquido de centelleo preparad
en el laboratorio.

La determinacitin de la concentracion hormonal en los medios se
realizd extrapolando de una curva estandar realizada con el logaritmo de
las concentraciones conocidas de los estdndares ( 12.5 a 200 pg / tubo )
versus el logaritmo vy , donde vy es la relacidn entre la unidn total y
la unidn en presencia de la hormona fria (sin marca) y la transformacion

Logit es igual &1 Ln ( v / 100-y),

DETERMINACION DE PROTEINAS

Luego de recoger el medioc de cultivo, se lavaron las cajas dos veces
can solucidn salina (Nacl 0.9 %) y s agregd | m! de soclucion de NalOH
0.5 N y se congelaron a —20 grados C.

Despuids de las 24 horas en que se les zdiciont a todas las cajas
el hidrdzido de sodio, se procedid a levantar la monocapa de celulas
testiculares vy se cuantificaron las proteinas utilizando para ello la
técnica de Lowry, (1951) .El principio de éste técnica es en primer lugar
la formacidn de un complejo crompgénico proteina — cobre para reducir el
reactivo de Folin el cual pasa de un color amarilleo dado por la
presencia de fosfomolibdate — a un celor azul por la reduccion del
fosfomolihdato en.molibdatq y fosfato. La intensidad en el color azul
depende de las concentraciones de proteina presentes en cada muestra.

Para hacer la derminacidn se prepararon 1os estandares con alblmina
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s¢érica de bovino ( 5.0 a 25 microgramos /ml ). Las lecturas de
absorbancia de las muestras se llevaron a cabo en un espectofotometro

Baush and Lomb (Espectronic 1001 ).

METODO ESTADISTICO

Los resultados se expresan como la media (%) + desviacidn estandar (D5)
de por lo menos tres experimentos diferentes. Se utilizd el andlisis

de varianza vy la prueba "t-student"” {Snedecor, 197%9).
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RESULTADODS

Nos propusimos encontrar un medie de cultivo para las ceélulas

testiculares del pollo reziéﬁ nacido en el que, por un lado, se lograra

un buen crecimiento y funcipnamiente celular ¥ Jgue por otro, no
interfiriera con nuestra investigacidn sobre el efesct., de las hormonas.
El suero fetal de bovino (SEF) es ampliamente uwtilizado como un

complemente en los medios de cultivo celuwlares ya gue contiene hormonas
y factores que favorecen el crecimiento ¥y la funcion celular. Debido
a ésto, decidimos utilizar dos tipos de medio de cultivo, con y sin
SUEIrD, los cuales denominamos ¢ a)y Medio NO  DEFINIDO yv b)) Medio
DEFINIDO, respectivamente .lLa compoficidn de cada uno de ellos se  pusde

ver £n el siguiente cuwadro.

Tipp de medio Medio de cultivo Suplemento Antibiotico
L3
DEFINIDO DMERM Al bumina Fenicilina—
0.1 %4 Estreptomicina
1 %
*
NO DEFINIDO DMEM SRF Fenicilina—
10 % Estreptomicina
1 %

ST * Dulbececo Minimun Essential Medium
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1. ~-PRODUCCION DE TESTOSTERONA EN 24 HS, EN MEDIO DE CULTIVO DEFINIDO Y

NO DEFINIDO, EN PRESENCIA 0 AUSENCIA DE hCG.

S5e sembraron alicuotas de la suspensitn celular de testiculo en
presencia del MEDIO de cultivo DEFINIDO al cual se le agregaron 2 Ul

de gonadotrofina corionica por mililitro de wmedio. Su  coatrol fue

incubado en el mismo medio pero sin la presencia de la hUG. Amhos

cultivos e incubaron durante Z4 h . Dtro grupe de cajyoacs fueron
incubadas también durante 24 horas en un MEDIO NO DEFINIDO (ton SEF) en
presentia o ausencia de hCG.

Transcurrido este periodo se realizé 1la determinacidn de
Testosterona contenida en &l medio v se cuantificaron las protelinas de
cada caja.

No se encontraron diferencias signhificativas en la produccidn basal
de testosterona cuando se usd medio definido y no definido (Fig . 1).

Ambos grupos respondieron a la presencia de gonadotrofina coridnica
en &l medio de cultivo aumentando la produccion de testosterona la que
fue significativamente diferente a sus Ppropios controles. Ademas se
ohservd una mayor respuesta a la hCE en el grupo que fué cultivado en el
MEDIO DEFINMIDO {(que incrementd la produccidn de testosterona en un  80X)
cuando se compard con el grupo en donde se uwtili:d 1 MEDIO NO DEFINIDOD
{ el incremento solo alcanzo el 352 %) (#4P<0,.01) (Fig. i ).

For otra lado, la cuantificacidn de las proteinas permiticd saber
ﬁue la presencia del SBF en el medin de cultiva aumenta 1 contenido
de proteinas por caja con respecto al grupo control cultivado sin suero.

Este incremento de las proteinas se observo, tantc en el
grupo cultivado con hCG vy SBF como en el que recibio sunlo SEF. La

presencia de hCG no modificd el contenido de proteinas de las cajas.
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(Fig.-2) ni,gn el gruﬁa cu1£ivadu en présencia de suero ni en el control
cultivado con media-de+inido.

Estos resuwltados indican gue el mayor crecimiento producido per la
presencia del SBF en el medio de cultivo durante 24 horas , no se
correlaciona con el aumento en la produccidn de testosterona basal o

estimulada.

2.~-CURVA DOSIS RESPUESTA A LA hCG EN CELULAS DE LEYDIG CULTIVADAS EN UN

MEDIO "DEFINIDO"

LLas células de Leydig fueron cultivadas por 24 horas en un  medip
carente de S5BF, el cual fue sustituido por albdmina. Despugs de este
tiempo, s lavaron las cajas y el medio fué ‘cambiado por otro el cual
contenia la gonadotrofina coridnica a diferentes dosis ( 0.5, 1, 2, 4,
8, UI/ml } vy se incubaron las células durante tres horas adicionales.

Los resultados se encuentran graficados en la figura 3, en donde
se observa la respuesta de aéstas células a la hCG, evaluada por
la liberacidn de testosterona al medio de cultivo. La produccidn aumenta
a partir de la dosis de .5 Uis/ml , hasta llegar & un pico de produccion
de testosterona con 2Ul/ml. La respuesta a dosis mayeres (4 y 8 U
practicamente no difiere de la de 2UI (Fig. 3).

