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RESUMEN 

El periodo perinatal es una etapa critica en el desarrollo de las 

características y las funciones sexuales en los mamíferos. En la rata se ha 

estudiado el funcionamiento testicular en los ultimos días de la etapa fetal y 

después de la primera semana del nacimiento. Se ha observado que existen grandes 

diferencias en cuanto a la morfología y funcionamiento de las células de Leydig 

asi como también en la secreción y regulación de las hormonas esteroides. En el 
presente tarbajo se estudió el comportamiento y evolución de cultivos de células 

de testículo de rata recién nacida (1-2 días de edad) por medio de la medición de la 

secreción de testosterona en condiciones basales y como respuesta al estímulo 

hormonal, utilizando además la tinción de la actividad enzimática como medio 

para la identificación y la evaluación de la actividad celular. Para lo cual, se 

disecaron los testículos y se disociaron con colagenasa. Se obtuvo así una 

suspensión celular que se incubó en cajas de plástico con medio de cultivo DMEM 

+ suero bovino fetal + antibiótico en una atmósfera de 95% de aire y 5% de C02 a 
37 oc durante 24 h. Al final del periodo de incubación se obtuvo el medio y se 

midió la concentración de testosterona. se lavaron las células y se incubaron con 

DMEM de dos maneras, 1) en ausencia o presencia de diferentes dosis de hCG 

durante 3 h y 2) con una dosis de hCG durante diferentes tiempos a 37 oc . Se 

midió también la secreción basal de testosterona y se realizó la tinción de la 

actividad de la 3 ~-hidroxiesteroide deshidrogenasa en las células después de 24, 

48 y 72 h de cultivo. Se observó que la secreción basal de testosterona declina 
drásticamente después de 24 h de incubación. El estímulo con hCG mejora la 
respuesta celular en cuanto a secreción de testosterona de una manera dosis­

dependiente. A diferencia de lo observado en las células de rata adulta y al igual 

que las células de las ratas fetales las células de recién nacido no presentan el 

fenómeno de regulación-negativa con dosis elevadas de hCG, ni se desensibilizan 

por la incubación previa con esta hormona. 
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1.- INTRODUCCION 

El periodo perinatal es una etapa de particular trascendencia en la diferenciación 

sexual de los mamíferos. En la rata, los testículos producen alrededor del nacimiento una 

descarga de testosterona que es fundamental para el desarrollo de los mecanismos que 

controlan la secreción gonadotrópica, la conducta sexual y la diferenciación funcional de 

las glándulas sexuales accesorias (Corbier et.al.,1992). Durante la diferenciación sexual 

del feto son necesarias elevadas concentraciones de andrógenos para la estabilización de 

los conductos wolffianos y la masculinización de los genitales externos (Gordon, 1980; 

Warren et.al., 1984). La acción fundamental de la testosterona en esta etapa del desarrollo 

embrionario es promover el desarrollo de los conductos wolffianos, que darán lugar a la 

formación de los epidídimos, las vesículas seminales, los conductos deferentes y a los 

conductos eyaculadores. Este evento es seguido por la formación de la 

dihidrotestosterona (DHT), el producto 5a-reducido de la testosterona a nivel de los 

órganos blanco. El efecto primordial de este andrógeno es la virilización de los genitales 

externos del embrión masculino, un proceso que incluye la fusión de los pliegues 

labioescrotales y el desarrollo del escroto y del pene (Coffey et.al.,1971; Corpechot et.al., 

1981; Moore, 1988). 

Hacia el final de la vida intrauterina o en los primeros días del nacimiento, los 

andrógenos producen en el sistema nervioso central del embrión masculino un fenómeno 

conocido como "virilización hipotalámica", por medio de la cual se establece en la rata 

macho un patrón de conducta sexual masculina a partir de la pubertad y durante la vida 

del adulto (Gordon, 1980; George et.al., 1986). 

1 



1.2.- DESARROLLO SEXUAL DE LA RATA 

El desarrollo sexual en la rata macho se puede dividir en 5 fases: l.- Período fetal, 

que comienza alrededor del día 12 gestacional (Aubert et.al., 1985). 2.- Período neonatal, 

que comprende la primera semana después del nacimiento, durante el cual el sistema 

portal-hipofisiario comienza a estabilizarse y los gonocitos en los túbulos seminíferos 

terminan su período de quiescencia mitótica. 3. - Período. infantil comprendido entre los 

días 8 al 21; en esta edad las células de Sertoli cesan su división y comienzan dos 

fenómenos, la perdida de sensibilidad a FSH y la estabilización de la barrera hemato­

testicular. 4.- Período juvenil que termina alrededor del día 35 en el que se observa un 

marcado incremento en el contenido testicular de receptores a LH. Finalmente el período 

peripuberal, que termina alrededor de los 55 a 60 días de edad, en el que los niveles de 

testosterona sérica comienzan a aumentar más rápidamente. En este lapso se observan los 

primeros espermatozoides libres en el lumen tubular (alrededor del día 45) y se 

completan las separaciones balano-prepuciales (Ojeda et.al., 1980). 

