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Un moPstro nunca sa~~ hasta 
donde pu~~n lle-gar sus 
enseñan:as 



r. INfRODUCCJON. 

En el año de 1849. el fisiolor;o alema.n . .\.A. Bert.hold realizo 
el experlment.o fundarnent..al que conducirla. <BO años m.as t.arde) al 
aislam.iemt.o de la hormona de las .;-landulas r;enit..ales masculinas. 
experiment.o considerado con r-azon como punt.o de part.ida de la 
Endocrinolot;la. Oemost.ro que no se at.rofiab.a la crest.a de los 
c;allos cast.rados si los t.est.1culos ext.irpados se colocaban suelt..os 
dent.ro de la cavidad abdomln....'\l del animal. Bert.hold int.erpret.o 
corre<:t..ament..e est..a e~-periencia al suponer que la accion de los 
t.est.1cutos sobre la crest.a se ejerc1a por medio de la sanr;re. Mas 
t.arde. la crest..a de :;aUo se convírt.lo en objet.o de prueba par-a 
comprobarla act.ividad de Los est.ract..os t..est.iculares <r). 

En \929. y casi .al mismo t..lempo. s~ obt.uvieron en Chicaso 
('f'.C. J..:ochJ y en Amst.erdam <E. L.aqueur. E. Din;;t>rm21.nst>n. E. Freud) 
t:!'S:t.r.a<:t.os del t,est.1culo de t.oro que hactan crecer not..ablement.~ la 
cresLa de capon ~n pocos dlas. La obst?t~v.acion de que t..ambien 
podri.ln obt.en.,,.rse t?l~t"ct.os cu.allt.at.1v .. ,,..ment.e s~mo;.jant.es con orina. 
masculina. condujo al aislamient.o Jt> un est.eroide de la or-ina. que 
fué llamado .androst.endion.a por But.en.andt., su descubridor. Se debe 
a Laqueur, y sobr""" t..odo a su C..:lmpañero 'F'reud. el haber encont.rado, 
nlediant.e minuciosos ex-perin\ent.os las dlt'erenci.as cuallt.a.t.ivas y 
cu.ant.it..at.ivas ent.re la accion de la o.'lndrost..erona v ia de los 
ext.ract.os t.est.iculal:'"es purificados. La bu.squed.a conl.tnuada de la 
hormona t.est.ict.Lla.r empr~ndida pór J..:. O.a.vid condujo en 1935, al 
a.islamient.o \.' crist.aliz.:.cion de 1..:t. t.est.ost.-:orona. descrit..a por K 
David y, por et.ro lado. el brupc d~ Amst,er-dam. Por
invest.i~aCi\."J.nes converbent.es e tndependient.es ent.re s1. Ue\'adAS a 
cabo Holand .. ~. Suiza y A lema.ni a. pudo est.ablec:erse la 
.est.ruct.ura. en t..r-es meses. y confir-ma.la por s\nt,esis <r J. 

No cabe duda de que act.ualment.e. cuando la est.ruct..ura 
qu1mica de casi t..odas las hormonas se enc:uent.ra det.erminada casi 
por .:-omplet.o. las invest..i&actones se diri:;en. y deben diri~trse, 

aUn com mayor medida a encont..ra.r ór&a.nos sensibles a la.s hormonas. 
Un.a cir..:unst...at"tCia que ha í'oment...ado .;ol desarrollo de los 

conocimient.os acerca del l'uncionam.ient.o ¡;on.adal. ha sido la 
ut.illzac16n de la micr-oscop1a. de t.écnicas de t.inción adecuadas 
par-a la obseorvac16n de las c.:tlulas y del uso de isOt..opos 
raidiact..ivos. ent.re \."J.t.ros, per-mit.h ... ndo conocer las t.ransí"orntaciones 
biolO;;icas que su!'ren los est.eroides con y a t.raves de sus orbanos 
blanco. posibillt..ando tni..:ia.r o cont.inuar los conocimient.os 
act.uaJes al respect.o. 

r.r. .J.natomia del Tt?sticulo. 

La ma~·or pa.rt.e del aparat.o :;enit.al masculino est.a sit..uado en 
el int.erior del cuerp\."J.. ~otno es el caso de la prost..a.t.a. las 



cla.ndulas bulbour-et.r-ales. los eptdtd1m.::.s. los c::onduct.os 
dAC,u•ent..es, las vestcul.as Sl!i'minA.1..-.s y la ur-.:,.t..l"a; qu~dando en el 
e~er-ior el pene y el escrot.o, el cual cont.iene a los t.est.1culos 
<~.3>. En los cordados, los t.est.tculos se encuent.ran en numero de 
dos y t..tene un Ot"t;-en embriolo;tco que est.<s t"elaclonado con el del 
apar-at.o renal. sur~lendo como difet"'enc:tactones de 1.a re¡;ion del 
sUl"co primit..tvo a part.ir de boJ"des mesonefrtcos. En la mayorte& de 
las especies de mam1feros , los t.est.tculos t:txp.a-rlment..an mtr;racion 
de 1.a cavidad abdominal al escr-ot.o (~.4>. 

Cada t..est.1culo ::;a encuent.r-a t"'Odeado lnmedlat.ament..a por la 
cápsula t.est..tcular-. compuest...a de t..res capas: la mas externa. la 
vaginal • es una capa de celulas m~sot.e-liales at.enuadas~ est..a 
capa se apoya e-n un~ lam1na bas:Al que> la s~para de la capa 
medie). mas pt"ominent.e, la albu;-1nea. la cual est.a engrosada: a lo 
lar-t:o de la supet"ficie post.erlor- de la i;landula como rn.e-dia.st.ino 
t.est.tcular. y l.a cap.a mas int.er-na. la vasculosa. for-rnadd por- r-edes 
de vasos s.an~Ull"leos inclu1dos d~nt.ro de un t.~jidü areolar t'i.no 
<3.~>-

La c.ápsul..!1 t..est.tcuiar act.ua como m~mbrana dina.nuca. capaz de 
cont..t"a\!clones periodicas. las cu.~lt?s pr-obablement..e sirvan para 
re>sular el volumen del t..est.1culo y ~íect.uar masa.je al sist..e-ma. de 
conduct..os, ay-ud.ando de est..31 rnaner-a .:::t.l dd-SplazamienLo d-€> los 
espermat.ozoides pa.r-.31 su salid.Ji; adem~s. la capsula posee la5l: 
carat::t.&r1st..icas de una membrand semip~r-meable int.erviene e-n. 
var-t.os as-pac:::t.o..:;: d& la fisiok:ttla. t.est.icular- <~.3.5~1, 

Desdo? el hiUo Lest.tculat- .a l.a cApsuia. salen t..abiqu~s 

1-ib:r-osos: del:;4dos. los t.a.btques t..est.icu1ares. que se dividen en el 
int..e.r-ior do'!-1 or'°ano en 250 compart.imtent.os pir.amidales. los 
lobullllos t.est..icutares. con sus vertices en sent.ido de-1 hitio. 

E.,.,.-ist.en numer-osos aspectos ent.r-e los t.ablques t..est.icu.tares, por 
ellos los lobulillos se comunican enLre si con l.iber-t..ad. Cada 
lobuUUo cont.h~ne de uno a cuat.r-o t.ubulos semin1t'er-os 
not.3.blemenLe t..ort.ucsos. lnciutdos en un esLr-oma de- t.ejido 
conect..ivo !aso, el cual cont.iene vasos. ner-vios y varios t..ipos 
celulares. pr-incipaiment.e una ser-ie de acumulos de ce lulas 
endoct-inas llamadas int.erst.tctales. o de Leydi~ C.r-3>. 

:r.r.r. C9lulas E:sper-motogffnicas. 

Los t..~st..tc.ulos t.ieonen tJ.na doble función: una esocT-ina y una 
endocrina; el product.o exocr-ino es princtpalment.-& las células 
se~'"Ltales, y por ello puede ~onsfderarse al Lest.tculo como r;lándula 
clt .. o"enlca <z-3). 

Las células ~et-minales c.ompt""enden una capa est.r-at..i:f'icad.a de 
epi.t.-elio con cuat.r-o a ocho células de alt.ura que l"'evlst..en los 
LUbulos seminu~e-ros. Las celulas se diferenctan pro&restvament.e de 
la r-e,;ion basal de-1 t..ubo a la luz; La pr-ollf'eracion desplaza a las 
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células hacia el int..erior del t..ubo. y tas que est..an mas cercanas a 
la luz se t.ransfor""-'ln en espermat.ozoides, desprendiéndose del 
epit.elio y que-dando de est.a rn..'4nera libres <3.4.7 J. 