Cuando estos valores de produccion de testosterona fueraon
expresados tomando en cuenta las proteinas de cada caja se observd que

el comportamiento de la curva es muy similar (Fig. 3, inserto).
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3, ~-CURVA DUSfS RESPUESTA A-Lﬂ.hCB EN CELLULAS DE LEYDIG CULTIVADAS EN

MEDIC “NO - DEFINIDD®.

En la Figura 4 se muestra la produccion de testosteronas por las células
de teydig las cuales fueron cultivadas 24 heras en un medio que
contenia SEF en sustitucion de l1a albldmina wtilizcada en el epuperimento.

anterior . Despugs de este tiempa las células se estimularon, previo.

lavado de las cajas con DMEM, ton hCG a diferentes dosis ¢ 0.5, 1, 2, 4,

B, UI 1. Se determind luego la concentracion de testosterona en el

nedios el tiempo de  incubacion fue 8] mismo que se utilizd en el

protocblo anterior.,
El comportemiento de l1las células ante dosis de 1y 2 Ul/ml fued

muy similar a8l gue se encontrd cuando s cultivaron en ausencia de SEFj;
2l piceo de mAxima estimilacidn se presentd tuwando se utilizd la dosis de.
2 Ul de hCG (Fig. 4. 8Bin embargo, en estos cultivos la respuesta a la.

hormona decayd & dosis mayores.Este mismo comportamiento se obgervdi

cuando se hizd la carreccitn por proteinas como 1o podemos ver en la:

grafica 4, inserto.
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EN MEDIO CON Y SIN SUERO, EN PRESENCIA O AUSENCIA DE hCG.

a) Medio DEFINIDOD.

4.- PRODUCCION DE TESTOSTERONA (Zhs) EN CELULAS PREVIAMENTE CULTIVADAS

Después de la disgregacitn celular, se tomaron alicuotas de la

suspensidn celular y se cultivaron durante 24 hs en medio DEFINIDO, es
decir, sin SBF, pcra ahora en presencia o ausencia de gonadotropina
coridnica ( 2 Ul/ ml ). Después de este periodo se desechtd el merdio de
cultivo v las células se lavaron con DMEM y se  agreogaron  diferentes

medios de incubacitn de acuerdo al siguiente protocolo:

MEDIO ESTIMULACION

DE CULTIVO AGUDA
(24 H) (2 H )
- hCE6

DMEM + Albumina

! + hCBE

- hCG
DMEM + ALB. + hCG

+ hCG
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Después de la estimulacien de 2 hs con hCB se midid la concentracidn
de testosterona en el medio. En la figura S podemos observar que el
grupo gue ~ué cultivado en ausencia de hCG, responde con un ligero
incremento (P<G.05) a una subsiguiente estimuelacidn aguda con 1a misma,
cuando lo comparamos con su control no estimulado. Asimismo se observa
que la presencia previa de la hCG en el medio de cultivo favorecid la
respuesta a un nuevo estimuleo agudo con la misma hormona ya que ahora se
abserva un aumento mids importante ( 3¢ ¥ ) de la secrecion de
testosterona con respecto al control basal.

Egtog rmesultados indican que es la presencia de la hCG en el medio
de cultivo , aejora la capacidad de respuesta de las ceélulas del

testicule a un nueve estimulo con l1a hormona.

b} Medio NO DEFINIDO

En este caso se siguid el mismo protocolo del inciso anterior,
sn0lo que ahora se utilizd un medio de cultivo suplementado con 10 % de

SEF ( Medio NO DEFINIDO ) como se seffala a continuacidn.
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MEDIO ESTIMULACION

DE CuLTIVOD AGUDA
( 24 H)) {2 H))
- hCB
DMEM + SEF
+ hCG
- hCG

DMEM + SBF + hCG

+ hCBG

Con este protocolo abservamos gue la presencia de SBF por 24 horas
en el medic de cultivo mantuvo la capacidad de respuesta de estas
células, incrementandose la produccion de testosterona en un 914 en
respuesta al estimulo con gonadotropina corionica {(Fig.&6) {(F<0.001).
Sin embargn, cuando las ceélulas fueron cultivadas con SEBF y edemis
hCG, perdieron la capacidad de responder a una nueva estimulacion con

"hCG.

—BY—



" % '
40[_ T
30_, e
=
(@)
[0 | —
o ]
£}
= 20 T
£ 3 1 1
! 1
o
x
i
=
S
2 1.OL.
(Y2 ]
)
—~
MEDIO DEFINIDO MEDIO NO DEFINIDC
Fig.1 Produccidn acumuelada de testosterona por células cultivadas
durante 24 h en presencia (madio no definido) o ausencia {medio

- definido). En ambos casos un grupo de cajas recibid ademas hCc B3I

y otro solamente los medios referidas [ . Los datos estan expresados
en pcg/mcyg de proteina y corresponde a la Xt DS ( medio definido wvs

medio no definidao ). ' .
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Fig.2 Contenido de proteinas en los cultivos. Se midid el contenido
total de prateinas de las celulas cultivadas en presencia ZZzzd o
ausencia [y de SBF al 10 %. Algunos cultivos recibieron hCG en el medio
(20I/ml). La cantidad de protefna presente se expresa en mig/caja.

(% 2 D5 ).
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Fig.3 Curva dosis-respuesta a hC6 en las células cgultivadas en medio -

definido.