· La diferenciación sexual comienza muy temprano, en la vida fetal, cuando se 

forman las cuerdas seminíferas en el día 13 de la gestacion. Los receptores a LH en 

eltestículo se detectan en el día 15 de la gestación; en este tiempo la estimulación con LH 

ocasiona una elevación en la producción de AMPc y testosterona. El número de 

receptores a LH aumenta después del día 18.5 de gestación y alcanza su nivel máximo 

alrededor del nacimiento (Feldman et.al., 1978; Warren et.al., 1984). Coincidiendo con 

este patrón el número de células intersticiales se incrementa junto con el contenido 

testicular de testosterona. 
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Después del nacimiento ocurre un aumento gradual en el contenido hipofisiario de 

LH y FSH acorde con la edad, al igual que en la respuesta de la glándula a la 

estimulación con LHRH. La respuesta máxima a FSH ocurre entre los días 25 y 3 5 de 

edad, mientras que la respuesta máxima a LH ocurre entre los 35 y 45 días de edad. Se ha 

observado que los receptores hipofisiarios a LHRH aumentan durante las 4 primeras 

semanas de vida, alcanzan un máximo alrededor de los 30 días, y declinan entonces 

hasta los niveles del adulto entre los 60 y 80 días de edad. La declinación de los 

receptores a LHRH se encuentra inversamente correlacionada con el aumento de los 

niveles séricos de testosterona, lo que sugiere la existencia de una creciente acción de 

retroalimentación negativa de los esteroides testiculares sobre la función hipotalámico­

hipofisiaria (Ojeda et.al., 1988). 

Durante el periodo neonatal los niveles séricos de gonadotropinas son elevados, 

pero en pocos días declinan drásticamente. No se ha logrado aclarar por completo el 

patrón de secreción de LH durante el desarrollo de la rata, ya que la información 

obtenida es contradictoria. En cuanto al patrón de secreción de FSH la mayoría de lo 

autores coinciden en que los niveles séricos de FSH aumentan durante el periódo juvenil­

peripuberal, alcanzando un máximo entre los 30 y 40 días de edad; a partir de entonces se 

observa un decremento gradual hasta que se alcanzan los niveles del adulto (Dohler et.al., 

1974; Chiappa et.al., 1977; Chan et.al., 1981). 
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1.3.- HORMONAS GLICOPROTEINICAS 

Las hormonas glucoproteínicas de la hipófisis y la placenta comprenden una 

familia de hormonas estrechamente relacionadas que · se encuentran en todos los 

vertebrados. Debido a que muestran homologías estructurales muy estrechas entre las 

especies se considera que evolucionaron de un precursor común (Bentley, 1982). En este 

grupo se encuentran la hormona estimulante de la tiroides (TSH), las gonadotropinas, con 

sus dos variedades, la estimulante del folículo (FSH) y la luteinizante (LH) de origen 

hipofisiario, y la gonadotropina coriónica humana (hCG) de origen placentario. Todas 

ellas tienen dos cadenas peptídicas (a y B), unidas en forma covalente por puentes 

disulfuro; a cada cadena se unen grupos carbohidratos constitutivos. Los azúcares que 

constituyen del 15 al 3 1 % del peso molecular de estas hormonas son la fucosa, la 

manosa, la galactosa, la glucosamina y la galactosamina. También se puede encontrar 

ácido siálico de manera inconstante. La secuencia de aminoácidos de la cadena a es 

idéntica o muy semejante para todas estas hormonas. Las cadenas B son las que confieren 

especificidad hormonal a la molécula completa, y tienen grandes diferencias en la 

secuencia de aminoácidos lo que distingue a una hormona de otras (Williams, 1985). 

1.3.1.- GONADOTROPINAS 

Como se mencionó anteriormente, las gonadotropinas son glicoproteínas formadas 

por dos cadenas, las subunidades a y B que a su vez llevan unidos grupos carbohidratos y 

ácido siálico. 
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Los órganos blanco de las gonadotropinas, son las gonadas masculina o femenina. 

El tejido gonadal presenta receptores específicos para cada una de estas hormonas. En el 

caso de la LH, esta hormona comparte su receptor con el de la gonadotropina coriónica 

(hCG) (Karsch, 1984 ). 