El orden.MT\ient.o de fenómenos es llamado esperm.at.o¡;enesis y 
ent.raña los dos mecanismos de mult.iplicacion celular; 
observaciones hechas en !a rat.a respect.o de la durac.ion del 
desarrollo de un es~rmat.o-zoide a part.ir de esperma.t.o¡;onia. 

~~~~~= d:
5 9 ~~Ti~~n4 di:S.su º~:~:=:~nt.:e~:nt;_:dola el in;:~~;~~ 

esperma.t.o¡;érúco, el cual se divide en t.res Cases: i> repl.icacion 
de las cié-lulas t~roncales. t..ambién Llamada.e; espermat.o~oni.as. ii> 
replicaciones meiot.icas, incluyendo a los espermat.ocit..os. y tii) 
espermiogénesis o d.i!"erenciación celular de la esperm.at..ida <$). 

La esperm.at..o.;enesis se inicia con las esperm.at..obonias. 
inclUld.as inmedi at.ament.e ad.,·acent.es a la membrana basal. St!' 
suscrlbe-n dos t.lpos de espermat..o~orua.s. la de t.ipo A. con m.lcleo 
ovoide y nucleopl.a.sma claro con ¡;ra.nulos de cromat.in3. que cuando 
aument.a.n en numero, por division ml?'iOt.ica. la mtt..ad 
aprox:im.adament..e de las celulas hijas quedan como de t..ipo ciara y 
de t..ipo obscura: a pa.rt.ir de est.a u1t.ima se t;eneran las 
esperm..a.t..oc;onias de- t.ipo B. con nucleos esfertcos. masas de 
c~mat.lna densament..e t.eñldas. con relación a la membrana. nuclear: 
cuando est..as se dividen. p1.."lr mlt.osis. producen ce1ulas hijas que 
después se di!erenc1an en esperrnat..o..::it.os primarios. siendo tas 
ce lulas bermin..at.iv.as m.as ~randes observadas en los t.ubuJos 
semintt"eros. Los espermat.o..::tt.os primarios suf"ren una div1sia-n o 
reduc..::ion en su numero cromosomico, por rneiosis. y se producen 
espermat.oc1t.os secundarios. !os cuales por mit.osis result...an <:?-n 
esperrnat.ides. permaneciendo en un acumulo sincit..ta!. dado que la 
c.it.ocinesis. al. i:;u.al que en los espermat.o~i.t.os secunda.rios. es 
incomplet...a. <B-1. t > tF{gura r >. 

Se han localizado acumulos de espermat.o~onia.s un.id4S por 
puent.es int.ercelul.ar-es. to que s~iere que pueden exist.ir celulAS 
pror;en.it.oras de reserva que no ent.ran al cicle normal del t.ubulo 
seminlf"ero <ro .11'. 
La esp-ermio&:énesis incluye Lat di!erenciacion not.able de la 
esperrn.;i;t..ida <.r-3.7.zó): 

a) aparecen pequeños ;;ranulos de muchas ..,.•esiculas pequeñ.as en 
la zona de &ol:;i. que se unen y rorman el acrosoma, incluido en 
L,;a v•e1culaa a.:roaomica <VA)~ 

b> la V.A.. crece en la superficie de ta membrana nuclear- y por 
úlLimo cubre la mit.ad de la super!'icie del nucleo, 

e> la -zona de Gol.r;i ern.i~ra de la rec;ton de la VA hacia el polo 
opues:t..o del nucleo, se pr-~sent.a resorcion del llquido de la VA. 
que se colapsa con el acrosoma. y rorma un capuchón cefdtico. 
inmedlat..ament.e adherido ai núcleo. 

d) con la f'ormacton pro:;resiva del acrosoma. en un polo del 
nucleo. los cent.riolos se asocian con la membrana nuclear del 
polo opuest.o. se desarrolla un fla~elo dels-ado de uno de ellos 
r>ara f'ormar un órc;ano vtbr.a.t.11. 
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-:t) crece •l fl.acelo. y .a..lÍ'-ededor de los fUament.os ax'la.les del 
mismo aparece una vaina fllament.osa delc-Ma: el tubo caudal. 
ot.ros c.::.nt.rlolos emi&rAn hacia la superflcie dé Las células. 
~nglobando los nlam@nt..os long:it..udin.ales axiales comó anillos. 

(> el nucl~ se condenza. se apl.ana un poco v e-s desplc...:zado 
hacia la membrana celular donde forma La c.a..beza o capuchdn 
definit.ivo del fut.ur-o esperrn.at.ozoide. 

e;) ttn t.ant...o. exist.c despla:zamient.o de la m.asa cit.oplasmat.ica 
hacia el enremo caudal de La celu.ta.. y 

h) las mit.ocondrias. dist .. ribt.lldas al azar en el cit.oplasma. 
em!c;ran a l.a rer;ton ent..re el cent.riolo basal y el anillo, 
disponiéndose en form..."' espiral .éU"'E'dedor de la porción prox:irnal 
del nacela. y forman la L.1aina mitocdndríca delineándose 
la pi.:3Za int~rmedia del t"ut..Ul"'o espermat.ozoide. 

Oespues de la diferenctacion. los espermat.ozoides son 
liberados de su cont.act.o \nt.imo con los element..os de sost.en. \' 
ent,r.;.n l." luz de los t..ubulos s'!?minll-eros. A pa:rt.1r- d"! est.e 
moment..o t.ien..-n madt.u-ez mort-olo¡;ü::a p€>ro funcional. lo cual 
obt..ien'""'º ~r.adll..'.\lment..e mediant..e un pro..::eso de act.ivacion qUt:?
précede a la fert.iUz.a.clón. Dada la \ndolt!' ciclica de L3 
espermat.o,;enesis, no pueden observarse t.od.as las et..a.pas al mismo 
Ltempo en un punt..o det.ermin.ardo .a. lo lat'"g-O del epit.elio semiruft:!'ro 
(3 . .f). 

r.f.;?_ Ele-me-nto.s de Sost~n. 

Los el~ment..os d'-" sost.en, celula.:s: sust..ent.ar.:ulares de Sert..oli. 
est.an dispues:t.as de f"orma. espaciada en el t.ubo a int.erv.:ilus 
re,ulares. incluidos ent.r-e 1.as celula..c; ¡;ermin..at..tvas. Su ~st.ruct.ura 
trridimensional es e~t..remadament..e compleja, \o" cont.orno es 
1rre,;ular e- impreciso, dado que los e:-...tremos cefa.Ucos de los 
espermat..ci::oides se encuent.ran en espacios prot-undos del cit..opla.sma 
<:p. 

Donde d.:Js células de Sert.oll '!?st..an junt..3.s, las super1·icies 
cont.l~uas muest.ra.n especiallzaciont?:;; complejas de union oclusiva. 
y est..as At"eas de aposicion de membranas -,· de fusion. ademas del 
t..ejido perit.ubutar~ const..tt.uye la base morf"olo~ica de la Barrera 
Hernatotesticular, dividiendo al t.Ubulo semin1fero en los 
compa.rt.im.ient..os basal y ad.h.unina.l. cada uno con un ambient..e unico. 

Las Células de Sert.oll proveen de soport.e n.sico para el 
desarrollo de las células c;ermina.les.obser-vado in vitro. donde las 
células i;erminaJes mueren en poco t..iempo cuando se cult..h·an solas. 
pero permane-cen viables por lo menos una sern..=sna en presencia de 
celul.as de Sert.oU. y el ~e-dio Coíldicionado de celul.as de Sert.oU 
est.imula la sint.esis de prot..ein.as en c~lulas r;ermin.at..ivas. 
empleando una ext.ansa comunicacion quimic.a. Est.e r-econoc.imient..o 
célula-celula y la 3iJhet-encia espect<ica de los espermat..ocit.os 
primarios y espermat..ides al cult..ivo de células de Sert.oU. 
proba.blement..e est.e mediado por i;:lucoprot.etnas de superficie 
<3,4.r3-I5). 



z.r.3. Células Inter-sticiales. 

El t..ejid.o lnt.erst.icia..l en los lobUlillos t.est.iculares. se 
ent::1.Jent..t-a ent.re los t.ubulos seminH·eros. ~· cont..iene al~un.as (lbras 
de col.at;d-1'13. vasos sanc:u1neos y Unfat.icos. n~r-11,.·10.s y .a.l,;unos 
t..ipos celulares~ fibroblast,os. macroCa~os, c.;;olul.a.s .::::t:obadas al:;un.as 
c~lulo~s mesenquim..:t:los:t:s inJi.fer-enctadas. v a.4;un<..-.s ~r-vtos sin 
mi~Una. Vasos san~\.Un~os ent.rdn y salen por el hillo y forman 
redes alrededor de k~s t.ubos; la presencia de celuJ..as 
int.~rst..lciales especificas de Leydir; es i=-1 C ... "lract.er mas not..able d& 
est.e Lejido. Est...as c~lulas se e-ncueot..r-a.n en ~r-upos comp.act.os, 
t;qneralment.e en LAS 'ZOf'l..3.S angular-es cr~..:tdas por la dlspcsicion 
int..lm.a de los t.ubu!os seminif'.;!<r-os:. Son celula.s g-randes con 
cit..oplasma de as.pect.o v.a.cuolado. el nucle-o cont.iQne ¡;:ránulos d~ 

cr-orn.a.t..in.:i <con ft-ecuenc.la e:i-.:ist.e-n ce-1u1as: binucle.ad..as.) y un 
nuclaolo preciso. el cit..\lplastna cont.1e-ne .a.bundant..es inclusiones. 
com.:> f;Ot.it..as ~e Uptdo <-6 .tpJ <F'igvra r>. E:l ..:.ara.ct.~r ~ not.able-
de las celul.).S de Levdi~ es: ~l desa.r:-l)u._-. ext..en.SQ de un ret..1culo 
endoplasmico a~r-'inular. cümo tJn.a t.t-.:lm.a rina. dtt- t.uOOs qu~ se 
anast.osoman con una superficie sin t"ibos:c.rtM=tS a.~~"";;.ados. e-l cual se 
e.onsidt!-1"..:t. qu~ "?s el sit.io d~ 1~ s1nt..ests dt!' las hormonas 
est.t:!'roides. En el t.es:t.1culo hwnano seo encuent.r.an los: llama.dos 
G!l.~t.u.l.e:> 11~ J\..~(r.1,.~. cuya est.ruct.ur-.a. y funt::ion son aun obj~t.o de 
dt.scusion <~ .3 .5 .r6J. 

La sacr-ecion principal del t.est.\culo es la Test.ost.erona <T>. 
pr-oduc:f.da. por las cehJJas de Leydi:;. que son un t..ipo pe-culiar de
~landula oeondocr-ina. que se car.l.::t.t-riz .. "t en qut- s~ deS.31l"f"OUa a 
part..i.r d~l est..roma. m~se-nquimat.oso del t.est..1cuiv; .¿.n '2-St.."" zon.'3. 
dado que se halla un ;;ran flujo la.minar. pasa. evo t'acilidad e-1 
produc:.t.o de- sec:t-~ci~n al s:.1s.t.ema. vascuJ. ... '\r C;?,5,6). 

c.~. Fisíologia Tt0>sticular. 

La !uncion Lest..it::ul~r- es re~ul ... "lda por la Hormona 
Lut.;:-ini.zante CLH) )-• la Hormona F'oliculo Est(mulante- <"FSH;,. La 
prini$-r-a est.imul.a la est.~roldoJ;~n~sis y J.a p:r-oducción d& la 
Tl?.stostar-ona (TJ • al pr-omovl:lt- pt"~cur-so:>'t'es de la. T a p.art.i.r da 
Cole-sterol" m.ient.ras que la 'f'SH unida .a celutas da- Se-t"t..oU 
promue-vl? la s1nt..ests de prot.elnas. por {ijaci6n a. sus r-ecept.ores 
de meimbran.a plas~t.ica de las células de L~ydit; <un recept.or
analo~o pal"a ta LH se encue-nt.:r-a en las cetu.las del cuerpo 
amal"'illo>. ')-.' pcr act.ivac:ión del ....tdenilato Ciclusa int.r-ac:elu..Lal'. 
lncrem..ent..ando .asi al 3".5"-,J.denosinmonofo.sfato Ciclico <,,.Jl'·IPcJ .. 
uniéndose. ~st..~ la !"racción l""E!>~ulador.a de u:na proteincina.sa 
ci t.oplasm.at..ic.a. con..for-m.ando un.a holoenzimcr ~· promo\•iendo 
s:ubst.raLos prot.e-icos. Est.a .:sccton aume-nt..a, en Cé-lulas de Leydi~,. 

1-3 veh>c1d.3d deo separacton d.e- la cadena la.t..eral d~l Colti?ste-rol. y 
para e-llo sa ha propuest.o l.:s inducción de una e-nzi.ma que f..:tcillt..a 
est.~ proceso Cr;·.r8) <F'IGURA rr). 

La ioLeraccion de la T con su re-cept.i:.r proparciona. e-1 cont..rol 
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por ret.roaliment..ación de la li.ber~ion de Gonadotropinas CGn). la 