Las células fueron cultivadas en DMEM sin SBF durante 24 h vy

posteriormente estimuladas con dosis diferentes de hCG (@) durante 3 :

hs. El control no recibid hCG (O ). La produccin de testosterona se

expresa en pg de test/ ml de medio. Inserto: Praoducciodn de testosterona

expresada en mcg de proteina. Los datos expresan la x * DS,
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Fig.4 Curva dosis-respuesta a hCG en celulas cultivadas en medio no
definido (con S5BF). Las células fueron cultivadas en DMEM + SBF durante
24 h vy posteriormente estimuladas con dosis diferentes de hCG (@ )
durante 3 hs. El control no vecibid hCG (O ). La pruduccikn de
testosterona se expresa en pg de test/ml de medio. Inserto: Produtcidn

de testosterona por mcg de proteina. Los datos sefialan la media ¥ DS.
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A
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Fig.S Efecto de la presencia de hCG durante el cultivo de 24 h en
cdlulas mantenidas en medio definido. Luego de este periodo se desecho
el medio y se remplazd por DMEM ( produccion basal de testosterona (3 )
& bien DMEM + hCG 2UI/ml {(produccion estimul ada de testosterona [ZZZ1)
Al cabo de 2 h se midid la“ testosterona liberada en el medio. Los

datos expresan la media £ DS. (#P<0.05 j #*P<0.01)
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Fig.& Efecto de la presencia de hCG durante el cultivo de 24 h en
células mantenidas en medio no definido. Luego de este periodo se
desechd el medio y se remplazﬁ por DMEM ( producci én basal de
testosterona L] ) & bien DMEM + hCG  20I/ml (produccidn estimul ada de
testosterona ZZA );. Al cabo de 2 h se midid la testosterona liberada

+

en el medio. Los datos expresan la media ¥ DS. (*#x#P<0, 001 produccidn

basal wvs estimulada con hC5).
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HORMONA FOLICULD ESTIMULANTE

En esta seccion se presentan lps resultados encontrados en el
laboratorio, sobre el efecto de la FSH sobre la esteroidogénesis
testicular en cultivo. Como se menciono en la seccion de material vy
métedos , se utiliraron dos tipos de FBEH: una de origen bovino (Sigma) y:

ptra de rata (NIM)., A esta Gltima la l1lamaremos hormona pura,.

A. Efecto de FSH (Sigma).

i, Curva dosis -~ respuesta a FSH (Sigma)

Células que habianm estado 48 horas en un medio definido se
expusieron por 6 heoras a diferentes dosis ( & - 5000 ng/ml ) de FSH.:
Fosteriormente se determind la cantidad de testosterona secretada pofl
las mismas al medio de incubacién durante ese periodo.

Nuestros resultados indican gue la FSH estimuild la produccion de
testosterona en los cultivos, siendo su respuesta  dependiente de 1a
gosis administrada. Dicho efecte fud evidente desde los ZIng/m) de FSH ,
alcanzandose un pico maximo de preoduccidn hacia los 100 ng/ml; dosis
mayores np produjeron aumento adicional de la produccidn de testosterona.
(Fig. 7.

Para descartar 1a posibilidad de que la respuesta nbservada;

anteriormente se pudiera deber a un aumento en la cantidad de células enf

I

i

1

]

i

|
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el cultivo se realizd la correccidon de gstus valores por la cantidad de
protefinas por caja. Se observds Que la curvalﬁn se modifiecd ¢ Fig. B)
lo que nos indica que el -aumento en la produccidn de testosterona en
nuestros cultivos  dependid fundamental mente de un aumento de la
capacidad estercidogénica de las célu]as; ya que no se sbservaron
diterencias en la cantidad de proteinas que contenian las cajas de los

arupos tratados y no tratados con F8H.

.

ii. Curva temporal para FSH (Sigma)

lna wver conotida la dosis estimulatoria maswima en puestros
coltivos, se realisd un  estudico donde se evalud la importancia del
tiempo en la respuesta a FSH.

Fara esto, se utilizcaron también cultivos de 4B hs los cuales

fueron mantenidos en medio DEFINIDO. Fosteriaormente a algunas cajas

se les agregd una dosis de 100 ng /7 ml de FSH ( otras no recibieron la
hormona ,controles). Las celulas se incubaron en estas condiciones por
periodos de 30 minutos hasta 24 horas.

En los diferentes tiempos de incubacion se mid;o la

testosterona liberada al medio por RIA. En la Figura ? se muestran los

resultados, encontrandose primeramente que 1lpbs grupos gque no  fueron

tratados con 1a hormona, mantuvieron una produccion de testosterona mas |

0 menos constante. Por el contraric los grupos que si recibieron FSH
respondieron aumentando significativamente 1a produccidn de

testosterona, en relacidn directa con el tiempo de permanencia de la



-hnrﬁéna en el medico de incubacidon. La respuesta a FSH E-1-) hace-’
sign;ficativa a partir de las 2 horas de incubacion y vé aumentando en:
farma gradual hasta las 8 horas. Los niveles de testosterona en
presencia de FSH todavia continuan aumentando a las 24 hs de
tratamienta.

For otro lado guisimos  i1nvestigar si ecsta hormona era capac de
mpdificar la respuesta de nuestros cultivos a la estimulacidn con  hCG.
Para esto tomamps cultivos también de 4B horas mantenidos en medio
DEFINIDO, a los cuales se les cambid dicho medio por otro que contenia
ademas FSH a diferentes dosis (5 - So000 ng/ml ) v se incubaron en el
miemn durante & horas. LDospuds de tranzscourrido este tiemnpo, se lavaron
las calas v wee les adicior ! nuwevamente medio pero ahora conteniendo
tnicamente DMEM + 201 de hEG/ ml y se incubaron las telulas por 2 hs |
mas. Desputs de éste periodo se determing la concentracion de
testosterona en el medio.

En la figura 10 podemos observar que , la presencia de F3H en
2]l medio de gultivo durante & h favorecid la respuesta de las ceélulas a
la estimulacion con la gonadotropina corionica. Este efecto se hizo

mAsS significativo cuande se utilizd la dosis menor de FSH ¢ & ng/ml ).

B. Efecto de FSH de NIH

i. Curva dosis respuesta FSH-NIH

Como en el caso de la FSH Sigma s  agrego FSH pura a
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diferentes daosis (S - S00 ng/ml ) a las células de teticulaos qﬁe
hab{i an ;ido cultivadas también en medio DEFINIDO durante 48 horasg;

.después de este periodn recibieron el tratamientoe por & horas con la
hormana pura.