1.3.2.- EFECTOS Y MECANISMO DE ACCION DE LAS GONADOTROPINAS 

EN EL TESTICULO 

En la gónada masculina los receptores a LH/hCG se encuentran en las células de 

Leydig y los de la FSH en las células de Sertoli. Las gonadotropinas LH y hCG producen 

efectos rápidos y a largo plazo. La acción a corto plazo consiste en la estimulación 

máxima de la esteroidogénesis que tiene como consecuencia el aumento en la secreción 

de testosterona. La unión de la LH o hCG a sus receptores específicos de alta afinidad 

sobre la superficie de las células de Leydig ocasiona un incremento en la producción de 

AMPc intracelular y la activación de la proteína-cinasa dependiente de él (Cooke et.al., 

1977; Dufau et. al., 1979). Estas hormonas provocan un aumento en la actividad de la 

esterasa del colesterol, y la fosforilación del sistema del citocromo P-450. También 

inducen una mayor actividad en las enzimas encargadas de la conversión de la 

pregnenolona a testosterona: 17a-hidroxilasa y C¡7 20-liasa (desmolasa); 
' 

1713-

hidroxiesteroide deshidrogenasa y 313-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Aunque no es 

conocido el mecanismo exacto, se piensa que la estimulacion aguda de la síntesis de 

AMPc ocasiona una elevación en el rango de asociación del substrato, el colesterol, con 

la cadena enzimática mitocondrial (P-450scc ). El colesterol es cortado por la P-450scc 

para producir pregnenolona la que es metabolizada posteriormente a testosterona por 
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enzunas asociadas con el retículo endoplásmico liso (20-liasa, 17B-hídroxiesteroide 

deshídrogenasa y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa) (Fig. 1) (Payne et.al., 1985). 

Asimismo estas hormonas promueven el reciclamiento de los receptores y en 

determinadas condiciones, la desensibilización de los mismos (Dufau et.al. 1988). En 

relación a los efectos a largo plazo de LH/hCG, se describe que la administración de estas 

hormonas en forma crónica, durante 5 semanas, produce la hipertrofia e hiperplasia de las 

células de Leydig (Tanka, 1986). 
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Fig. l.- Mecanismo de acción de las gonadotropinas sobre la producción de testosterona 
en las células de Leydig, (Según Payne et.al.; 1990). 
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1.4.- HORMONAS ESTEROIDES 

Las hormonas esteroides son uno de los componentes fundamentales del sistema 

endócrino. La importancia de las mismas puede inferirse de su amplia distribución en los 

seres vivos, desde los insectos hasta los vertebrados, de que es muy dificil de encontrar en 

los mamíferos un tejido sobre el que no tengan efecto y en que su función es 

imprescindible para la sobrevivencia del individuo y de la especie (Pedemera, 1993). 

La forma estructura química básica de los esteroides son cuatro anillos aromáticos, 

tres cicloexanos (A,B y C) y un ciclopentano (D), toda la molécula es conocida como 

ciclopentanoperhidrofenantreno (Fig. 2). Sobre este núcleo se agregan cadenas laterales 

las que determinan las .clases de esteroides. 

El compuesto de 27 átomos de carbono (C27) con núcleo colestano y grupos 

metilo en posición e 1 o y e 13 y una cadena de ocho carbonos en e 17' corresponde al 

colesterol, compuesto básico a partir del cual se forman todas las hormonas esteroides. 

A partir del colesterol se forman los compuestos de 21 átomos de carbono (C21) 

que corresponden al núcleo de pregnano (Fig. 2), por pérdida de un segmento de la 

cadena lateral entre C20 y C22. Estos compuestos por su actividad biológica se llaman 

progestinas como, pregnenolona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona, 20-

dihidroprogesterona. 
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Fig. 2 . - Núcleos básicos de los diferentes tipos de hormonas asteroides. 
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Las progestinas dan origen a los andrógenos por pérdida de la cadena en C 17 lo 

que origina los compuestos con un núcleo de androstano. Los andrógenos son precursores 

biosintéticos de los estrógenos porque pueden ser aromatizados. Estos últimos han 

perdido el grupo metilo del C 10, tienen 18 carbonos ( C 18), su anillo A está aromatizado 

y su grupo básico es el estrano (Fig. 2) (Baird, 1984). 

1.4.1.- BIOSINTESIS 

Como ya se mencionó, el colesterol es el precursor de todas las hormonas 

esteroides. Las células con función esteroidogénica lo pueden obtener de 3 maneras: 1) 

incorporándolo de la sangre a partir de las lipoproteínas circulantes, 2) utilizando el 

colesterol almacenado bajo la forma de ésteres en las inclusiones de lípidos del 

citoplasma, y 3) sintetizándolo "de novo" a partir del acetato (fig. 3). Cada tipo celular 

puede utilizar estas fuentes de manera preferencial, pero en general las células del 

testículo obtienen el colesterol de las lipoproteínas circulantes y/o de la síntesis "de novo" 

a partir del acetato (Morris et.al., 1959; Anderson et.al., 1978; Lipshultz et.al., 1991). 

Las lipoproteínas de baja (LDL) y de alta densidad (HDL) se unen a un receptor en 

la membrana celular, el complejo lipoproteína-receptor es intemalizado y degradado en 

los complejos lisosómicos, liberándose colesterol. Al parecer el colesterol asociado a la 

HDL es el más utilizado por las células testiculares de la rata (Payne et.al., 1985). El 

colesterol obtenido de la sangre se almacena en el citoplasma como ésteres de colesterol. 