cual se r-.:tallza en el hipot..á.la.mo inhibiendo l.a sint..esis de Gn. '°' 
la inhibición de l.a produccion de la Hormona Liberadora de las Gn 
CGnRHJ ( ca.~o.~.,.20>. 

La GnRH es liberada nortnJl.ment.e de modo int.ermi t.ent.e. 
Uec;ando a la adeflOhipóftsis a t..r.aves de los vAScs linf'at.icos 
Vtlnulas del sist..em..a port..a-hipot...á.L<"Anh:> y La produccion m.a..xin\d de la 
LH y FSH, en los sist.emas ex~riment ... a.les se produce cuando se 
simula est..e pal.ron puls~t.il de liberacion de la GnRH ( r ~ . .:!6 J. 

Ant..es de la pubert..ad. las concent...raciones se.ricas de T son 
muy baja::¡:. Un event.o t.emprano en est.e proceso de JesarroUo. es el 
in.::r.e-ment..o, en esWUidos pulsat.Ues. asociados con el sueño de La 
Hb-eracton de L.as Gn. Cu.ando l.a..s:: concent.raciones serie.as de T se 
elevan sobreviene el cre-cimient.o v el desarrollo de los orr;anos 
Sf!."-uales secundarios~ la señal qt.ze . la inicia no ha sido descifrada 
aun. pero la hipót.esis act..u.al es que Los cent.ros hipot.alamicos. 
rE>spons .. "lbles de la produccion de GnRH. se vuelven menos sensibles 
a la inhibicion. por ret.roaliment..acion. pal"'a las hormonas 
¡;on.).d..lil~s est..~rcides ( r..::J. 

r..r..2. Nodulacicin de la C~lulas de Leydig. 

De las células de Levdi~" se s1nt..et.izan y secret..a.n una ":r-an 
variedad de est.eroictes. incluyendo l.a T. la 17-hidroxiprogesterona 
Ct7-0H-prog). y el EstradioZ CE>. En los hombres maduros normales 
se producen .alrededor de 7 ri..g diarios de T. oscilando ent.re 4 y 
r.,,.,..;; <.""l nivel de T "'°l pk&.srna ~s de apro:dmadAtnent.e 
o.7r,t>-·~r-oo,..,{), ort;;in.andose principa.lment.e é-n las células d~ 

l.eydi:;. p~ro t.ambien puede sint.et.i:z3rse fuera de ellas a part.tr de 
compuest.os qutmk:ament.e afines lprecu.rsores > sebre~ados por los 
propios t.es:t..'icuh,.;s o por las slándulas suprerrenales: núent..rdS que 
í!'n la mujér es de apro,..-imadament.e d~ ¿,.-,g por dia (0.05 

y .. ·1.::-:-m ... ~. v cuya con.::ent.racion se debe a la t.ranst\:>rmacion 
perif'er1ca de precursores se-cret.ados por la :;1.::..nd.ula. supr.arren.al. 
principalment.e Androste-ndiono C...1J C.r.r7 . .;;'.!>o). 

L.a mayorta de la. T circulant..e viaja unida. a l..a ;:..-Globulina 
Unido,..a de- Horm(.•nas Se:xuales <Tt?>BG>. exist..iendo la idc-a de que 
soto 1.a. T Ubre es la que est..a .a dísposicion para la int..eraccion 
celulAI". y para m.an.if'est-ar- su act..ivi.cLld

1 
andror;enica. incluyendo su 

papel inhibidor de la se-cre-cion de la LH (20). 
1 

T 
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Fig II. Coi:ipartimient.os t.est.iculares 'i posibles r.iecanismos de regu
laciñ t!Xt.ra- e intrasonad.-i1cs. TeBg. beta.-globulina fijadora de hor 
g¡onas sexuales; prol., prolnct.ini\; Lll. hormona lutciniznntc; Zn. 
zinc: T, testosterona; RE, retículo endoplásmico; LH-RH. hormona libe 
radora de l.:i. LH; E2, cstradiol; ABP. protelna unidora de andrógenos; 
OHT, hihidrotestosterona; A, androstendiona; FSH, hormona folículo 
cstic:iulant.e. 
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En años reclent.o0ts. varias obsdr\.·acton.a-s i.n L iL•o t? in vitro 
han cont.ributdo a un mejor · ent.endími@nt.o del cent.rol hormonal de 
lA est.erotdo~enesis de Las celulas: de Leydi,.;-~ l.a m.ayor1a de t..ales 
est.udios han sido r-eali2ados en rat..a. A baj.as concent.raciones. 
parece que LH/Gonadotropina CoriOntca Humana (hCG) es el fact.or 
es:t.imul.ador principal de las t'racciones de celulas de Leyd.ig;. un 
papel el cual incluye no solo la est.imulacion a;;uda de La 
est.eroldog;enesls sino t.amblén el mant.enim.ient.o de l.a. respuest.a de 
la célula de Leydi:; .a est.a est..imulacion. Sin embar¡;o. r;rand~s 

dosis de LH/hCG puede ejercer un efect.o ne~at.ivo sobre la 
respuesLa est.eroido~enica (:!I~3J. Ademas. parece que t..al 
respuest.a puede ser modulada por varl.as hormonAS, incluyendo a 
LH/hCG. indicando que la re1;ulacion in L•iuo de la sec.r~ion 
andror;t?>nica. en el t.est.tculo de rat.a, es mult.ihormonal, incluyendo 
a la Prolactina. 1.a Insutino. GlucocDrticoides. EstrOgenos '.Y 
AndrOgenos (23-25>. 

l..a est.imu.Ut.ción de la producción de est.erotjes por la LH es 
acompañado por un increment#o en el nivel del ,.S."1Pc • act.ivación de 
la Prote-inclnasa ..S. v C <devit1o al ca.lc10 v a la Calmodulinal. e 
incremti>nt.o de la !osrorlLacion prct.aica c.~3). -

La act..lvidad est..er.:iido:;enica de Las celltla..s de Leydi• puede 
ser t?-st.imul..::iida, adt?>m3s de la GnRH. por ~"';;onist..as de 1.a LH CLHRHa) 
v f a.::t.or..,.s produc1dos t?"ndo¡;en.amrnt.e d.,. est.ruct.ura desconocida.. La 
GnRH incre-ment..3 la producct.'.:>n est..eroidt.'.:>;;~nica. de 1-01~ma m.;.S'.ima 
cuando es acompañada por i3 LH; .,..st.e efect.o sinér~ico de la GnRH 
puede ser mo?-diado p0r el calcie>.al increment..~rse est.e aunque la 
LH t.ambien lo promu-e-v~'l. lo que imposibilit.a el obs~rvar t..al efect...:, 
siner-;;1co consider.and;."'lsólo los c~bios en 13S concent..raciones del 
ca.lci.:i. Puede ser que 1.a GnR.H y la Prolacti11a e tPLC), y p.:ir ot.ro 
lado la LH r""Gulen dift?rent...~s resert..·as de c.a.lch .. -.. ~nt.onc~s la 
Ub~raci.on se present.~"' en ~l r-et.tculo endopla.sm..ii:::o ~· ~l flujo de-1 
calcio t.raves de la. membrana celular. Esas dif'erent.es 
est.ruct.uras de los sist.~m.as del calcio pueden ej~rce1~ efe-et.os 
indepE-ndient.es scbre ta act.ividad del enzima unida ~"" la cadena 
lat...¡.ra.1 del Colesterol mit.ocondrial. la cua.1 puo?d.e s~r re~ulada a 
dU~•f'"ént...,..s nivales: la promocion del Cotestt?rol y cof'act.ores 
r-~ducidos. act.tvac1on del enzim..a unid.a al Colesterol y la sint.esis 
de no~·o de las &n7.imas del complejo unido al CoZesterot C23.26). 
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Por ot..ro lada la prat~1ncinasa ...1 y C fosforU.a.n prot.e1na:s 
pl'Omovtda.s por U. LH y est..eres &!- Forbol <Ptt,1). ya. sea Las mismas 
pr-ot.eln.a.:s o que int.erac:t.uen en ello, mient.ras que l.3t Fosfotipasa C 
CPLCJ y l.a LHRHa no present..an t...al efect..o. Ta.les prot..&ln.as 
fosforU.ad.a:s son dé r. y 33 .t.:ilodalton.s CJ::.d). y aunque parece no 
ser un paso esencial en 1.a re:;ulacion de la est.erotdo~enests, sin 
embarco pqed.a-n t"'@present..ar element.os <?st..ruct.ur.a.les en la c111>luta. 
t...al como el ctt.oesquelet.o. el cu.o::.1 jueg-a un papel Lmport..ant.e en 
los •fec.t..os t.roftcos de las hormonas t.ant.o com..:> en las .acciones de 
est.tmul~ton acu~ <3 r J. 

r 2.r. .'!odulacidn de las C~lulas de Sertoli. 

L.a FSH sd un.e a l.as célul.as de Sert...:>li y act.iva la slnt.esis 
de t.a prot.e\n.a. untd..:>r.a de .and.ro¡;~nos <....tBPl. la cual es un.a 
g:lucopr-ot.e1n.a qu~ ret..iene .a ta T. pero t?S dist.int.a de 1.a TeBG. del 
recept.or lnt.ra..::O:loluJar" 00 andró~enos v del 5-,:,. -d.ihidrot.est.ost..e-ron.<l 
<OKTl <.ra>. .3dem_::i.s do<' l.a. s1nt.es\s del -''h:t.tvad~r de plasmino~eno. 

La ..J.SP '!!'S s~crel.3da al h1men del t.ubulo serr..inlt-ero. v en 
est.e proceso L.a. T. producid.a pos las ..:.i!'lut.as de Leydi;;; es 
t.ransp-art...ad.31 en concent.rac.ión muy .alt..a al sit.io de la 
es~rmat.o=-.a-n.esis- Al pa:r--ecer .e-st.e o?S un proceso el.ave pu.e-st.o que 
los valores ctrculant.es normales de T, que podr1.an lo;;ra:-se por 
t.4"!or.apeut.tc.ai de rest.it.u.::ton. no m.ant.1enen la esperm.at.o:;~netsis

Aunqu.J!' solo se ha ident.t.ncado \.ln.d. GnRH. e-..::1st.e ~videncia do:! una 
Ut>eraclon sel~.::t.iv .. ~ de La LH y de la F"SH. es lJ.f\.3 s"..J.bst..ancia de 
los t.ubulos semintftn·cs. espec1C1cament..:- d~ celulas: de- S:ert.oli. 
que re~ul.a la ht-er~'don de 1.a FSH. un.a. Inhlblna <r8 . .?7). Se ha 
i.nducid..:i. la so:-c.rec1ón. de la inhibina en los t.ubulos sem..1rufeT-Os 
con FSH. dibutir-il A~IPc <dbA."""IPc> ~· se ha inhibido por- la tn.sullna. 
de Cor-m.a dosis-·~~nd.ient.e a. ~..-.j.as concent..r_ .. ..:.tones <aB). 

Pa.rt.e de est.~ efe..::t..:i de ret..r.:>~'\.lin1ent...4.:i.:in sobr-e la 
liberación de 1.a f'SH pu<&<i'!? ser me-diada por el .Estradiol <E>. que
es si.nt.et.1z.ado en pequeñ:ts c.ant..idades en las ci!lulas de Leydi:: y 
en las de Sert.vli <est..as cont..ienen las enzirn.a.s para t..r-ansform..at" T 
a E). L.a pr-o.:!uccton de E en est...a.:s: células est..a est.imuLada por 
F'SH. y en est..e proceso el esl.droide pr-oduce inhibición por 
t'-ét.roalime-nt.aci6n de la F'SH. bajo ciert..a.s condici.ones de est..udio 
<r8.-.~ • .:z4). 

l..a .act..\Vid;.d funcional d~ las e.a.lulas d~ S~r-t.oli &S modul..&da 
JX>T' la et..apa de-l ciclo esperrn.at.o~enico <zz)_ En los roedores de 
l.aburat.vr1.o se ha .est.ud.ia-Oo muv a fondo t..al ciclo~ donde se 
obs~rv.a. u.""l =-rado de orden y ~Í;u.La.ridaad que faci.Ut..a su análisis 
sist..er."\.át.ico, en cont.rat..e en el hombre . .:iond<:l se han ident.t!"icado 

f~;~ ~e:~~== =~~~C:.~~ ~:~~ ~:~~~dePº:re~ ~cC~r!: 
irre~ular. E.n et coba~·o se han ident.i.f icad.o doce diferent.e-s 
~ociaciones celulares relacio~ con La función de la cetu.la de 
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Sert..oU <3> <Figura rrrJ. 

En ta et..apa \.'11 y VUI las celulas de Sert.oli present.an la 
mavor velocidad de se-crecion de ..tBP. del act..io,,•ador de 
pl.asminoceno. la m.as alt-.a. act.1vidad de la fosfodiest.erasa. un.a: 
nunim.a unión .a ta FSH un.a mtnim.a est.imu.lacton de la produccion de 
.-1.'"f Pc por la F'SH v un inhibidór del.a. ar..:tmat...asa d~ alt..o peso 
mole<:ul..l.r es S-lcret.ado en much.:> mavor c.a.nt.id.ad; mJent..r.as qu.a en La 