En la figurea 1} s¢ muestra el efecto de FSH pura sobre los

cultivos. Se observo gque la hormona pura, al igual gue la
utilizada en 1los euperimentos anteriores, fue capaz de estimul ar
la esteroidogénesis en €1 cultivo, siendo esta respuesta tambign
dependiente de la dosis administrada. Sin embargo, en este caso,se,
pbservd un efecto siognificativo hasta los 100 ng de FSH-NIH/mi. Dosis
menores a  los 100 no/ml. ne aumentearon 1e produccion de tvstosterona;

CUuyos valores fueron muy Ssimilares a los encontrados para los controles

que no fueron eilpuectos a la hormona.

ii. Curva temporal para FSH-NIH

Despuets de 4B hs de cultivo en un medioc DEFINIDO, este fue
retirado y cambiado por otro conteniendo DMEM + FSH-NIH (100 ngsml) &

solo DMEM. Las células se incubaron en éste medico durante diferentes

tiempos, al cabo de lps cuales se tomd el medio para determinar
testosterona.
Se encontrd que la FSH pura fue capaz de estimular 1la

'

esteroidogénesis en nuestros cultivos a partir de los 30 minutos, lo quei
se refleid en un aumenteo significativo en la produccion de testosterona.

!
!
: |
La produccidn basal de testosterona de lps controles gue no estuviernn;
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en contacte con la hormona ascendid conforme al- tiempo de incubacion,
sin embargo la diierentia entre éstos grupos vy los que recibieron FSH
fue altaménte significativa.

For ultimo al medir la cantidad de proteina presente en cada caja
no se observaron diferencias entre los células tratadas ton FSH yv las no

tratadag. Cuandp se eupresarpn los valores de testosterona  liberadpos al

medio por la cantidad de prolteinas, el comportamiento de la curva

temporal no varid, lo que nos indica que el aumento en la produccidn de

testosterona observado en presencia de FS8H no se debid a un efecto

tréfico de la hormona (Fig. 12).
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Fig.7 Curva dosis-respuesta a FSH-Sigma. Las ceélulas fueron cn-.\ltivadas
48 b en un medio definido. Pasteriormente 1las células se trataron
durante &6 h con FSH-Sigma a diferentes dosis (5-5000 ng/ml) =S .
Control! sin FSH [ ] . La produccion de testosterona se expresa en

pg/caja y se expresan como la medial DS. (##P<0.01 ; ###P<0.001 FS5H' vs

Control )
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sdlo que en este caso la

tratamiento de la figura anterior (7},
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Fig.%w Cinética para FSH-Sigma. Se wutilizaron cultivos de 48 h
mantenidos en un medio definido. Posteriormente fueron tratados durante
diferentes tiempos con FSH (100 ng/ml). Se determind la concentracioén de
testosterena liberada al medio de incubacidn (—=) FSH , {—) DMEM.
l.os datos s expresan en pg de testosterona por microgramo de proteina

y =me grdfican como % % DS,
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estimulada con hCBG. Las células fueron tratadas por & h  en presencia de

FSH a diferentes dosis 77] o sin FSH == . Posteriormente se incubaron
por 2 h con hCG (2UI/ml). La barra blanca indica la produccei on de
testosterona en c#lulas que no recibieron hormonas en ningdn momento.

Los resultados se expresan en pg/caja’é h . Los datos representan la

media T ps.
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PROLACTINA

Todos los experimentos para investigaé el efecto de la pralactina
sphre l1a produccion de testosterona por las célul as de testiculo de
pello recien nacido fueron realizados en cultivos de 48 horas gue habian
sido mantenideos en MEDIO DEFINIDO ¢ bien en este medio adicionando
unicamente prolactina & bien hCG. Las dosis de hormonas utilizadas

fueron de 200 ng/ml para la prolactina v de 2 Ul/ml para la hCG.

a)Efecto de la prolactina sobre la produccidn basal de

testosterona.

Despues de 4B horas de cultive en presencia de PRL & hCB & -medio

deftinido sin hormonas , se cambid el medio por otro gue contenia DHMEM +

ASE 0.1 Z: v las celulas se incubaron por seis horas. Al cabo de eéste
tiempo se recogic el medio de incubacidn para la determinacidn de

testosterona. Los resultados obtenidos se encuentran en la figura 13,

Se observé que la presencia de prolactina durante el cultivo no
/

modificd la produccion basal de testosterona y por el coptrario, la

presencia de hCGE si la modifica en forma significatiwva (¥%¥F<0.01) con

respecto al control gque se incubd en medio DMEM +  albudmina {medio

definido) sin hormonas.
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b} Interééciﬁn prolactina/hiG.

LLos experimentos que se realizaron siguieron el siguiente

protocolo de trabajo:

MEDIO
DE CULTIVO
48 H )

DMEM solo
DMEM solo
DMEM + hCBE
DMEM + PRL
DMEM + PRL + hCG

MEDIO DE
INCUBACION

( & H) :

DMEM
DMEM
DMEM
DMEM
DMEM

l.ae dosie de hormonas ulilicadas fueron

de Z2UI/ml para l1a hCG. La determinacidn de

s0Olo
+ hCG
+ hC3
+ hCG
+ hiG

de 200 ng/ml para la FRL y'

testosterona del mediec sg

realizd despugs de las & horas de incubacidn. Con este protocolo pudimos |

oheservar 1o siguientie (Fig 14) =

1).— E1 cultivo en presencia de prolactina mantiene la capacidad

de respuesta de las cvélulas a la posterior estimulacitn con

hCG5,y, =n forma similar a lo que se cbservéd cuando la hUG se

gncontraba enriqueciendo el medio de cultive. Ambos grupos

difieren significativamente del grupo contreol que no fue

cultivado en presencia de hCGE ni

de FRL, pero que si fue

estimuladeo posteriormente con hCG (#P<0.05 )

2).—~ La presencia de la hCG v la proiactina juntas en el medio
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de cultivo produjo un efecto sinergista ya que se mejorod
significativamente la respuesta de las células a una

posterior estimulacidn con hCGE.

Fara investigar si este el efecto de la prolactina sobre la
respuesta a hCG es dependiente de la dosis de prolactina, se realizaron
curvas dosis — respuesta. Encontramos gue a dosis bajas, menores de 200
ng/ml esta hormona no modifica l1a respuesta a hCG. For este motivo
decidimos utilizar las dosis de 200 hasta 1600 ng/ml para el siguiente

protocol oz

CULTIVOD 48 HS) INCUBACION (&6 HS)
DMEM sdlo DMEM + hCG
DMEM + FRL 200 % DMEM + hCG
DMEM + FRL 40O0% : DMEM + hCGE
DMEM + PRL HOO* - DMEM + hCE
DMEM + PRL 1600% DMEM + hCS

* ng/ml

En la figura 15 se muestra el efecto de la presencia de PRL en el
cultivo sobre la liberagitn de testosterona inducida por la hCG. Podemos
observar que la prolactina Uunicamente modificd la, respuesta cuando es
utilizada a la dosis de 200 ng/ml y 400 ng/ml.Dosis mayores tienden a
inhibir la respuesta de las células ante el estimulo con hCG.