El equilibrio entre los ésteres de colesterol de las inclusiones citoplásmicas y el colesterol 
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Fig. 3.- Esquema de la biosíntesis del colesterol y de su biotransformación a 
pregnenolona, el recuadro encierra los pasos metabólicos que ocurren en la mitocondria 
(Según Hall, 1985). 
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libre, depende del balance entre 2 enzimas, la colesterol ester sintetasa (ACAT, acil 

coenzima A colesterol acil transferasa) y la colesterol ester hidrolasa (fig. 3). El paso 

limitante de la biosíntesis de colesterol a partir de acetato es el catalizado por la 3-

hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG coenzima A reductasa). Después de 

que la colesterol ester hidrolasa libera colesterol, este se une a las proteínas acarreadoras 

de esteroles (SCP2), por medio de la cual es transportado a la membrana mitocondrial 

(Vahouny et.al., 1985; Albert et.al., 1980)(Fig. 4). 

1.4.2.-SINTESIS DE TESTOSTERONA 

El pnmer paso en la ruta de biosíntesis de la testosterona lo constituye la 

conversión a nivel mitocondrial del colesterol a pregnenolona. El colesterol es 

hidroxilado en las posiciónes 22 y 20, lo que permite el corte de la cadena lateral 

formando un compuesto C21 y liberando al aldehido isocaproico (fig. 3); este proceso 

implica la participación de 3 componentes: 1) una citocromo P-450, proteína de tipo 

hemo que hidroxila y puede cortar uniones C-C (P-450 scc ), 2) una flavoproteína adenina 

dinucleótido (fAD) como transportadora de electrones, y 3) una proteína de tipo hemo, la 

adrenodoxina que actúa como intermediario entre la 1 y 2. Se considera que el colesterol 

se une a la P-450 scc y sufre las dos hidroxilaciones sin que se liberen los compuestos 

intermedios hasta formar pregnenolona (Miller, 1987; Anderson et.al., 1985). 

La biotransformación de pregnenolona a androstendiona y testosterona en los . 

mamíferos puede proceder a través de 2 diferentes rutas o vías metabólicas dependiendo 
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Fig. 4.- Organización hipotética de las enzimas esteroidogénicas y el movimiento 
intracelular de los esteroides durante la esteroidogénesis (Modificado de Lipshults et.al, 
1991). 
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del órgano endócrino y/o de la especie. Una alternativa es la transformación de la 

pregnenolona a progesterona (vía ~4). Este paso requiere la participación de un complejo 

enzimático microsomal, la 36-hidroxiesteroide deshidrogenasa, ~5-4 isomerasa (36-

HSD). La reacción es irreversible en condiciones fisiológicas y requiere NAD+ como 

aceptar de electrones. La otra alternativa conocida como vía ~5 metaboliza la 

pregnenolona a l 7a-hidroxipregnenolona y posteriormente a Dehidroepiandrostendiona 

(DHEA). Esta reacción se lleva a cabo por el complejo l 7a-hidroxilasa, C 17-20 liasa. 

Esta es una citocromo P-450 (P-450 C 17) que tiene la función de hidroxilar y cortar la 

unión C-C, tal como sucede en el caso del colesterol, pero en este paso la hidroxilación es 

en posición C 17 y el corte en la unión 17-20 (Fevold et.al., l 989)(fig. 5). La enzima es 

microsomal y requiere NADPH y solo F AD como transportadora de electrones. Los 

sustratos de esta enzima pueden ser pregnenolona y progesterona y los productos serán 

DHEA o androstendiona respectivamente, ambos andrógenos C19. La DHEA puede ser 

transformada a androstendiona por acción de la 3B-HSD. La enzima microsomal 17.B­

hidroxiesteroide deshidrogenasa ( 178-HSD) cataliza la interconversión de androstendiona 

y testosterona con ayuda de NAD+ (Hall, 1988; Ewin et.al., 1977)(Fig. 5). Se ha podido 

establecer que la biosíntesis de testosterona a partir de pregnenolona en las células de 

Leydig de testículo de humano y de perro operan, principalmente, aunque no de forma 

exclusiva, por la vía de los ~5, mientras que en los testículos de los roedores, opera 

fundamentalmente la ruta de los ~4 (Hicks, 1988). 
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1.4.3.- SECRECION DE TESTOSTERONA 

El andrógeno más importante producido por las ganadas del macho es la 

testosterona; ésta juega un papel importante en diversos aspectos de la madurez sexual, 

conducta, espermatogénesis y manutención de los órganos sexuales accesorios. La 

testosterona también ejerce un control sobre la secreción gonadotrópica mediante un 

mecanismo de retroalimentación a nivel hipofisiario. 