et-:lpa \.'t y XII se pr~sent...:l. • pri~cip .. 'llment..<::!'. la mayor pr-oducción 
de prot.etnas .,. en la et.apa \tl y \111-XI e~st..e la inhibicíón 
rn.á..xima de a.ct.ividad hacia La celul.a d.? Sert..oU. Ot.ro marcador de 
La runcion de cé'lul.a de Sert.oli. es La ~ - ,1ut...amil 
Lr.anspept.idas.a<y - GTP). una enzima de union membranal. ampllamnet.e 
dist..ribUlda en t..ejidos de los mam1.f"eros. y cuy.a func.h-:.n 
c.at.aUzar la t..ranst"erencia de la ;---$lut...:11nil mciet.ina a 
amincacido .acept.or ~pt.tdico. su,triendcse qu~ t"un~e como un 
stst.em.a de t.ranspcrt..e para amonoad.&:>s .a t.raves de La m.embran.a 
pl.asm.at.ica., dependie-nt.e de la FSH <r~.r5.~8.29J. El lactato ~· el 
pirut.·nto t....unbten son indicadores de la funcicn de las Co?lulas de 
Sert.oli, det..e-ct..ada....<; en el medie de cult.ivo r-equiriendolo los 
esper-m.at.ocit.os en paql.Jit.l:"!'nó- 'Y las espermat.ides redondas. pa.l"a 
obt.ener- la ener,t.a necesaria par.a los fut.uros pr-ocesos de st.nt.es1s 
pr-ot.eica y del ATP. de- la ut.illz.acion de la glucosa y de la 
act.ividAd del ctclo del ~e.ido ctt.rtco. La pr-oduccion de ~t.at.o y 
ptruv.at..o. por- la c~h ... :.la d~ Sert.oli. es m.a.rc.ild.ament..e est.imulad.a por 
la FSH. y se sut;lere que est..an envuelt..as en los efect.os de la F'SH 
sobre la espermat..obenesis. pudiendo ser un !"act.or Um.it.ant..e la 
produccton de t.ales compuest.os para el desa.r-r-oUo de un numero 
ópt.í.mo de c~lul..'\.....<: t;!?'rm1n:!.les <30) 

Las l::!'L.ap.as \11 VIII del ciclo esperm.at..o&enico son los 
me Jo res ejemplos de la rnu.lt.tple int.eracción de las c~lulas 
t.est.iculares. pues a esos est..adios <paquit..eno medio. 
esperm.at..oci.t..os primarios v las et..apas 7' y 19 de las espermAt.ides'.> 
13.S ce lulas :;erm.inales son mas sensibles a la. disminucion de La T. 
hecho corr-elacion.ado con la obse:rvacion de que que cont.enido de T 
d& los t.ubulos s:eminlferos, en esos est.adios. es m.:as a.lt..a que en 
ot.r-os: • .a.de~ dA que en t.Ales est...adios t.ienen el mas alt..o et~ecLo 

est.imul.ador de La est.eroido:;enesis sobr-e las celulas de Leyd.ir; 
purlfica.:ias. <r2.r5..28.3r.3;¡.). 

Aunqt.Je l.a si&niricacion rtsiol6sica de los cambios en al 
funcion de las celulas de Sert.oll, dependient..es de la et.apa del 
ciclo esper-mat.oc;é-nico.no es clara aün indican que su f"unclon es 
modul.ad.a por señales que se ori"in.an en las células r;ermin.at.tvas 
rec\en nacidas. La act..ividad celular normal de l.as celulas de 
Sert..oli es un requerimient..o a.bsolut..o para la mult..iplicación y 
ma.durac.ión de las celul.as c;ermina.les. a su vez ést..as ult..imas 
r9¡;ulan c1cUcament.e 1.a Cuncion de las primer-as. para obt.ene:r el 
re-querimient..o especial en cada. est.adlo de su ciclo. Esas 
mult.tples y bidir-eccion.ales int..era.::ciones ent..re celu.J.as de 
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Se-r-t.oU-célu.1.as Germin.at..ivas , pueden est..ar mediadas )•a sea por 
eont...3.ct.o dir•ct.o cél"'1a-cf:l.li...llA. muy desarrollado ent.r-t!- ellas~ .o--.a. 
t.r-e.. 43 de Foclor1Jr:5"---Q.,,.lu.le-e6lula--<~esat"t-oilado--eont.f""1!!!'~Uas) o 
a t..rav4$ de Factor-es Paracr'inos Difundibtff:!os o por a.rnbos 
<r2 • .r4.z5.26>. 

r.2.2. IntE">racciOn éntre celula de Leydig-C,j.lula de Sertoli. 

E:n los ult..imos años se ha increm~nt.ado la evidencia 
r-e!erent.e .a una rec;ulacivn fina de la f'Ufli:ión t.t!-st.icular, por una 
rnodul.acion local o re&ulacion p.u-.acrln.a. lo que siG"nif'ica que las 
hor-mol'l.aS hipofisiarias prove~n La est.tmul.ación b.ásica sobre la 
cual la C-t..U')c:;ión ~st.icul.a.r t!>S de~ndient..e. pero la int.en.sidad. y el 
t.tempo de la r-esp-e-~st...a a t.ales est.imuiaciones.por las c:é-lulas 
t.est..1cul.ar4s, p~en 'i!'St.ar moduladas por complejaS. int.~racciones 

ie-nt.r'Rt est..a.s mJ.smas <z;;: • .r5.33). 

$~ ha. E.H'\COnt.raOO quo el fluido in.t.érst..lcial CF !) part.icipa en 
t..'311 r$i;ut.3.cion. d$ !"ot-m.a indep~ndient.e de l.a LH y GnRH s.,:,brt:!- 4' 
funct..::,n de l.as célul.as d~ Leydi,c- (z~.~.J·3-1>; aunque ~on dosis 
maxim.AS de est.imul.3ctc.>n de LH/hCG o de <.lnRh. el eíectwo est..tmu.Lador 
del F 1 ~s si~r-i;:ico <35>. núen1.r.as que d~ efect.o .ad.i t.i vo para 
dosis subf1tA..rjm..as <35.36). 

El F I es J.a princ.ipa.l ~nt.r~'tda de nut..r!.~nt.es y hot"mon..as .a !a 
corrien1.e s.ans:utnea en el t.~st..1culo y la unJ..::.a v1a de comunicacion 
ent..re el compart..imient..o de t.ubulos s.emiruCer-as y el t.~jido 

int.er:st.ici~l vas..:ul.ari:::ado. La v~locidad de f"or-rnacion de-l FI ~ que 
d-ependi! del Ctuj.:) san.,tu1neo t.~st..icul.ar y de la pe-rrne.;..bilid~d. de 
los ca.pilar-es t.t!>st..ic.ul...::a.r-~s. est-á bajo cont.f'ol !-:.cr-mon.al y t.a.mbién 
local <r2>; su .. ·0Iu:1wn v .act,\vid.ad se ve incr~me-nt...ado cuando se. 
induce un rc.:unpimieon"to severo. pero select.ívo, de- la 
est.e-rotdo.;énests ya sea por ~l cript.oquid.ismo <s-1.:r;>. por 
caleht..amit~nta t..~st...icutar <3-1_.37), e-ncont.rando en est..e ult..imo cas:o 
una correl.act~n con 1.a concent.ración d~ ASP <26> o por R-X <38). 

El FI en et t.est..lculo t..r-at..ado con dimat.i!sulf"oí\¿\t.o <D.'""/S). que 
dest..ruye sele-ct.ivament..e a la.$ céh.i.Las di!- Leydi~. y por ot.."t"o lado 
el t..est.tculo escr-ot....a.1 cont.ral.at..er-al. son obser-avcione-s import.ant..es 
que indieé\n que ta f"uent..e de t..a.J<es) f"act..or(e-s) del FI pueden 
t.ener- un crt;-en común: 1a cé-lula de Sert..oll <r2.26.3..¡.35.40>; 
siendo el f"act.or<esl r-espons.a.ble t.errncl._!tbU y de peso molecul.ar
m.a.y-=>r- d.- 25 J:.d" <r~.24). 

L..cs t..úbulos semtnif"er-os s~c.r-~~ f"ac:t...or-es los cua..tes 
incr-ement..an la. s1nt.ests de la. a.ram.a.t.as ~n celulas: d.e Le~·dii;. 
debido a 1~ 1nt.er-acciont!S células de Sert..oll-G~rrninat.t ... .a.s o 
Per-it.ubular-es <~5); y por- ot.ro lado el medio d~ Túbulos 
Senún\r~ros dJ.sminuye la concent.r-ac.ión de ..AH Pe int..r-a- y 
ex:t.racelul.ar~ siendo el f"a.:t.or<es) de- or-1t;en prot.éico y de- pe-so 
mole-cular- mayor de 50 J...:d.. <:40). núent..r-as qui:!- \'~t-hoe\.·en y col.. 
C3-1) h.a.U.3.ron que el mt:Kiio de cultivo de celula.s de Ser-t.oli 
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est.tmu.la un pasa prlmarto eñ la via est.eroidog-tinica, pero al mismo 
t.i.atnpo pr-oduce La conv0rs:tón de pl."ecut"sores Czs &n ..\ndrcit;enos. 

Considerando los canocim.ient.os act.ual~s de la fun.ctón 
t.est.ic:ula.r-~ exist..e una cons1der-able ~videncia d<!- q\J~ las células 
de Sert.oU pueden influenciar la t'l.mcton est.er-oido¡;é-nica de 
células de Leydi.; d& dos fot"m.as: i) por est..imulacion at;uda de la 
est.ctrotdog:-lu'•esis, dependient..e de la concent..raci6n del medio de 
c4lulas de Sert..oli y d~ la lnhibina, y U> e>l ef'ect..o a large> 
plazo. La n.at..uratez.a de la cu.al depende el t..tpo de modelo ocupado 
in vitro y d("l suplement.o hor-monal del medio de cu.lt.ivo <4.r). 

Syed y coL.<2-1~_,2) en.coot.r-.• n""on qut:1- la subst.a.ncia act.tva del 
medio de célul.as de Sert.oU <."1CS). act.ua a nivel de la prot.alna 
re,;uladora est..imul.at.orta del complejo adeni~t..o ciclasa. y no d~be 
su act..ividad a ta pr-esencia de enzimas pr-ot.eoUt.icas en el rn~o 
ni a ta lníluenct.a. de la union de la LH a las Células 
int.erst..ict.al~s, nl a l.a p!"oductor:. dt!' l.a T promovida pol" el Al'IPc o 
sobt-e ~l met.ah.:.Usmo de la T. su¡;ir-tendó que inhib~ un paso 
Post.er-ior .a la u.~ión de la LN ..._ su recept.or-. pt!I"'O ~t.erior a la 
.accion del ,tHPc. 

Pot- ot.r-o l.ado 0.af"'c.\.a y col.. <..1:.r> y H~t"'rer-.,:¡ Y col.. C-J4) 
evaluando el efee:t..o que sobre la esLroi..:iobt:?nesis de las cE!-lula.s dt.:!> 
Le-ydig pl:'esent...a Qf Meclio Condicion.adl.) de Celul.as d-e Stlrt.oU 
<HCCSl. hall.ar-en que e-l e!'ect..o inhibidor del HCCS e-s 
dosls-dcpt!ndfE!-nt...e. C<ln un ~fe-ct..o mas si~Nf'tc.l:t.h.·o a una 
tncub.:i.cton cff? 36 hrs y a una dHucion d~ t:S. Adem.:cs demcst.r-aron 
1.a $'-!'\.'ÍSt.encta de U?'\. p.at.r-on er, el cua.1 se observa que qu~ et l:!'fect..o 
se pt'e$ent.a dUl'.a.nt.e las primera.s: 2:4 ht-s de cult.tvo de las celulas 
de Leydi;; y parece ir .::1esap.arecit3>ndo durant..-e- las str;uíen.t.es 24 
hrs, El stst.ema enzim.at.lco alt..er.aido • .al parecer. es. 1:{\Je t..r-an:Sf'o.t-ma 
Androstie-ndi"'·ma CD en T': la r7-Hí.dro'\:i~stercide Deshidrog.:-na.sr.:r. 

r.4. !-lodt.""los E:-o..:pe-r""im..:-ntale-.s. 

r.4 . .r. S~poracio.•t d~ Esti,...p~s C~lulor-,,;;...s. 

Para cunocer- la respuest..a espe-ctfic::a a 1.a presencia de una 
hormona por- al1:unJ11 det..ermio.ada est..irpe celulal"', un modelo 
e>eperimcaont..al ut.U ser-ia aquel que perm.it.iera eva.lua.r l3 act..ividad 
de la hormona en f"orma atsladsa de ot.ros f"act.ot'es que pudieran 
est.ar- p't'>esent..es en el t..ejido. Est.o ha llevado a t.enet' la 
ne-ce-sldad dE> t.rat.a.?' de alslar y/o pur-ificar- las diversas: est.irpes 
celulares que foz-man un ól":;ano. en e-1 caso pa.t"t.iculat- nuest.r-o es 
el t.est.tc'lllo. Para obt.ener las est..h·pes celular-es con una 
purifie:actOn con.fiable- es ne3-cesar-t.io recurrir .a pr-ocedimient..os 
mecánicos y/o e-n.z.tmat..icos pat"a la separ-ac.ión celular, sei;uidos de 
gradi~nt.~s de dd'nsidad par.a la purif.icación o al menos el 
e-nriquecimie-nt..o de las f'racc:iones celular-es <46-..,S). E:st.e modelo 



illit'X"P4!rim,q.nt.al implica que además de aislar Las est.tr"P@S celulares. 
'$St..,.,..s p'-1di"'t"-'n m<t.nt..o?~r-sE!' ~n con<:tici•')n~s ~de-c,.13<1.¿\S para r-:--spont:i~r