Por ultimo, siguiendo un protocole similar al anterior , se

cultivaron las celulas durante 48 horas en presencia de prolactina a
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diferentes dosis y una concentracidn baja de hCG die 2UI/ml. Se observo
gue la presencia de ambas hormonas mejore la respuesta a un estimulo
pusterior comn hCG solo cuando la dosis de prolactina fue de 200 ngsml}.

Dosis. mavores de prolactina inhibieron la respuesta a hCG  (Fig.l1é)
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Fig.13 Efecto de la presencia de prolactina en el medio de cultivo.

Las celulas se cultivaron 48 h con prolactina (200 ng/ml}YE 6 hCe E
(ZUl/ml) ¢ DMEMO. Se cambid el medio y las células se incubaron 6 b en '
DMEM + ASB . Al cabo de este tiempo se recogicd @1 medio y se midio la

testosterona liberada. (##P<0.0! cuando se compard hCB vs control sin

hormonas).
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Fig. 14 Efectos comparativos de la presencia de prolactina, hGGE 6

ambas en el medico de cultivo sobre la respuesta de las cdlulas a 1a hCG.
Se utilizaron ceélulas de 48 hs , cultivadas en DMEM + ABS |59 )/
wee [l PRL B¢ PRL+KCE ¥ZZ] - Posteriormente el medic fud cambiado
por otro conteniendo hCG (2UI/ml). Los datos expresan la mediaT™ DS.

(#P<0.05; ##P<0.01)
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cultivadas previamente durante 48 hs con diferentes dosis de prolactina

(200-1600 ng/ml) ZZ2. E1 control T se cultive sin PRL en el medi 0.

Los datos representan el % ¢ DS #P<0,05 ; ###P<0.001 . Ambos g@rupos |

fueron comparados con el control.
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Fig.1é& Produccidn estimulada con hCG de testosterona en cé&lulas

cultivadas previamehte durante 48 hs con diferentes dosis de Prolactina
y una dosis fija de hCG (2Ul/ml1) E=! & con hCG sola. posteriormente
todos los grupos recibieron una dosis dnica de h€6 (201/ml). Los datos

representan la media t PS. (#P<0.05).
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DISCUSION

En nuestror laboratorio nos interesamos en estudiar la funcidn
.y los mecanismos regulatorios de la esteroidogenesis en las células de
lLeydig de pollo en la etapa posnatal  en especial en el primer dia
después del nacimiento. siiste muy pota inforfacitn en la literatura
scbre este periodo del desarrollo testicul ar gue consideramos importante
porgque es un momento de activa osteroldogénesis  producida por  ceélulas
que entran rapidamente a un pericdo de quiescencia, gue se extiende
casi hasta la pubertad.

Se utilizo un sistema de cultivo de cédlulas en monocape, yYa gue asi
es posible gque las mismas céluloc se manitengah libres de interaccion con
otros sistemas involucrados en la regulacion homeostéatica "in vivo",
principalmente el sistema enddcrino y e! nervioso., 5in esta interaccion,
el {funcionamiento celular puede ser controlado. Ademas, a diferencia de
los sistemas de cultivo de drganos, el cultivo de ceélulas dispersas
{favorece la interaccidn con el medio de incubacicon, manteniendo en esta
forma una mejaor nutricion de las células yv por consiguiente un mejor
desarrollo de éstas. Asimismo s facilita que las hormonas uwtilizadas en
los experimentos se pongan en contacto con los receptores membranales de
wn mayor numero de celulas, pudidndose realizar investigaciones sobre
lpos efectos hormonales tanto en  tiempos cortos como prﬁlungadus de
exposicion. Otra de las ventajas que tiene el cultivo en monocapa es el
control que podemoé tener sobre el ambiente fisicnquimico en el cual se
desarrollaron 1las ceélulas , tales como €1 pH, temperatura, tensiones de
pxigeno v bidxido de carbono. Un aspecto importante gque se .dehe

considerar al realizar experimentos con cultivos "in wvitro" |, es la
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cumposi:iﬁn'de‘ los: medios de cultivn ' los _ Que se complementan

frecuentemente con suercs de origen enimay'“ Rc;uqimente sSe conoce que

estos sueros cdntienen hormonas vy - facfbééétde: crecimiento, Necesarios
para el buen desarrollo y +uncién—cé1u1ar5 éih ‘embargr s ha observado
que también pueden influlir en la funcion de algunas ceiulas, modificando
su respuesta a un estimulio hormonal (Orly y Cols, 1980).
En nuestro laboratorio encontramos que el  suero de hovino fetal
(SBF) en el medio de cultivo puede s sustituido por la albumina de
bovino sin gue las células pierdan su capacidad para producir
testosterona, tanto e condiciones basales como bajo estimulo con hCG. La
ponibilidad de mantener a las células esterordogdnicss en  ausencs a de
suero es ventajosa porgue permite estudiar la 1nfluencia de hormonas sin
las interferencias de {factores de crecimiento v de hormonas presentes en
el suero. Es decir, se utiliza un medio de culilivo de composicidn
abselutamente conocida libre de otres hoomonas gue las que s agregan
intencional mente ﬁara gpstudiar su efecto sobre las celulas. Sin embarge
se pgbservd una disminucidn significativa en el contenido de proteinas de
cultivo cuando las células testiculares se mantuvieron durante 24 horas
en este medio (definida), 8n comparacidon cton  aguellos cultivados en
presencia de 3BF, indicando que las células del testiculo del pollo
recién nacido son sensibles a la influencia tréafica del suero.
Considerando que los cultivos que no recibieron SBEF contienen menor
cantidad de proteinas, podria esperarse gue la produccidn hormonal por
microgramg de proteina también decayera: sin embargo los resultados
obtenidos indi:anlque la produccisén basal es muy similar en el grupo gue
recibid SEF y en el gue solo contuvo DMEM, lo que supgiere que el deéficit

del suero afecta al crecimiento celular,en general pero no la capacidad
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estercidogenica de las células de Leydig en particular (Fig. 1),

Estos resultados en conjunto sugieren @ a) gue la presencia

de SBF en el cultivo de celulas testiculares de pollo recién nacide

produce un efecto trofico que se manifiesta en un significetiveo aumento |

de las proteinas celulares, b) gue el aumento en proteinas o conlleva !

un aumento en la esterocidogénesis basal, aungque es probeable que ésto .

ccurriera en periodos méds prolonoados de cultivo.