Durante el periódo fetal la testosterona es el principal andrógeno producido por los 

testículos, alcanzando su concentración máxima en el día 19 de gestación. Se mantiene 

este nivel hasta el nacimiento, para declinar posteriormente y alcanzar un nadir en el día 

14 de edad (Feldman et.al., 1978; Dufau et.al., 1985). Durante el periódo infantil-juvenil, 

la testosterona deja de ser el principal andrógeno producido por los testículos de la rata, 

ya que los principales andrógenos producidos por los . testículos inmaduros son, la 

androstendiona, 5a-androstendiol y los esteroides 5a-reducidos tales como la 

dihidrotestosterona; esto se debe a las diferencias en el desarrollo de varias enzimas como 

la 5a-reductasa en esta edad. Alrededor del día 25 de edad comienza a aparecer la 

actividad de otras enzimas como la 17a-hidroxilasa, la C17-20 liasa y la 17B­

hidroxiesteroide deshidrogenasa. Por lo tanto, pasan más precursores Cz 1 a la vía 

sintetizadora de testosterona. La actividad de la 5a-reductasa declina después de los 40 

días de edad, quedando la testosterona como el principal andrógeno en el adulto; el pico 

de los niveles sericos de testosterona se alcanza entre los 50 y 60 días de edad. 
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La esteroidogénesis testicular presenta dos fases de actividad durante la vida; la 

primera comienza durante la vida fetal (fig. 6); la segunda comienza en la pubertad y es 

característica del adulto. Estos cambios funcionales coinciden con variaciones 

morfológicas y numéricas en las células de Leydig, que al parecer conforman dos 

poblaciones con características propias. La primera de ellas aparece durante la vida fetal 

entre los días 15 y 16. El número de células alcanza un pico en el día 19 de gestación a 

partir del cual se inicia una disminución gradual que alcanza un nadir al día 15 después 

del nacimiento (Niemi et.al., 1963; Tapanainen et.al., 1984). La segunda población 

celular aparece durante el proceso de madurez sexual a donde, alrededor de la segunda 

semana de vida se observa una transición desde una población de células de Leydig 

fetales a una población adulta. A partir de este momento, comienza un incremento en el 

número de células que alcanza los niveles del adulto alrededor de los 30 días de edad 

(Niemi et.al., 1963; Huhtaniemi et.al., 1984; Habert et.al., 1991). Es de particular 

importancia lo señalado anteriormente, ya que en la literatura se ha discutido la existencia 

de estas dos poblaciones de células de Leydig y se ha planteado que existen posibles 

diferencias en cuanto a su funcionamiento y regulación. Sin embargo, estas diferencias 

no han sido totalmente aclaradas y existen aún discrepancias entre los autores sobre este 

punto. 
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2.- ANTECEDENTES 

Roosen-Rounge y cols.( 1959), postularon la existencia de dos poblaciones 

diferentes de células de Leydig en la rata, una fetal-neonatal y otra adulta, esto fue 

corroborado posteriormente por los estudios histoquímicos de Lording y Kresten (1972) y 

por Tapanainen y cols. (1984) que dividieron la población de células de Leydig en fetal y 

adulta en base a criterios morfológicos. En trabajos más recientes, Kuopio y cols. ( 1989) 

al estudiar al microscopio electrónico las células de Leydig de ratas durante el período 

perinatal observaron que después del nacimiento, dichas células forman acúmulos o 

grupos conspicuos que son rodeados por una capa de células y material extracelular. 

Después de la 2a. semana de vida las células de estos acúmulos disminuyen su tamaño y 

contenido de esteroides, mientras que los grupos comienzan a desaparecer. El período en 

el que se supone se realiza la transición de la población de células de Leydig fetales a 

adultas, aún no se ha establecido. Autores como Mendis-Handagama y cols. (1987) 

encontaron un incremento en el número de células de Leydig por testículo entre los 5 y 

10 días después del nacimiento. En cambio Kerr y cols. (1988) no hallaron cambios 

sigrúficativos en el número de células durante la primera y segunda semanas de vida, 

mientras que Bartolussi y cols. ( 1990) afirman que la población adulta de células de 

Leydig aparece a partir de los 1 O días de edad. En cuanto a la respuesta al estímulo 

hormonal Huhtaniemi y cols., (1981) al comparar las dos poblaciones de células de 

Leydig, encontraron marcadas diferencias en la capacidad de sintetizar testosterona como 

respuesta al estímulo con hCG, la cual es 4 veces más elevada en las ratas neonatas. Por 

otro lado, se ha observado que la producción de testosterona, pregnenolona y AMPc por 

unidad de peso de tejido son más elevadas en los testículos de rata neonata (Huhtaniemi 
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et. al., 1982). Se ha observado también que los testículos de ratas en gestación producen 

elevadas cantidades de esteroides, las cuales declinan gradualmente después del 

nacimiento (Tapanainen et.al., 1984; Huhtaniemi et.al., 1984; Habert et.al. 1991). Esta 

declinación en su producción que se observa después del nacimiento, se atribuye 

principalmente a la regresión de la población fetal de células de Leydig que ocurre para 

dar paso a la población adulta. 