a aJ,.-\Jri.o..s pr-u.b.as o r-~t.ús pudiendo evaluar ta o las r.espuest..as 
c•h.tla~s .:lu.r-Ant..4 p"'r-to-:t.os d.e h.ast..-il 4A hr-s <-1.¡1, 

Los ~uit.h·os pr\.rn.."\rios JU~~an un pap~l fundamen.t..al en el 
~st.udio d~ ld flsiolo¡;1.a. v mor-folc,;\a .;:..;tlul.u". O<t!-spu.ots de qt.J.ot un.a. 
pobl~\.:)n c~lul-u- ~s aisl.:t~. o?S prt?ciso pr-op-orcion.al'"ies los 
medios qu.,. ~")pLimicen su run..::ton.am.io?nt.~. los cuales debe-n tnclun· 
\ln subst.rat.o y suplement.us ad~cu..~dos;. ai..:J..-?m.as se deb<et'An consíd.e-l"ar 
t..~s parollmtQt.t"~S de it'leubc\-Ción < t.emp.;u•at..ura.. hum.ad.ad. pH. 
cone4tnt.r3Ci...:'.ln de o"'1g.,"!ono y CO:r.. ~t..c ), los qu.e son opt.imcs par-a 
cad.:l •st.irpe c~l1.1l.ar. Se ha ~nccnt.rad.., qu~ t?l '.\tedio "(lni.mo S.a.sa.1 
'141!o E:.a.c;l~ <.,\.fE."fl. pued.;. ser ut.ll pa?"a ~l cult.i.vo d~ c~lul.as de 
S~rt..oli y de Levdi::. La a..iicion de ~un.as '-"it.aminas y en 
.ac.aslone-s l.a adicÍon d.,. ~on.adot.r-<:>pin.a.s pUi»d~ 3~"Ut-hr .a opt.im.J:z-3.r 
l4S con..:tictvn~s {~.a.les p~ra los- cult-ivos ~n t?-st.as: '*:;;:t.ir-prs 
Cieh.11.A.t"-.;>-S <..-19> 

r.-1 ~- Cult(l.,OS Ce-lularP.S "'-"" .'1t.. .. dios Dt.'-fi-~id1..--.s 

.~nt..~r1ormll'!"nt-e de- h.a..bia. sue;-erido 'lU~ el papel d~l su.¿o-ro 
ac;r~¡;,)r;.d6' pa.r-a. ~t ~s.ar-r-oUc de l.as ci"lul-3.s <e-n cult..ivo er-a el de 
propar-cion.a.r- hormon.'.lS y f'.act.or-es d~ crecimient..o indispensables. 
stn ~rnMrt;"o la oi!>Urn.i.f\.a...:iVn d~l su~f'<.:] h.a perm.it.i<.:f'-1 desarr-~lla.:- un 
r'!".edi~ complet.am~nt.e d~finido, a! <:u.a.1 se- loe- pl.l.a-d~ ~re;;d..t' l.as 
h.,rmaOA-,,;; ó f.act..c.:--~s :--e-qu~t"ldvs e-r'I c..:;,ndicicnes de a..lt.a pu:-~~..;. y ~n 

.:~r1c., .... nt...l".'.!l.::1.::.nc$ perf~ct.af'leont.e- d~t-inldas • .as1 -=~~ ot.t--... • fact:..or- quC" 
t'"'-"'SUlt.~.r;. i:".idlS"p,ns.abl~ (.¡9>. 

[1e """$'·-" n" • ..an""r~" l.a ut.iliz.acic-n de mt:-.:11.::is d·:> i:ult.ivo U.b!""e.s d~ 
suer1."', p~I'"'" compte~nt~.ados .;:vn. un-'l e :-r..;.s h<."'l:-mon.AS. Co'.!llct..or-,,;.s u 
ot..:""as S\Jbst.ancias h..:) Uts\.'ado al est.abl.,;.c1mient...o 1.Je lln.,:.a.s 
c-elt;.JA:r-es fH"')t:"O cont..am.in.."l.:ias Por- lo t-.:llnLo resu.lt...a vent~ajoso para 
el est..udt.,. de 1.:.s mecarus.rnvs de r-~;;u.l-=tci.c-n o?n..!i.:o..::l'"in-~ 

tnt.r-at..es-t.icul~"'lI' el rn...'\..-re~ de- cult..ivos prima.r-t. ..... s de celu..l.as d~ 

Leydl;; ,. de Sert..oll ern. medios d~ cui.t.ivo dto-f'inidos \' si~ suero 
<.sr>. 

:"io !'>bs1..~,nt.e l.as vent......,,.Jas que Lient!'n !os cult..h.•os c:~lulares 

e.:"I. las condi.:::iones .ant..@'S s.,_i"'...:tl.3d.as. p.a.r-.a pod~r- est..ablecer- los 
nexos nsi.~lót;tcos que pudie.r-.a.n e-xJst..ir- e-nt...ra !.as d.i!"@r-ent.es 
esL!.r-;->es celuJ.a..r-es, en oca.s!~nes s-a u"Lill:an 1.a.s subst.anc:ias 
esc:t"'et...adas p-or- Las: celulas al nie..:!io dt'> cult..tvo com.~ posibles 
efe-et.eres soh?'"~ ot..ras ce-lulas~ por- lo que al medio d~ cu.1t..ivo 
ut..ih:.adc en la pr-im~:-3 es.t.ir-pe celula:r· se le- ext.r-ae y se-par-a 
el -o k·S !"act.c.r.s da int..et-\."'S. o bien t:h~s¡:"u~s .j~ T-i!'SLaur-ar-les 
sus: p:--opiedades: out..rit.:fv.as se !~ ut.ili:..a comple.t.D pa.r-a 
A:fe-cLa.1"' ..=r .al si;.c:und.3 e-sUrpe celular; 1.:->s cu?t.i\.'OS ee!.ular .. e-s 
~n. ~st.~ u!t..imo c.as;o desc.:-11..os se Je lla~ Culti:.·e>s- en :'"tedios 
Condicionados <.;z~-1:-1). 
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"· PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

:\ct.ualment.e se conoce la exist.encia de una relación 
int..er-compart.ament...a.1 par-a el Cuncion.amient.o del t.est.iculo o 
rer;ulación lnt.ra&-onadal~ la cual. aparent.ement.e. act.Ua 
lndep~ndlent..~ment.e de la re¡;ulación ext..rat.est.icular. Los 
compart..imient.os int.erst.icial. pr-lncipalment.e las ce lulas de 
Leydi¡;, y la t.ubular. principal.ment.e ct:!lulas de Ser-t.oll. son el 
eje de t..a.l re~ulación. La Test.ost.erona producida por las celuLas 
de Leydi.;- es c.apt..ada por Las células de Sert.oli pr-omovtendose 
al1;unas et..Apas de la espermat.o¡;enesis. a su vez la et.apa del ciclo 
esper-mat.o¡;enico act.úa sobre la función de las celula.s de Sert.oli y 
est.as sobre las de Le'\•dlb-

Ant.e- .:iist.a. ciert..os ~r-upos d-a invest.i~ación han encont.rado 
que el !'-iedio Condicionado de Células de Sert..oli re6'ula la función 
de 1.3.s Ct"-lulas de Levdi:;. inhibi~ndo ale;: un paso deo la ,-ia 
biosint.et.tca que lleva L,,.· la pr-oduccicin d.: la T. pet"'o ant.erior c.t 
est.a, por lo que se propon-.?, como un poso nec.a-.:; • .:u•1v -en .:1 est.udiv 
de- t..dl modulador est.eroido¡;entco. mediant..e ciert.os t..rat..amie-nt.os. 
dilucidar sobre la probable n4t.uraleza del ml.'.>dulador- evaluando su 
efe-et.o sobr-e 1..a funcion normal de las c€lu1as de L~ydi:; en 
cult.ivos primarios. 
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;s. HIPOTESIS. 

Los t.rat.am.ient.os t.~t'rnicos. 351 como el !;!nzimát.ico inhibe el 
efe.:t..o ql.JQ- sobr-i el m<)du.1.;!ldot- ~st.$r-ot.doctinico de las células de 
L.:tydi~ pres~nt.a e-1 M:ttdio Condicionado de cetul.as de S~r-t...oLL 



~- OSIETIVO GENER.\L. 

Evaluar el eCect.o que sobr-e el modulador est..eroido:;enico de 
c8lulas de L~ydig; present.e en el ~io Condicionado de Ct!lulas de 
Sert..oU pr-esent....an diferent.es t.rat..amient.os t..E!rmicos y enziméit.icos. 

4--f. OBJETIVl)S PARTICULARES. 

4..r.r. Obt.oeonc!on "le-dios Condicionados C~lulas 

Sert..oU. 

"'..r..::. Tra.t.amioe-nt.os Te-r-micc1s y E.nzilTl.a.t.icos sobr-e el 
"'ledio CondJ.cionado de Celulas de ~r-t..oli. 

4 . .t .3 Cuant.ificacion de los Est.er-oides de las Células de Leydi:; 
en cult.ivo. con $fn M~dio Condici~n.ado en Ce.lulas de Sert.oli 
t..rat..Ados: 

..¡ • .t . ..¡. Eva.luaci.:in del Ef~ct.c !'-todulador del ~edio Condicionado 
de C~lulas rJ,¿o S-ert.olL 
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S· MATERIALES Y METODOS. 

Todos los react.ivos ut..iUzados fuer-en de ;rada .anallt.ico o 
bien en proporciones par-a nnes bioquimicos. Cuando no sea de est..a 
maner.a ser.a. indicado. 

5.r. ObtenciOn de Fracciones Enriqu~cidas 
e-n C@.lulas de Sertolt. 

Ce"lulas de Leydig .).: 

Se ut.iUz.aron rat.a!::' m..a.chos adult.os <3 meses de edad), los 
cuales se sacrificar-on por decapit..acion )' los t.est.1culos se 
ext.rajeron poi" vta abdominal. se lavaron con una solución 
amof't.it;u.a.dor.;. d~ J...."RBG <SaCI. 125 m.'i; KCI,. 5'rn.'i; Joi:;S0"'.7H20. 1.2 m."I: 
Tris. 35 m'"f; .'.'f..aH2Po,. 1 m."i • .a. pH 7.4. de-spues se adicionó blucosa. 
al 2Y. v ~o:H'1t..am1.:Jn.:t. a.1 O 03-X.). s~ d.:-sc.a.psu..laron €-llm.in.a.nd.ose el 
m.a..'-imo do:- ,...,.n..'?ls \' a.r-t.ert~. Los t..o:?st.1cuJos se incubar-en en 
un.a. s~lu..;ic.n d-e cvl.a.s-oen.asa. <tm;-/ml· 7m¡;;/7ntl por par d-? t.est.1culos> 
p..:ir 10 rnin .a :r:-~c . .a.¡;1t.<S..."l..io c.,'tda ó min. Soe- adictonó dos vclumenes 
d~ ~.aCl al O 9X v.g.rt..1~ndo va.r-i.as: veces v se dejo r-eposar a 1 x :; 
por 10 min a 4 e~; se f11t..r6 a t..:-a...-es d'3 una malla de por-o 50-100 
.... m. uLili::.and.o una. pt~t..a para t..:-as"·asa.r- el sobr-enad.a.nt.e. ~· el 
ftlt.r-ado se .::t?nt.rifu;o d 1.500 s b po'r- tO min a ·PC~ el bot..on se 
resuspendi<::> ..,n t ml d~ k:RBG. v se colocó en 8 nU de 
f\:REJG-F'tcou-ss . .a. .;:13x-o 2~». pH ó 5; so?- c€>:-lt.r-1ru~o a. 1.000 x b por-
15 m.in --" ..¡;e:. ~1 ¡::.r-e.::.tpit..i·"j,., t-t?s:u.s.p~ntlk• 5 rnl de ~dio 

'brumo d~ Ea:;le "'!od1f 1cado p·:.:- Dulb~cco <D~E> Se r-ea.lizO el 

~on~eo~ u1tÓtJ~:~:~~/~~~,~ y~s~:rn:::~.~~I-~:~ E-~em~:~n:st.r-o~u1~1:~~do~: 
plast.ico <:"'une> con volu.men final d~ 2.5 m.Vpoz.o <52) 
<E.sque-ma r) 

5.r~. Puri f1coc'i.On de la Fraccu:5n Tubular Cruda. 

Para obt~ener la rr-acc1on t:.onriqueci~ en celulas de Sert...oll. 
11!-l pr-e-c.tpit.ado t.t?st.icul.ar. después de separar la suspension. se 
f'r-a.c-menLri con btst."\ll""l hast.a obt.erter rrar;ment.os de apr-ox:t.m.ad.ament.e 
5 mm. los cu.a.les se incubar-on en 20 mJ d'!!' J(?~G-Panc.r-eat..ina 

CO.~,....,..,n duran!.e 20 m.in a 29 .. c. con a;-it.acion •cada 3 tnin; se 
de jo se-diment..ar a 1 x r; por 10 m.ln 4•C; se deca..nt.ó el 
sobr-e-na<iant-e- y l.a sus:pension celuJa:- se volvió a f'ra;-ment.ar 
me-CAnic.a...ment..e pas.andola a pr-esion por un.a at;uja de ca.llbr.a- 20 r;a. 
Si!- colocó sobre un s-radient..e discont.tnuo de J..:RBG-Sacar-osa del 2 aJ 
6>:~ en int.erva.Jos de tYa. dej.andola reposar a 1 "' b J>Or 30 min a 
4-C. Se- recuperaron 1.as fr-acciones corr-e-spondient..es a 4 y 5% por
~pir-acii:>n la suspensíon ce-Jula.r se f'ilt.ró por un.a malla. 
descrit...a con ant~eriortdad. !-" las celuta.s rilt.radas sesediment....an 
pur C@'nt..r-1fu&..::.c16n a t.500 x :; por Z rnin a -t•C, el sobrenadant..e se 
d~se-chó v -e-1 t--ot,ón ce-lul.a.- se .r--e-susp-endio en S m.l de Dl'offi. par-a el 
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TesLlculos O~scapsulados 

í' .5 m.1 de fo.."R.BG-Co~en.asa (~/m.D 

15 m1 :--taCl al 0.9X. invert.tr 10x; 
reposar- 10 mln a t.emp. ambient..e 

Filt.rar a t.r-avé's de Wla malla 
<S0-100;..m) 

Fraccion Tubul.:\.r Cruda 

20 ml ...::RBG-Pancreat..tna <0.2mó/ 
ml); 20 min a .2S•C, altit..acton 

S~ment.ar a 1 x ~ a -PC 
por 10 min 

De-c.ant..ar el sobr-~n.aidant.e~ 
sediment..ar a 1 ~ ~ en un 
¡;r.adient.e discont.1.nuo C2-6%) 
de sacarosa-RRBG p.:tr 30 min 

a 4•C 

Ftlt.r.ar a t..ravés de la malla~ 
s-e-dlment..ar a 1,.500 x t: por 10 

min a 4-C 

Resuspender en 5 m.l de D!"IE y 
ajust..ar a 200,000 células/m.l 