Serd necesario realizar otros euxperimentos para aclarar este
punto.Saera también importante obtener poblaciones enriquecidas en
ceélulas de Leydig & Serteli para estudiar el gfecto del sueroc en &llas
va que &1 misgmo podria estar atectando mas el crecimiento de un tipo
celular gue de otro ,por ejemplo a las de Serteli, 1o que expliicaria que
la presencia del BRF en el cultivo np mejorara la capacidad
esteroidogénica basal.

for otra parte cuando se agregd HhCGE al medip de cultivo, 1la
produccion de  testostercona por micregramo de preteipa respecto  del
control fug significativamente mayor en el grupo cultivado en medio
libre de suero que en el grupo que recibicd SBF en €l medio de cultivo,
indicando gue la presencia de 5BF camhia la capacidad de respuesta de
las celulas de Leydig a la hormona estimulante (Fig.1) . Este efecto ce
puede deber a la presencia de gonadotropinas o de ouwras hormonas en el
suero las cuales estarian pfoduciendo una regulacion negativa sobre la
esteroidogénesis , ¢ sobre los receptores a LH/WCG. Esta hipdtesis se
refuerza con los resultados obtenidos al estimular por 2 hs con hCBE las
cé&lulas cultivadaé con SBF + hCGE, ya que en este case e anuld la
respuesta a la hormona estimulante, probablemente por la suma de efectos

de la gonadotropina del suero mas 1a que se agregd al mediec de cultivo.
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.Esémsuresultadns En-:bnjdntu inhdiczah qQue las célu{as del testiculo
dei pelle recién nacido en cultive se éohportan de una manera bastante
similar a las del mamifero adﬁlto. sugiriendo gQue en ésta etapa del
desarrollo de las aves, la psblacién de las células de Leydiq =
funcionalmente maduwra.

El estudio del comportamiento de 1os cultivos en 24 horase ern un
medin definido permitio saber que lag edlulas pueden mantener la
capacidad de responder a un estimulo posterior con hCGB , en en este
periodo. Sin embargo, el agregado de SBEF o de hCGE al cultivo, hizeo gue
las células respondieran mejor al subsiguiente estfimulo con hCG, 1o gue
sugiere que las ceélulas del testiculo del puwlle reciein nacido sc,
modul adas por ambos elementos vy especiticamehte por la gonadotrofina &
por lo cual ecsta poblacidn se comportaria en forma similar a lazs celulas
testicul ares de la rata adulta. De leps multiples componentes del ShHF,
las gonadotropinas LH/hCG podrian ser las responsable de mantener la
respuesta celular al estimuleo con la hormona  homodloga, yva que el solo

agregado de hLG al cultivo imita el efecto de la presencia del SkF, El

hecho de que la presencia del SBF mejore méas la respuesta gue 1a hCG

s0la, podria indicar gue las otras hormonas (FSH, FRL, etc.) y Factores
e crecimiento presentes en el suero también son necesarios directa o
indirectamente para el funcionamiento de las c#lulas de Levydiog.

La comparacion de las figuras I y 4 muestran gue las celulas que se

cultivaron en presencia de SBF, pierden su rcapacidad de respuesta a la

hCB, que se manifesta en una caida en la produccion de testosterona, a -

diferencia de la respuesta observada en las células gue no fueron
cultivadas con suero (Fig. 4). Este efecto solo se observa con dosis
mayores de 2UI/ml (fig.%) y podria explicarse por desensibilizacidan de
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las :élulés provocado por las hormonas del ‘suero.

El me:anismé de accidn para la LH/hCBE en el testiculo del pmlio
necesita ser investicado mds profundamente, ya que en la actualidad no
‘existe informacidn en la literatura gue nos asequre de la presencia de
receptores a esta hormona en la ceélula de Leydig de esta espetie
mediante estudios de unitn de hormona marcada. Sin embarge teniendo en
cuenta el efecto estimulatorio gue esta hormona produce sobre 1a

esteroidogénesis en huestros cultivos, podemos suponer la eiistencia de

estos receptores en la membirana de las células del testiculo del pollo

recien nacido.

L& demostracion en las ceélulag testicoulares aisladas de codorniz

der wn aumanto en la produccicon de AMPC vy androgenos luego de un estisulo

con LH (Maung y Follet, 1977) hace  suponer gue Lambiégn en el pallo,
la hEGE pedria estar actuandoe por este mecanismo 4 ya gue la
codorniz y el pollo pertenecen a un mismo philum ¥ ambas celulas

testicwlares responden &« estimulo con LH 6 hCG. Sin  embargo, creemos
gque 85 necesario realizar experimentos tendientes a definir el
mecanismo de accidn de esta hormona sobre las células testiculares en
esta especie.

Dtra de las hormonas olucoproteicas de origen hipofisiario gue ha
sido involucrada en la funcidn enddcrina del testiculo en la rata, tanto
en la etapa neonatal como en la etapa adulta, es la hormona foliculo
estimulante (FSH) ( Kerr, 1985; Odell, 19763 Chen, 1977; Moger, 12823
.Benahamed, 1984), sin embargo en las aves eniste muy escasa informacion
acerca del e+e:tuf5) de esta hormona sobre la regulacidn de 1la funcidn

testicular . En el presente trabaio se utilizé FSH de rata y de bovino
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va ﬁue no ée eAcuéntra en Elrmarcadn una prepara:ién de FSH de aves.

Se utili:aran dns. tibus de preparaciones, una de ellas de la
maxima pureca alcanzada actualmente (NIH) para deslindar al maximo la
influencia gue sobre los resultados pudiera tener la presencia de LH y
asi poder estuwdiar con menes interferencia los efectos de FSH.