En los testículos de rata adulta, la habilidad de las células de Leydig para 

responder a la estimulación sostenida con gonadotropinas está limitada por el desarrollo 

de un estado refractario asociado con la pérdida de receptores para LH y a lesiones 

esteroidogénicas, que al parecer son el resultado de un efecto mediado por estrógenos 

(Hsueh et.al., 1976; Dufau et.al., 1979; Catt et.al., 1980; Cigorraga et.al., 1980; Nozu 

et.al., 1981; Dufau et. al., 1984 b ), (Fig. 7). Esta desensibilización se debe al efecto que 

producen las gonadotropinas sobre la maquinaria enzimática de la célula, inhibiendo la 

17a-hidroxilación y el rompimiento en C 17 20 que son dos pasos críticos en la ruta , 

biosintética de los andrógenos (Cigorraga et.al., 1978; Dufau et.al., 1984 b ), (Fig. 6). Sin 

embargo, los testículos de ratas en el período fetal y neonatal al parecer son refractarios al 

proceso de desensibilización, ya que al estudiar los testículos de ratas neonatas inyectadas 

con diferentes dosis de hCG, Huhtaniemi y cols. (1982) observaron una elevada 

producción de testosterona in vitro pero no encontraron evidencias claras del fenómeno 

de regulación negativa. En trabajos más recientes, Habert y cols. (1989) estudiaron los 

testículos de ratas durante los últimos 4 días de vida fetal sin encontrar la presencia de 

lesiones esteroidogénicas. La falta de este fenómeno tan característico del adulto, en las 

células de Leydig fetales se ha atribuído a la ausencia de regulación de la vía 

estroidogénica por estrógenos, ya que en dicha población se ha encontrado una baja 
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Fig. 7.- Efectos mediados por gonadotropinas (LH y hCG) y lesiones en la vía 
esteroidogénica mediadas por estrógenos. Las gonadotropinas promueven la actividad de 
las enzimas de la familia de citocromo P-450, l 7a-hidroxilasa y 17,20-liasa, pero 
también ocasionan una regulación negativa de estas enzimas a través de los efectos 
nucleares del estradiol (Tomado de Dufau, 1988). 
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actividad de aromatasa y la producción de estrógenos es indetectable (Tsai-Morris et.al., 

1985; Dufau, 1988). 

Al hablar de 2 poblaciones celulares diferentes se entiende que funcionan en 

diferentes ambientes hormonales (in utero vs vida adulta), por tanto es razonable asumir 

que presenten diferencias en su funcionamiento y en sus características regulatorias. Se 

conocen a fondo las características funcionales de las células testiculares de rata adulta, 

ya que se han realizado estudios in vivo, in vitro o en cultivo; pero es poco conocido el 

funcionamiento y las características de las células testiculares de las ratas recién nacidas, 

en cultivo. 

En el presente trabajo se pretende desarrollar y caracterizar un modelo de cultivo 

de células testiculares con el objeto de estudiar los patrones de secreción de testosterona 

y la dependencia de dichas células a hormonas y a factores tróficos en la rata recién 

nacida. El profundo conocimiento de este modelo experimental permitirá asimismo 

investigar la influencia de los factores que influyen en la función y evolución de esta 

población celular. 
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3.- HIPOTESIS 

El desarrollo de las células de Leydig en la rata se lleva al cabo en 2 etapas. 

La primera se presenta en la etapa fetal y la segunda durante la madurez sexual. La 

existencia de estas dos fases de crecimiento ha llevado a postular la existencia de 2 

poblaciones de células de Leydig con diferentes caracteristicas morfológicas, 

funcionales y de regulacion, por tanto, se espera que las células de testículo de ratas 

recién nacidas, en cultivo que provienen de la población fetal, también presenten 

características propias, diferentes a la población adulta, en particular aquellas 

relacionadas con la secreción de testosterona y con la regulación y respuesta a 

hormonas gonadotropicas. 
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4.- OBJETIVOS 

1. - Caracterizar el patrón de secreción de testosterona en células de testículo de rata 

recién nacida en cultivo. 

2.- Identificar a las células esteroidogénicas cultivadas mediante técnicas 

histoquímicas y observar la evolución de las mismas en cuanto a la secreción de 

testosterona y presencia de 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 

3. - Estudiar la respuesta al estímulo gonadotropico de las células del testículo de 

rata recién nacida, en cultivo, investigando el efecto de hCG en tiempos cortos y por 

24 horas. 
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5.- MATERIALES Y ME TODOS 

5.1.- Animales 

Se utilizaron 24 ratas Wistar machos de 1-2 días de edad proporcionadas por el 

bioterio del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del IPN, las culaes se 

mantuvieron bajo un régimen de luzJobscuridad de 12112 h, una humedad relativa del 

50% y una temperatura de 22 a 25 oc y se sacrificaron por medio de decapitación. 