~~~~~:':~~ e~~. ~;~ond~e 
10 ml 

f"r.acción lnt.erst..icial Cruda 

Sediment.ar a t.500 x ;; 10 
min a t.emp. ambient..e 

Resuspender en 1 m1 J<RBG 

Sediment..ar- a 1.000 s t: a 
t.r-a,·es de Bml ~G-Ficoll 400 

<13X>-BSA <0.2X>.pR 6.5. 15 
min a t..emp. ambient..e 

Resuspender el bot,on celular 

a e;: 1~ ~el~~~~~~~~ 
cajas mult..ipozos de 6 a razon de 

2.5 m.Vpozo 

pyn.ho:::=:::-t::.T""> c•l•..11~ p.;:::. 

.:•l'""l=-s O. L•y.::-.. 9 Y ,,;. 



cont..eo celular. descrlt..o con ant.erioridad. ajust.andose 
tO!:ScélulC'LS/m.l y sembrandol.as en bot...ellas de c:ult.ivo de 
<Sun<::>. de 2S cm2 de superficie y un volumen final 
nU/bQ\...¡ill.a. <:52) CE.squQomO z). 

a 2 X 
plást.ico 

de 10 

TodaS las condiciones de t.rabajo se realizaron bajo ambient.e 
asept..lco. as\ como lo f'ueron las soluciones ut.ilizadas. La 
e':aluaclón de La pureza en ambos t...ipos celula.r<i!>s, se realizó con 
t..incion ut.iliza.ndo Fucsln.a .:tcida ident.lf"icándo Las células por 
su morfoloir;1.a. 

EstandarizaciOn del .~~todo de Radioinmunoana'lisis 

Se ut.t.Ll:::::o un RIA especifico para la T en la det.erminacion 
cu.ant.it..at..Lv.a de est.a present..e en el cult.ivo de las ceelulas de 
Leydt¡;. Le. fuent.e de c.nt.icuerpcs <.Ac) fue un sueró de conejo_. 
ocupando el complejo 19-h"2'm.isuccln.at..o unido al Albumin.a Séric.a de 
Bovlr.o CBSA> como Al'\t.t;:;eno~ siendo el m.a.r-cador radiact.1vo Trit.io 
(

3 H> con .act.h:idad de tOOmCi/m.~ol. pur1tic4da por Croma.t..obraf1.a en 
Capa Fina. en crom.at.opl.aca..s de Stlica Gel 60.254 en los sist.emas 
de d.isolvent..es: 
a) bencen..:l. b) benceno-acet.at.o de et..ilo 1./13:2 y e} benceno-met.anol 
1/9:\, con T pura como p.a.t.ron (53.54). 

5.;;:....c Prt?parac10n d~ la Curi..·cJ P1..1trón. 

Se e liben r.an~..:>s de sensibihd ... "l.d par.a l.a. T. de o a I.ooo 
picogramo.s Cpg>. y se prep.3.rAn soluciones de T no marcada para los 
punt.os d~ 1.ai curva pat.r~n. 

Considerando que se t.iene: 
a> una solucion patrOn de concent..racton .rmg/rnl. t.omando 5mg del 

est.er-oide puro y disolviendo en et.anol absolut.o hast.a un volumen 
de smt.-

b> un.a solue1on '· concent..racion \ nanogramo (ng)/ml. t.omando 5ut 
de 1.a. solucion patrOn y llevando h.ast..a un volúmen de 5ml con 
et..anol absolut.o; 
e) un.a soluc:ion E. de concent.racion 2opg-'ul, t..orn:.a.ndo .roo:.il de la 

solud.on ·'·· y diluyendo con et.anol absolut.o ha.st.o 5ml. y 
d> una solui.::ion J. d~ concent.raciOn 02pg/ul. t.om.ando so.~l de la 

solucio~e.E ;r:~":r-t.a.:,nd~ ~~:cf:;! dc;n e~~::! a~:~lu~~~T de act..i,ddad 

conocida c5.ooo cpm/500;...U en amort.i:;uador de RI ...1 y suero 
antitestosterona <r.-5.oooJ. Se colocan y marcan una serie de 
t,ubos. por t.ripllcado. v se ad.icin.a.n 500;...;l de la mezcla de ensa;·o 
en cada t.ubo de la CU.X-'-'ª· de la si~uient.e manera: 

t.ubo solución masa 
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1-3 o.o o.o 
4-6 5.0 J 1.0 
7-9 25.0 J 5.0 

10-12 50.0 J 10.0 
13-15 2.0 E 40.0 
16-18 5.0 E 100.0 
19-21 25.0 E 500.0 
22-24 50.0 E 1000.0 
25-27 10.0 N 10000.0 
20-30 

Ct.ot.a.les) 

Se realizaron los pasos del RIA, mencionados ant.eriormenLe. 
Se t.rabajó con 10.000 p.;- de T no marcada para evalual' las uniones 
inespec1ficas del Ac acupado. y t..res r 1 det..erminar las cuent...as 
por minut..o Ccpm) t.ot.ales <43,4..J.>. 

5.3. Cultivos Ce:-lulort?s. 

Las celulas son cult.ivadas sin suero o Cact.ores adicionales 
en una at.mosfera aire-C02 <95-5X) a 37.:.C. P.ara las células de 
Sert..olí se ocupó un perlodó de incubación de 36 h.rs. y pal'a las 
celulas de Le~·di~ 24 hrs de preincubacion. Al medio condicionado 
de ce-lulas de Sert.oli C~CCS>. obt..enido segun Garc1a y col., <43) y 
Herrer-a v c..:>L. <...¡..¡). se le aplicaron. por un lado los 
t.rat..amient.os t.érmicos (55.7"0 v 90°C./30 minl, y por et.ro Lado el 
t.rat.ami1?nt.o er,zimaLico con t..rips1na <0.3 m,;/ntl/1 h a 37.:oC) al 
t.érmino de est..e se adicionó Ant..it..ripsin.a <.. 0.2 "'G'/ml/1 mln a 
37•C). Ca.rbon ·°'ct.iva.do-D~:o..-t.ran 70 <0.625-0.0625¡;>. t.5 ml, 
cent..rifu:;ando a 3.000 x ~ por ., min.. Los MCCS con est..os 
t..r.at.amient..os. t:;orrespondient.es. se diluyen a 1:5 con DME y se 
adicionaron a las celulas de Le-vdi:;. previa eliminacion del medio 
en que se pr€'incubaron. in.::ubandose 12 y 24 ht-s. Se manejo un 
cont.r-ol <OME) y M.CCS sin t.rat.amient.os a los mismos periodos de 
incubacion . 

Los medios de cuit.ivo se recuperat"on y se pr-ocesaron par-a la 
ext.raccion de la T; cada medio recuperado se colocó en un t..ubo de 
cent.rif'uc;a de vidrio de 15 ml con t.apón, corresppndient..e, y se 
adicionó 5 hÚ de .)t.vr. agit...).f)dose- por- 1 min en \.'ort.ax, daspués se 
con¡;eló la fase acuosa ocupando hielo seco-acet.ona y la !"ase 
orr;á.nlca se decant..ó a un t.ubo de cent..rtf'ut;a de vidrio sin t.apon. 

Se espet'ó a que la fase acuosa de descon:;elar y se repit.16 la 
operaclOn. relU\iendo ambas fases Ot-&ánicas en un solo t..ubo. 
concent.rando a sequedad. A cada t.ubo s:e le adicionó 1 ml de ét..er 
v se decant..O a t.ubos de ensayo <10 x 75 mm). correspondient..e. 
concent.rando. nuevament..e. a sequedad. A los t..ubos de ensayo se le 
adicionón 0.5 mJ de la mt!"zcla de ensa).•o. sesun Garc1a y cot., 
<44). y se t.rabajaron i¡;;ual quta los t.ubos par-a la CUl"Va pat.ron de 
T. 
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5 . ..,. Prueba Estadistica. 

El aNlisis da r-esult...ados se realizó por comparación de las 
medias y del erro. est....indar de los g;rupos cont.rol y experiment.al. 
ut.illz.a.ndo la prueba •t• de St.udent.. con dos colas. considerándose 
como si;;nif"icat..lvos aquellas dif"erencias de p < o.oor. 
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6. RESULTADOS. 

€l procedimient..o para la obt..ención de las fracciones 
enriquecidas result..ó en una adecuada separación de los 
const.lt..uyent.es celulares del compart..imJ.ent..o int.erst..icial y 
t.ubular. Para la Cracción int.erst.ic:ial se obt:.uvo Ul'\a p?'eparación 
final de 50:!::7"' de pUI"'eza, considerando un.a composición inicial de 
6%: en pr-omedio. con una vlabHíd.a:d celular de 90!:3"• siendo la 
t~uent.e pr-inc:tpaJ de cont.aminant.es celulares espe-rmat.ocit..os 
prlmarlos y esper~t.ot;onias y una pequeña cant..idad de 
esper-mat.o:zoidits. los cuales no son r~t.enidos durant..e la Cilt..r-aclón 
a t.raves do::?-1 Fic:oll 400-SSA-KRBG <T.obta r). 

Por ot..ra part...e. d€> la i·r-a.cción t..ubular s~ obt..uvo una 
pI"epar.a.;ion f"in.:ril d~ 7::3X de pureza. <..t'.é\Ct.or- de purificaclón de 
10s) y un~'\ viabilidad de 92::2X <Tabla r). 