Respecto al efecto de éstas dos preparaciones hormonales sobre la
esteroidogeénesis en nuestros cultivos, se encontrd gue ambas son capaces
de eztimular la secrecidn de testosterona, en forma dependiente de la
tdosis administrada y del tiempo de permanencia de ésta en contacto con
la monocapa celular.,

£l vtilicar dos tipos de preparaciones de FS8H fue interesante, ya
que permitid obeervar gue a una dosis relstivamente baja de 100 ng/ml,
ia FS8H de rota (puwra) duplicd la proc ccion de testosterona, mientrac
ue @sa misma desie de FSH de bovino ( menvs pu-ificada)l tripliced 1a
produccion del estercide. Ezslos resultados diferentes pueden deberse muy
probab!eménte a la presencia de LH en la preparacion de Sigma, la cual
interaccionaria con la FSH a nivel de la celula de Leydig mejorande la
esteroidogénesic & a una mayor afinidad de la hormona al receptor . Es
necesario destacar que la FSH de 1la rata también mejoro
significativamente la produccidn de testosterona, por Io que se puede
afirmar que esta hormona Jjuega un papel importante en 1la
esteroidogénesis alrededor del nacimiento er el testiculo del pollo
recién nacidoe. Con estos resultados también podemos afirmar gue con
respecto al efecto de FSH, existe cruzamiento entre las especies, ya que
tanto la FSH de bovino ctomo la de rata eon capaces de modular la
esteroidogénesis de la células de Leydig del testiculo del pollo recién

nacide en forma dependiente de la dosis de FSH y del tiempo de
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permanencia de ésta en el medio de cultivo,

For otra parte, los resultados sugieren que a esta edad , la FSH
juenga un rol que puede ser directo ¢ indirecto en el mecamismo regﬁlador
de la produccion de testosterona por las células de l.eydig del pellp ya
que la presencia de esta gonadotropina en el medio de cultivo Ffavorece
le psteroidogénesic. En ratas inmadurss se ha reportado también eéste
efecto de la FSH, en experimentos "in vive" e "in vitro" ¢ Kerr, 1985:;
Odell, 197&). Sin embarge los resultados de estos autores no concuerdan
con los reportados por Maidan (198%5), guien agrego la dosis de 100 ng/ml
e FSH de bovino (NIH-FSH) durante tres dias a un cultivo de células
disparsas de testiculo g rataz: de 7 dias de edad, y no encontrad
1nergmento alguno en la  productidn de testosterona; tampoco observa
ningun cambio morfoldgice ni en el ndamerc de céelulas intersticiales.

Esta diferencia probablemente se deba a 1a edad de las células gue
de acuerde a estudicos de Hohtaniemi v cols., se encuentran en firme
regresidn a esa edsd: se suma A este hecho ]l tiempe mas  prolongado en
cultivo, aunfue se define en sdédlo 24 hs, las celulas podrian haber
perdido la capacidad de respuesta por la ausencia ¢ disminucidn de los
receptores.

En el presente trabajo no encontramos cambios en el contenido de
proternas de los cultivos tratados con FSH durante & horas por 1o que
se gdescarta que los resultados obtenhidos se deban & crecimiento celular.
Este hallazgo aunado al aumento en la produccidn de testoszsterona en los
cultiveos tratados :ﬁn la FEH, aun en ausencia de hCG nos llevd a la
conclusidn de QUE'EEta hiormona ejerceria su efecto a +traveis de mejorar

la maquinaria esterocidogénica de la celula de Leydig por algun mecanismo

directo & bien indirecte a traves de un efecto sobre otro tipo celular
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qué podria ser la ceélula de Sertoli comp se discute mas adelante.
Asimismo investigamos si de alguna manera la FSH  interacciona
con hCG, pensando en ura modul acidn por parte de aquella hormona sobre
los receptores a LH/CEB presentes en las ceélulas de Leydig. Los
resultados obtenidos anoyan esta idea, va que la presencia de FSH en el
cultiveo mejord subsliancralmente la respupsta a la hCG, 1o gque podria

=) inmadur as

bl

sugeritr gque como acurre en la rata adulta y  en 1
hipofisectomiztadas, la FSH es importante para 1la aparicidn vy
mantenimiento de los receptores a LH/KCG en ovario y en  testiculo, asi
como para aumentar la capecidad de uwnmidn de la LH a su receptor, lo gue
trae comp contecuencia gue la respussta de estas cdlulas a una segunda
gstimulacion con K6 sea mayor.

Resumiende en base a nuestros reswltados podenmos decir gue la
FSH administrada & las células testiculares del pollo recién nacido “in

vitro" egtimula la sintesis y liberacidn de testosterona vy  regula la

respuesta de éstas a 1la hCB. El mecanismo por el cual s llevan & cabo

estos efectos aun po se tonoce en esta especie, pero eliste 1a
posibilidad de gue este sea muy similar al encontrado en los mami{feros.

Se describen en la literatura varios mecanismps a traves de los
cuales ppdria estar actuande FSH, pero la mayoria coinciden en una
accion de tipo "paracrino", es decir, una interaccidn entre células de
Sertoli y células de Leydipg, como se menciond anteriormente. Nosotros
estamos de acuerdo en principic con este razonamiento, ya fgue se sabe,
que al menos en mamiferos, No eitisten receptores a FSH en las células de
Leydig. Por otra ﬁarte en nuestro modelo estan presentes las células
de Sertoli , ya que se trata de un cultivo de células pbtenido a partir

de la dispersidn de testiculos completeos ,en las cuales se ha demostrado
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( al menos en mamiferns) la presencia de receptores para ésté hormona.

La accion de 1la FSH podria llevarse a cabo a travees del
siguiente mecanismo: la FSH se uliria primeramente a su receptor en la
célula de Sertoli e induciria 1 formacidn de uwno o wmas factores que
serfan liberados al pspacio 1atersticial. Estos factores ectarian
attuando sobre las célulacs de Leydig en tres formas diferentes: 1)
induciendo la formacidn de nuevos receptores a 1a LH/KCG en la membrana,
2) aumentando la efinidad de 1a LH/hCG por su receptor @, 3) actuando
directamente sobre la ruts esteroidoaénica.