5.2.- Cultivo celular 

Para realizar el cultivo de testículo se utilizó una modificación del método 

propuesto por Dufau y cols., (1975). Para ello se obtuvieron los testículos de las ratas; se 

lavaron con medio de Eagle Modificado por Dulbeco (DMEM, Gibco, Nueva York) y se 

extrajo la cápsula y el tejido conectivo. Los órganos enteros fueron expuestos a 

colagenasa (Gibco, N.Y., 0.5 mg/ml) y albúmina sérica de bovino (ABS, Sigma Chemical 

Co., St. Louis M.O., 1 mg/ml) durante 20 minutos en un baño María con agitación 

contínua a 370 C (Presicion Shaking incubator, Chicago Illinois). La dispersión se 

completó utilizando una pipeta Pasteur. Las células disociadas se centrifugaron a 800 

rpm. durante 5 minutos en una centrífuga Beckman modelo TJ-6 (Beckman Co. Palo 

Alto, California). La pastilla se resuspendió en medio DMEM con 10% (VN) de suero de 
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bovino fetal (SBF, BIOEXPORT, México) y 1% (V/V) de antibióticos (Penicilina­

estreptomicina; Gibco, N.Y.). Las células se sembraron en cajas de plástico de 35 x 10 

mm (Falcon, Oxnard Ca.) y se mantuvieron en una atmósfera de 5% de C02 y 95% de 

aire a 37 ºC con una humedad del 95% en una incubadora Steri-cult 200 incubator 

modelo 3033 SIN 36441-2708 (Forma Scientific Inc. Ohio USA). Para evaluar la 

viabilidad celular se tomó una alícuota de 50 µl de la suspensión celular la cual se 

diluyó con 950 µl de DMEM y se agregaron 10 µl de azul de tripan (Sigma), se dejaron 

reaccionar durante 1 O minutos y posteriormente se colocó una muestra en un 

hematocitómetro para cuantificar el número de células teñidas. 

5.3.- Secreción acumulada de testosterona 

Después de la realización del cultivo, las células se mantuvieron en las 

condiciones de incubación antes descritas por períodos de 24, 48 y 72 h. El medio de 

cultivo se recuperó cada 24 h, las células se lavaron con medio fresco y se siguieron 

incubando con medio DMEM + 10% de SBF + 1 % de antibióticos. El medio de cultivo 

recuperado se centrifugó a 4000 rpm durante 15 minutos; el sobrenadante se almacenó a 

-4º C (por un período que no excedió de 1 semana), para el posterior análisis de 

testosterona. 
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5.4.- Curva dosis-respuesta a hCG 

Las células testiculares previamente cultivadas por 24 h fueron lavadas con medio 

DMEM e incubadas con DMEM + O.lmM de 3-isobutil-1-metilxantina (Sigma, St. 

Louis M.O.) y diferentes concentraciones de gonadotropina coriónica humana (hCG, 

Sigma, St. Louis M.O., O, 1, 5, 10, 50, 100 y 500 mU/ml) en una atmósfera de 5% de 

COz y 95% de aire durante 3 horas a 370 C. Al término del periodo de incubación se 

aspiró el medio y se centrifugó a 4000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se 

almacenó a -4 o e para el posterior análisis de testosterona. 

5.5.- Desensibilización mediante la preincubación con hCG 

Se realizó un cultivo con las condiciones antes mencionadas en el cual se las 

células de testículo de rata recién nacida se incubaron con o sin hCG (20 mU/ml) durante 

24 horas. Al término de este período de tiempo, se lavaron las células con medio DMEM 

fresco y se incubaron nuevamente con o sin hCG (20 mU/ml) durante 3 horas a 370 C . 

En este caso se comparó la secreción estimulada de testosterona por células preincubadas 

durante 24 horas con hCG y las que no habian sido expuestas a la hormona. Después del 

período de incubación se recuperó el medio y se centrifugó a 4000 rpm durante 15 

minutos, se desechó la pastilla y el sobrenadante se almacenó a -4º C para el posterior 

análisis de testosterona. 
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5.6.- Curva temporal de respuesta a hCG 

Las células testiculares previamente cultivadas por 24 horas se incubaron en 

ausencia o presencia de una dosis máxima de hCG durante diferentes tiempos (1, 2, 4 y 6 

h) utilizando el método descrito anteriormente. 

5. 7.- Radioinmunoanálisis 

Las concentraciones de testosterona en el medio de incubación se determinaron 

por medio de radioinmunoanálisis (RIA). Se utilizó un anticuerpo antitestosterona de 

ICN Biomedicals, Inc. (Costa Mesa, Ca.) que une, además, 18.75% de 5a­

dihidrotestosterona. El anticuerpo se utilizó en una dilución final de 1:56,000 y la 

hormona marcada fue la (1,2,6,7- 3H) testosterona (New England Nuclear Boston, M.A.). 

La separación de la hormona tritiada libre de la unida al anticuerpo se realizó 

absorviendo aquella con carbón activado (Merck). La cuantificación del complejo 

anticuerpo-3H testosterona se realizó en un contador para emisiones p (Packard, 2000 

CA tri-carb ). La sensibilidad del ría fue de 6.25 pg/ml. Los datos del RIA se analizaron 

por computadora utilizando el análisis de regresión descrito por Rodbard y Lewald 

(1970). 