Ft"acción d~ celulas de Leydi~ 
pur-ific4d.as .:i Lr.:t.vr?s de F'icoll 

400-BSA-KRBG 

ce1uJas de ot.r-i:) t.ipo 

Densidad Ce-lular-

F'r-..:.cclón de c61u.las de s~rt..oli 
sediment.adas a t.r-Avris de un 

gradient.a de sacat'"osa 

CEtlulas de ot.t-o t.ipo 

O~nsidad celular-

Pureza 01) Viabilh:Lad <.%) 

50::7 

Espe-l"mat.ocit.os Primar-ios 
Esper-m.at.o¡;onias: 

3 x 10
5 

cti-lulas/m.l 

7!:3 

E:spe-r-mat.oz:oid-es 
Espermát.idas 

2 x 105 células /ml 

Tabla r. C.?lutas d~ Le-ydi~ ~· df'?' Ser-t.oU en preparaciones 
final~s: obt.enidas d~ t.est.iculo de t'-21t..a adult..a 

nor-1nal, 
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Control 

NCCS 

c.:: hrs. 

58-4= I~.J a 

rrr4:!. 28'll~.1=

r453z. 4?.93.::i..t:..e 

.I95tSz. 3590...e.e 

.'tt,,z·,uha.i.1<!":0 d.c:l t~ata.tTtun.t.tr ..,,..M..trii.c.~ 

::.-d'61W! (!/ m~u~,.~ .e:ctie"l.<!'~pén.ic8 d'? 

oi-lul.w:> C.-e ~eyd..i.iJ (V'l.-tc-'ln.U <in .el -~-'1"" 
Ch'"..11.4:~('1.L"'ruti~nte la<> .J2 11 24 ~ 
d.~ tn.(,.-u-'a..::i"..trt. .t't!~ dalJ!'-:,. e.ot.:í.n. 
~'U.f.iUU-? t?n np.··~06.:.~ltda..o J..f. ~~~· 
y. l'l.E:fL'l.<i.-~<irtt.r.1 .i .t'le~ ~-~e'l.tt1\.C./'\.l.b"O 
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TESTOSTERONA 
pg/10" células 

e MC 55 70 90 

~ 12 horas D 24 horas 

Fig.v. Gréfico c;ue muestro l~ relcci6n entre Trotomientos 
-:on Tri~sin~ y Ccr-b6n-Oestt;_6n 70. y lo ;::-roch.1c:i6n 
de T<:!::tos":.eronn 'ºr cc¿c le.' célulca ¿~ Ley¿ir. -
(Cede berro represente lo medie v Ce!:::vicci6n es
t6ndcr"" c:!e 3 experimentos). 

a p >0.001 comparado con el Control ; b pl 0.001 

comparado con MC ; c, p"-0.001 comparado con ss•c 



Control 

,'fCCS 

Tripsino 

~r!!.llo1 III. 

~óI2= 
b 

35"' 

.¡• !ootCCS 

8~2= z42Q. 

22r7-=. 623 ~ · \:-

.~..?·~'W..l<..U:.~o ,tcl <'la.tarce~r:.t<!' .:ert ~7'ltr-~t.n..:. 