Otro posible mecanismn de accion para esta hormona, reportado muy
recientemenie por FEenahmed y cole (198&) es la supresion por  parte de
FSEH, de la actividad inhibitoria que ejerce uwna proteina sobre la
ecsteroidogénesis testicular, lo que trae como consecusncia qQue la
celula de Leydig mantengsa indemne la capacrdad de sintesis de
testosterona. A pesar de que estos estudios fueron realizados en un
modelo de cultivo de cédluwlas de Leydig de porcino, Ccreemos QqQue BE Wn
hallazgo interesante gue a&aportaria otra posible explicacidon para el
efecto de esta hormona sobre nuestros cultivos. Consideramos que adn
falta muchn por explorar en el campo del efecto de FSH sobre la célula
de Leydig inmadura, ya que existe muy poca informacion en general y en
esta especie en particular.

Por otro lado y continuando con el estudio de la influencia de las
hormonas de crigen hipofisisario sobre la funcidn de las ‘células de
Leydigq del pollo recién natido en cultivo, encontramos gue la
prolactina (PRL),lal igual que las gonadotropinas, es capaz de regular
el’ funcionamiente de eéstas células durante la etapa neonatal. Este
efecto es similar al que ejerce la prolactine sohre 1las células de
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Leydig del teétfculo'de la rata y se manifiesta como cambios en la
'pruduccibn de testosterona dependiendo de la dosis y de las condiciones
del medio de cultivo.

De los resultados expuestos en la figura 13, se deduce que el splo
agregado de prolactina al medio de cultivo no es suficiente para mesorar
la produccian de testosterona comp ocurre con la hCG, le que supiere que
la prolactina no actla per se cobre la esteroldogénesis testicular. Pero
la respuesta a un estimulo de 2 h con hCG, 5i aumento cuando el cultivo
se realicd en presencia de PRL durante 4B h: en este caso la respuesta
fugh muy similar a la obtenida cuando se cultiviéh con hCH {(Fig. 14) . Mds
atn, =€ sumaron los efectos Jfavorecedores de hCG y FRL cuando  anbas
hormonas se pusieron  simul laneamente en el matdin de cultivo., 10 cual
indica gque eiiste un sinergismo funcional de éstas sobre las cdlulas del
testiculo de pollo durante el periodo neonatal (Fig. 14 y 16), Segun &e
ha demnostrado en la rata ,l1a accidn de la prolactina §obre la Afuncidn
testicular se lleva a cabo a traves de la induccion ¢ exposicion de
receptores a LH/hCG membranales vy no en forma directa sobre la ruta
esteroidogénica. Sin embargo con nuestros resultados, aun no podemos
descartar lo ultimo, vya que se ha observado en la rata macho adulta, Que
la prolactina aumenta la ceoneentracion de colesterol testicular (Dufau,
1878), lo gue estaria favoreciendo la biosintesis de testosterona ante
el estimulo con hCG.

Por otro lado, también se observd que este efecte sobre la
esteroidogénesis es muy dependiente de la dosis de hormona administrada
al medio; encantrémns que unicamente la dosis de 200 y 400 ng/ml de

prolactina . fueron capaces de inducir a las células de Leydig para
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Fesponder en la misma magnitud gue lo hace la hCG (Fig.15 }).

Por otro lado, la disminucidn en la produccién de testostrona
secundaria a la administracidn de dosis altas de prolactina al medio de
cultivo gque observamos en el testiculo de pollo recien nacido en
cultivo, también se puede explicar por una disminurion en el numero de
receptores a LH/KRCG, con lo que estas célulacs pstarian otra wve:z
comportandose como wna pehblacidn madura ya gue s¢ ha observado en  ratas
macho adultas (Dufau,1978: Helanger,197%9 Sharpe, 19793 Chan, 19803} que
la presencia de dosis altas de prolactina provoct una calda &n 21 numaero |
de receptores para LH/RCG.

Nuestiros recsultados sugieren entonces que la prolactinag, &l 16l

gue las gonadotropinas, Jjuega un papel importante en la regulacidn de la
esteroidoodnesis de 1a célula de Leydig en 1a etapa neonatal. Al indluir
sobre la respuesta a hCG tal ver aumentando el nameroe de receptores @
incrementando la sensibilidad de unidn de la hCE al receptor  la
prolactina  favorece que los niveles de testosterona se mantengan
estables v en la cantidad necesaria para el desarrollo testicular.
Debido a la falta de informacion en la literatura sobre el papel de
esta hormona sobre la funcidn gonadal masculina en aves, consideramos
que nuestros hellazgos son un primer paso para la continuacidn de otros
proyectos dentro de este campo. Serd necesario realizar otras
investigaciones, tendientes a la identificacidon vys/o0 cuantificacidn de
receptores para la PRL en esta especie, tanto en el testiculo adultn:
cemb durante el desarrrollo mismo. Asimismo serd importante estudiar el

efecto de prolactina en el testicule adulto del pollo.
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CONCLUSIONESTS

1.~ Con los resultados obtenidos hasta ahora, es posible afirmar gue =l

2.-

suerco de bovino fetal (SEF), utilicado ampliamente como un
suplemento eh &1 medio de cultivo np es inprestindible para gue ]as
celulas testiculares del pollo recién nacido puedan desarrollarse en
el cultivo y mantener la capacidad esteroidogénica gue las
caracteriza, tanto en condiciones basales como bajo estimulo con
gonadotrofina coridnica humana (hCB). se demostrd asimismo en el
presente trabajo, gque 1a adicidn de hCG al medio definido, sustituve
el efecto que ejerce el SEF sobre las célul as.

For otra parte, &s importante sefMalar que la presencies de SBEF mas
hCG en el medio de cultive produjo una disminucicdn de la respuesta
estercidogenica a4 una segunda estimulacion con hCG, 1o cual nos

hace suponer que esisten factores y/o hormonas capaces de producir
desensibilizacion en las células de Leydig del testicule del pollo
recilién nacido. Esto Gltimp nos indica que debe descartsse el uso
del SEF como suplemento del medio de cultivo, cuando se desea

realizar estudios relacionados a efectos hormbonal es.

5i bien no es posible con los resultados obtenidos hasta ahora,
explicar el mecanismo de accidn de las gonadotropinas vy la
prolactina sobre el testiculo del pollo recién nacido,
conhsideramos que los mismos demuestran gue estas hormonas son
capaces de modular la esteroidogénesis en estas células, actuando

directamente sobre el testiculo. Esta influencia modul adora puede
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ser de tipo inhibxtorlu & est:mulatorio. dependiendn de la dosis
admznistrada ¥ del tiempo de permanencia de las mismas en el medxc

de gultivo.
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