i-" ~(l.Jl~~r. ..t.:ttvc...t..,.-~<e:t'M...in. -:::- C'e,,.~:!J 7o) 
~~~'"'..e ,¡,l r-.~.:.~li.!4.~'t .z.~t-t.~"4.e~n.i.u d.e 
-Cilv,,14,:, d-t .i'q...1~ fVl.~.!:'e.O.t.e ~r\ <t-[ .)/l.'tS'fJ~. 

~4':.·"l,.i;..:-f.~r-...:.t-in.U -i lu. ir..<.-u..6a..c.t.tin.. d.,¿ J ¿ V 24 . 
hl\.~ :!e:> ;;'..a.U--~ .e.ot.a:n. l..J.b.J.tc..uf~ <i!.I'\. fl.!J-" 0

.J oº 
dlt,;..la~ '1c .:e'.t:A~:P· y ".<f"~'te;'.--tnta. .:l- (-'!..Có 

<i!.."l.f'l..e".Ul'..4('((e? 
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TESTOSTERONA 
pg/10 • células 

1 

' ': 

2500 -! 

1 
20001 

l 
1500-\ 

1000 i 
! 

500 J 

c MC TRIPSINA CD 

~~ 
!l!l 
. ! : 

E1l 12 horas D 24 horas 

F:.;. iV. G-t::.::.:: ~:..·~ :--::..•.:.s~r-:; :e re!=-ci·:~ <!!!"l':.;o·~ ':.r:=~=!'Tli:;"::::s Tfrmii:-::s 
~ ~~.=r::i.¿:..·:=1.Sr. C~ Í<."'.:.~".:S.!-:-::;-:: ::;- ::::..::. 1:' -::é!~. ir:: L.::~
-'l". i:::-: -;::r--,-:;. ío=':í"-~C·'"'!-: '- -.;;-;j;- • .=:..:..~·i.:-:::i=n t:!:tén..::;!"' 

ª p ~0.050 comparado con ei con~rol; b p, 0.001 comparado 

con el ~C; e p .;..0.001 comparado con Trips.ina 



Los result.ados del efect.o de los diferent.es t.rat.amient.os 
sobre el Cact.or modulador present.e en el MCCS se encuent.ran 
resumidas en l.."' Tabla .rr y rr.r: de forma ;-r.:i!"ica en la Figura IV 

y l.J. 

En los t.rat.amient.os t.erm.icos. es posible observar una 
diCt'!rrencia est...adist.icament.e si&nif"icat.iva. ent.re el cont.r1.)l <DHEl 
y el MCCS no t.rat.ado en una proporción de 3:1 Ct536 vs 459p¡;> a 
las 12 hrs. m.ant.eniendose la velocidad de inhibición de la 
producción de la T t.ambién a las 24 hrs <Tabla rr>. Por ot.ro lado. 
los t.r.a.t..amient.os t.@rmicos muest.ran ent.re si disimillt.udes en su 
ef"ect.o sobre el ~ces y t.ambien con respect.o al cont.r-ol a las 12 
hrs. except.o .:-1 cont.r<..>1 y 90•C (1536 vs. 1539) el cual no ¡;uarda 
dif'erencia; mient.r-as que a las 24 hr-s de incubaciOn. exist.e una 
pequeña dH'erencia. aunque el pat.r-on de r-espuest.a es semejant.& al 
de 12 hrs (Figura .rt.1). Comparados con el MCCS no t.r-at.ado la 
diferencia. es incluso. de-sde los 55°C (459 vs. 631) del de ssac 
<Figura i-v>. 

En lo referent.e al seE;"undo ¡;rupo de t..rat.am.ient.os sobre el 
MCCS. el p.at.rcin ;~ner.a.l del ~tccs no t..rat..ado con ?'"espect.o al 
cont.rol. nuevarnent..e se r-epit.e, comparado con el primer ;;rupo de 
t.r.a.t..amient..os d1:'scrit..o <.Ftgura IV ). L.J. El ~CCS con la Tripsín.a 
mu.~st.ra una simiUt..url de act.ividad con el cent.rol y dislmillt.ud, 
ademas de con el ~ces no t..r-at.ado. ·con el de Carbón Act.ivado
Dext.r.:ln ";"O <.2217 vs.1282p¡;) <Figura .rv), mient.r-as que est.e 
Ult.imo. si bien no es it;ual aJ cont.rol. v por ende t.ampoco con la 
Tripslna. t.ampo~o lo es respect.o d°'"'l ""iCCS no t.rat..ado (720 vs. 
584pQ), ha:::iendose ext..ensible. en ;;:enel"al. el mismo 
comport...a.mient.o. e incluso mas definido a las 24 hrs de incubación 
<Tabla rr. Figura ivJ. 

La variación e~i.st.ent.e d.:ont.r~ de los ensayos y ent.re los 
ensayos. no t'ue superior al 5 y tOX. respect.htament.e~ en la 
medictcin de la T sin purit'icar en los medios de cult.ivo~ siendo el 
ant.icuel"po ocupado con una especificidad ma~·or- a 90~ para la T. 

La dosis minima det.ect.ada par-a la T es de Spt;/ml, un poco por 
encima de los obt.enidos con ant.erio:ridad C0.2 p¡;/mD C43,53.54>. 

24 



7· Ai'J..\LISIS DE RESULTADOS. 

Los .ant.eceJent.es O:}n l-'l ltt.erat..ura indican que los result.ados 
obt.enidos con las céelulas de Leydi:; y Sert.oli. se reproducen con 
los dat.os hallados por c:>t.ros .aut.or~s <-47.55>. 

Todos los e""-periment.os necesarios para el present..e t.rabajo 
han most.rado un est..a.do de las celutas morfoló:;icament.e adecuado. y 
considerando t..rabajos a.l r~spect.o por ot..ros aut.ores <-16>. las 
c@lulas no muest.ran vacuolizacion. ni birrefrin~encia en nin:;uno 
de- los pP.rlodos de incubación probados. 

Desde ~1 punt.o de vtst.a de functonamient.o. an nivel de 
act.ividad o;-st.eroido;;t:intca, hay un increment.o en la producción de 
la Test.ost.eron<l CT > en l.as células de L~ydi¡; durant.e las set;und.as 
tl hrs de tncub.:iici.Sn. c.::irroborando los h.3illaz;;os de ot.ros .aut..ores 
<-15>. Ademas. en t..rabajos con p1·eparaciones en f"resco de c@lula.s 
de Leydi:;. ~st.as responden bien a la Gonadot.ropina Corionica 
Humana <hCO>. con un increment.o en la producción de la T (63>. 

Con respect.o a las co:"elulas de. Sert..oli. debemos considerar 
que se ut.illzan t.tlst.1culos de rat.a .. o,;dult..a C90 dla.s) y por t.ant.o la 
"'°xist..encia d~ un mayor número do;- ce.lulas de la Línea ;;erntlnal, 
present..es en los t.ubulos seminíferos, lo que repercut.e en el 
porcent.aj<:? do? pur~za t')bL-en1do. adeO'-'C> d~ que a est.a edad ya se 
encue-nt.r-a est.ab!~cida L._, Barrer-a Hem.a.t.o-Test...icu.lar. lo que 
aumt!!nt.a la diíicult...ad de Qbt.encion dd un fact..or de enriquecimient.o 
m.ayor. 

Los medios ut.i.lizados para ambos cult.t .... os Cuer-on basales. es 
decir. no se les adicionO ninóún f' a.et.ore de enriquecimient.o 
<hormonas. L;act.ores de crecimio?nt.o. suero. et.e.) lo que hace 
dif"erent.e del ocupado por ot.ros a.ut.ores '2-l .. 28,35.59.60:>. quienes 
manejan Llneas celulares est.ablecid.as. además sem.bra.Ja.s sobre 
Cit.ode:-.:. lo que permit..euna mejor adhesividad y una 
cit.oarquit.ect.ura más cercana la e!>-.1.St..ent.e in situ <56); 
est.lmuladas con LH. de !'orma ma.xtma. junt..o con la adición de 
Upoprot.-einas de- bovino. et.e. <57). lo que las 11.ace más út.Ues 
incluso hast.a por- mas de 3 di.as. y sin embar6o est.o no implica que 
la act..ividad celul.at-. de nu_est.t"o modelo ocupado. d.ismin~yer~ en 
las d1!"erent.es pozas met.a.bolicas. principalment.e en la v1a l:i. • 1o 
que nos hace suponer que las celulas se encuent.ran intactas <36>. 
y por lo t.-ant.o los cult..ivos primarios pueden ser considerados 
como represenl.ant.es de Las condic1ones basales normale::;;.. respect.o 
a lo que se debe encont.rar en modelos de cult.ivo equivalent.es 
<56). 

A part...ir de t.rabajos realizados por o t. ros aut.ores 
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<3-l.;~3.59-62J. e:iast..e evidencia de que uno om3..s f'act..ores derivados 
de di!"erent..es t.iposcelulares t.est.iculares est..á.n involucrados en la 
ret;ulación de la via biostnt..et.tca. que Ue\•a a 1..a producción de la 
T. 

E:xist..e considerable evidencia de que las ce1utas de Sert..oli 
ejercen tnnuencia sobr-e la funcion de las células de Leydir;. de 
t.al f'orm.a que a part..ir de las caract.l:?rist.lca.s del medio est.ara la 
act.lvidad del modulador. e""i.st..tendo para ello las sir;uient.es 
alt.ernat.tva.s: i) una marcada ..;!'St.tmulactón de la est.erotdo;enesis 
<dependiendo de las ca.ract.er1st..tcas del medio de cult.ivo para las 
celulas de Sert.oli, de la F'SH, dt!> la lnhibina. et.e.» iD el efect.o 
t.rónco a mediano pla:z.o Ct.ipo de modelo celular ín vitro ut.tlizado 
v del suplement.o horm1. .. nJ.L d~l m~dH")) t4r). 

Con referencia a l.a est..imulación de la est.e.ri,:,idor;e.nesis, 
Verhoeven v col.. <3.,i> encont..ra.r-on un i·act.or- en el Medio 
Enriquecido ~n Celulas de S~rt..oU CMECS"l l:?l cual est.imula la 
act..tvid.<\d de t.a.s celulas de Levdi;;. v dt?most.raron que t..e-nia su 
c:>rib"!>O ~nl..:t. celuL" de Sert..oli. y no ~n !as ..:~lulas PE-rit.ubulares 
que r.:ontaminan al culLtvo. pero si son co-cult.ivadas con celulas 
de Sert..oU, promueven la producción de t.al f' .:t:ct..or, CU}'d 
re¡;ul.a.ci6n se asemeja a La. de ot..ras prot..e1nas. sint..et.l:z:éldas y 
secr.,..t.adas en 1.a Ct?lula de S:ert.oU CABP. Trans!"e.rrin.a>. per-o no es 
intºlue-nciad.a por .-\nd.rór;enos. en presencia o en ausencia de células 
Perit.ubul.ares <.~4.4~). aunque alr;unos . de sus abon1st.as conocidos 
<1-HRHa . .,,.t.c.) 1ncrement.an su act.lvidad. pero no su cant..tdad. dado 
que su principio act.ivo es casi paralelo ..:s su capacidad de 
esLimula.ción en cu .. "-nt.o .._,. la producc16n del A 'iPc en esas ce lulas. 

El f act.or est.imul .. ::i.dor nó es especifico de las c~lulas 

est.er-oidobenic.as <..¡8>. quei act..ua dE-sde los primeros 30 a 60 min, 
adem.:is est.e r .. "IC!.ót' act.U.:t. t...a.nt.o sc-bre las e.e lulas: de rat..a maduras 
como en prepuberest35 . .¡0-4$). lobra.ndo obt.ener un increment..o de 50 
ve-ces de- la act.ividad especlfica Cact.ividad/m,:; de pr.:it.eina) del 
!"iCCS s.in dibut..iril.4...'iPc CdbA~c), y de 130 V€"ces más en prl?se-ncia 
de est..e U!t.imo. por su fraccion.a.mient.o ocupando un sist.ema Amicon 
d~ Ult.racsnt.rifu¡;dcion <.35>. 

Por su part..e janecki y coL. <6~> y ot.ros aut.or-es <35) 
e-ncont.rar-on que en el ~CS exist.ian. por lo menos. dos i-act..ores: 
a> uno qud present.a su act.i"'·idad má.....:ima ent..re las 12-18 hrs de 
incubación con un peso molecular de 10-15 t-.:.d., y b> ot..ro que la 
present.a hacia el t.ercer dia de incubacion. y que t..iene un peso 
mol~cular de 20-30 h:d., dent.ro del cual probable-ment.e- exist..iera el 
f'"act.or de Crecimient.o y Tra.ns.formacicin-f~ (TGF-¡U <58) y la 
prot.eina C!·tB-2r <-15>. que act.ua independient.ement.e del A!to<Pc. 

Con r-espect.o al e!"ect..o t.róf1co a mediano plazo. Syed y col.. 
<2-l) demost..raron la e"'-1.St.-e-ncia de una subst..ancia. o subst.ancia. 
t.ermoes.t..o.bl~ t6~"C/l h.l do: ;:ran r-esv molecular Cce>rcanco al que S€' 
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.asemtitja ..:. la LffRH> <!n el m.a-dio de Tu.bulos Seminíferos <HTS>. 
obt.enido despues de la incubación de t.ubuJos sem.ini!"eros en los 
est.adios VIH y XI del delo e-spermat.ot;énico de r-at..a.el cual 
par-cialme-nt..e inhibe la produt::cion de la T~ est.imulada por la LH en 
tas ce, lulas lnt.~rst..icialas in L•itro. sin emba.r1:0 la posible 
presencia de- acarreador-es, los cuales aparent.em..:-nt.e inc:r-emeot.an el 
peso molecular. no se pueden es:cluir--. 

Su si L1o de acclOn~ t.ornando como base su incapacidad d.:t 
influenciaI- la producción de la T. est.imul..ada por la LH, y sobre 
el met..abollsmo de la T. sut;it?re que el sit.io de acción de est.a 
subst.ancia.<..sl es a nivel de la act.iv.ación de la enzima Ad~n.Uat.o 

etc.lasa o ant.erior a o?st.e <~5). y no act.úa a nivel de los 
rece-pt..cres paz-a la LH. ni a t.raves de la act.l\.•idad incr-ement.ada 
de la f"osfodiest.erasa. 

Por ot...ro lado García v col., <.¡3) y Herrera v col.. <4-1) 
t..rabajando con celuJ.a.s de I"-"t..a adult..a preincubadas <en céluta.s de 
Leydl:; 24 h:r-s y ce.lulas de Ser-t.oli 36 ht"s). demost..f"a.r-on una 
inf'luencia especit'ica del Medio CondicionCtdo de C~luJ.as de Set'"t.oli 
<~CCS)sobt-e los: Andr-óg:enos de la \.~ia biosint..et.tca de los cult..ivos 
prirnar--ios de celulas de- Leydi: dur-ant.e las primer-as 48 hrs. 

La tT\.ayor dilucion del ~ces lnduc~ un aume-nt.o en la sint..esis 
de las t.res hot-monas: f>roge-ster--ona (Pr--09). />r-egnenolona (Preg."J y 
.r7-Hidro., .. ipr-e-gne-nalona <:r,-OHpreg.)~ mienLras que para ta 
Androstendiona no se obser'l.'et un et-ect.o def'inido; e inhibe l.a 
slnt.esis d~ la T. po~ eso es posible inf".erir que el punt..o crit.ico 
de la v1a. est.~rá .a nivel de l.a enzima que corwiert..e la 
Androste-ndiona en T: r-;--hidro.,iP:ster-oide D.:-shidrogenasa. cuyo 
pat..rón da conduct..a observable- dur-ant.~ las pr-imeras 2-1 hr-s .• 
;;radualment..e \.·a dismtnuyend~ o desa:par-eciendo duran.t.e. el se,;-undo 
p~riodo de 24 hl-s. 

Los prese-nt.es r-c:-sult..1!:dos son una aport.acion dent.ro d.e los 
est.udtas pt-imArios r-espe~t.o de la oat.-uraleza del modulador 
est.e?'oidos-t!n.ico de las celulas de Leydi~ present.e en el Medio 
Condlc:ionado deo Células de Sert.oli. los cuales muest.ran que t..a1 
modulador es pept..idtco por- ser t.ermosensible (90•C). incluso a 
t.empera.t.ura de SS•C. y sensible la act.ividad de enzimas 
pI'ot.eolit..tcas como la Trípsina.. 

Por ot.ra part.e. pareciera e-st..ar consLiulda por molti-culas de 
pesos molecu..lal"es ma}·ores de 6kd .. ya. que considerando el d.at.o del 
Car--bón At::t.ivado-Dext.1" .. in 7'0. por lo menos es par--cial.met...e incapaz d& 
rremover-las del MCCS. concol"'dando con los faat.ol"es inhibidores 
desct"it.os por- et.ros aut.ores en baSE? a su sensibilidad al calor y a 
los t..r-a.t.. .. "lmient.os enztrnát.icos <34 .40.-Jó>. mi en t. ras que Syed y col., 
(48) hallaron un fac:t.or correspondie-nt..~ a la f"r~ción de 40-50 
J..:d .• obt..entdo por Cr-omat.obrafla en Ult..ro;;el .-\c . .\ 44. 

D~nt..ro de las molet:ula.s par-c.ia1ment.e r-emovtda.s. por- el Carbón 



Act.ivado-Dext.r3n 70. se halla el Est.radiol (E). el cual al parecer 
no es part.e del modulador. dado q\Je en t.rabajos previos <63) se 
encont.r-0 que su concent.ración en el MCCS no concuerda con los 
picos do:? act.ividad del modulador present.e en est.e W.t.lmo. 

De t.al manera de avanzar sobre el conocimient.o de la 
nat.uraleza de las re~ulaclones paracrinos ent.re los 
compart.lmlent..os int.erst.icial y t.ubula.r. se hacen necesarios 
t.rabajos adicionales pat"a est.ablecer las lnt.eracciones que modulan 
los dif"erent.es pasos do? la via est.eroidogénica en la rat.a adult.a 
normal 

Uno de est.os. es el fraccionamient.o del MCCS. en la bUsqueda 
de-l nt.imero de pept.tdos que lo const.it.uyen. el efect.o que cada 
f"racción present.a sobre las c~lulas de Leydi~ <en cult.lvos 
primarios>, su purificación y caract.erización elect.rof"oret.ica, 
cont.rast.ándolos con el obt.enido por ot.ros .:.ut.ores. 

Ot.ros est.udios complement..artos a realizar serian el de 
valorar el efect.o. que sobre el modulador present.e en el Mees. 
present.an dif'erent.es amblent.es hormonales <FSH. Insulina. 
etc.) y ot.ros fai.:t.ores producidos conocidos CEGF, IGF-I. ANPc. 
etc.). 
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s. (Oi\'CLUSIO'\ES. 

r. Se obt.uvieron fracciones "!nriquecidas en celulas de Leydi~ 
y Sert.oli en condiciones ,ad-e-i:uadas de pureza v de viabilidad. 

2. Se est.ablecieron cult.ivos prlmarios de las est.irpes: 
celulares de Le.,.·di¡; ~· Sert.oll en medios definidos que permit.teron 
el runctonamient.o cont.ínuo de dichas est...irpes: celulares durant.e 
los t.iempos requeridos en est.as condiciones. 

3Se obt.uvieron los ~edh.'IS Condick•nados de Celulas de 
Sert.oli <.~CCS) a 36 hrs y se probo su efect.o sobr-e la act.ividad 
est.eroido¡;.enica de las calulas de Le.,.·di~. 

-l· Se probo el efect.o que scbre el modulador present.e en el 
~ces t..io,?nen los t.rat.a.mient.os t.t'rmicos de 55. 70 v 90 .. c, con la 
Tripsina y 1.21 c~nt.rit~u¡;acion ..:si t.raves de Ca.rbcin Act.ivado-Oest.t"án 
;o. 

5.Se est..ablecieri:-n los -:ondiciones cipt.irnas necesarias para el 
des.a.rollo de la det..erminación de la T de- los medios de cult.ivo 
ocupando el RlA. 

0.S~ est..abledci que .;.l t11odulador presen.t.tt en el MCCS es 
t.ermos~nst.bl~ <.90DC). obervándose una disminución de su act.ividad 
inhibido1~a dt-sd'!?' tus 55 .. c. 

7.El modul~d..:>r- pr-~sent.e ~l ~tCCS es afect...;.do por la 
Tr1psina y parci.::,.lment..e por el CarbOn Act.lvado-Dext.rán 70. el cual 
adsor-boe- inol-?cul .. 'ls de- peso molecular menc.r-t-s d~ 6~d. 

8.Los r-esult,ados obt.en!dos pef'mit..en su;er-ir que el modulador
present.e en el ~ces ~s de nat.urale:::z:a. pe-pt.idica por ser 
t.ermosensible (90•Cl y afect..aido por- 1.a Tripsina. de peso molecular 
mayor di:? 6J..:.d. 

9Se hace-n nec~sarios mayores est.udios para de-t.erminar los 
component.e-s del modulador t't't?s~nt.e en el MCCS. evaluando el ef'ect.o 
de cada fracción y sus carac:t.er-ist..icas quimicas: y i~ísjcas. 
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