5.8.- Histoquímica y microscopía 

En algunos cultivos se realizó la técnica de identificación de la células 

esteroidogénicas por medio de la reacción para Li5-36-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 
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utilizando una modificación del método propuesto por Steinberger y cols., (1964). Se 

sembraron 500µ1 de la suspensión celular (Aprox. 1.5 X 1 o5 cel.) obtenida con la 

metodología descrita anteriormente, sobre cubreobjetos de vidrio colocados en una placa 

de 24 pozos (Costar, Cambridge M.A. USA) y se mantuvo en condiciones de cultivo 

durante 24, 48 y 72 h. Al término de cada periodo de cultivo las células fueron lavadas 

con amortiguador Trizma HCl (Microlab, México. 0.1 M, pH 7) e incubadas con 500 µl 

de B-nicotinamida adenina dinucleótido (NAD Sigma, St. Louis M.O., lmg/ml), azul 

nitro de tetrazolio (Sigma, 0.5mg/ml) y dehidroepiandrosterona (DHEA Sigma, 

2mg/ml), a 3 70 C en un baño Maria y agitación contiínua durante 3 h. En las 

muestras control se omitió la DHEA. Después de la incubación las células que se 

encontraban pagadas en los cubreobjetos se fijaron con formol salino al 10% (V/V) 

durante 1 O min. Posteriormente se lavaron con Trizma HCl 0.1 M, pH 7, se deshidrataron 

en pasos sucesivos de etanol-xilol y se montaron con Permount. Se evaluó la reacción 

enzimática positiva en un microscopio Nikon modelo YS2-H, estimándose 

cualitativamente el porcentaje de células esteroidogénicas. 

· La evolución de los cultivos de células testiculares se observó y fotografió en un 

microscopio invertido (Zeiss MC 63, West Germany) utilizando óptica de contraste de 

fases. 

5.9.- Análisis estadístico de los resultados 

Los datos obtenidos, se analizaron por computadora utilizando el programa 

estadístico INSTA T. 
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En el caso de los datos de la curva dosis-respuesta, tiempo dependiente y de 

secreción acumulada se les aplicó la prueba de ANOVA y solo en el caso de las 2 

primeras se les aplicó posteriormente la de Bonferroni para discernir las diferencias entre 

grupos. A los datos de la secreción acumulada de testosterona se les aplicó la prueba de 

"t" de Student. 
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6.-RESULTADOS 

6.1.- Evolución de los cultivos de las células del testículo de ratas recién nacidas. 

Al realizar la prueba de viabilidad en las células testiculares obtenidas mediante la 

dispersión enzimática, se observó un porcentaje elevado de células vivas (95%). 

Después de 24 horas de incubación, las células cultivadas formaron una 

monocapa, en la cual se encontraban distribuídas de manera uniforme diferentes tipos 

celulares (Fig. 11 ). La identificación de las células de Leydig se realizó mediante la 

detección de la actividad de la ~5-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD), (Fig. 

12). Las zonas obscuras representan los depósitos de formazan los cuales indican la 

actividad enzimática de las células esteroidogénicas, que se encuentran fundamentalmente 

en acúmulos junto a otros tipos celulares que no presentan depósitos de formazan. 

6.2.- Secreción basal de testosterona por células testiculares de rata recién nacida a 

diferentes tiempos de cultivo. 

Se estudió la actividad secretora de las células del testículo de animales recién 

nacidos en cultivos, los cuales se mantuvieron en incubación durante 24, 48 y 72 h. Los 

medios se recolectaron cada 24 h y se reemplazaron por uno fresco que se mantuvo otras 

24 h en contacto con las células. 
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Fig. 11.- Cultivos de células de testículo de rata recién nacida después de 24 horas de 
incubación l 65X. 
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Fig. 12.- Tinción histoquímica para detección de ~5-3f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa en 
células de testículo de rata recién nacida. Se puede apreciar el depósito de granos de formazan en 
el citoplasma. Foto superior en contraste de fases 250X; foto inferior SOOX. 
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En la fig. 13, se observa que existe una elevada producción de testosterona en los medios 

obtenidos de los cultivos de 24 horas que alcanzaron en este período una concentración 

de 4 7 ng/ml. La secreción de testosterona disminuye significativamente 24 horas después 

hasta alcanzar un nivel de O. 7 ng/ml/24 h en los cultivos de 72 horas. Esta diferencia 

observada en la producción de testosterona es muy marcada ya que en el caso de los 

cultivos de 24 horas dicha concentración fue de 10 y 30 veces mayor que la observada 

para los cultivos de 48 y 72 horas respectivamente. 

6.3.- Secreción acumulada de testosterona. 

En lo que respecta a la secreción acumulada de testosterona en los cultivos, se 

observó una secreción significativa en las primeras 24 h, que superó los 40 ng/ml. En las 

siguientes 48 h de cultivo se observó poco cambio en la secreción de testosterona, con 

respecto a las 24 h aumentando únicamente 6 ng en este período de tiempo (Fig. 14). 

Para profundizar en los resultados obtenidos, se comparó la actividad de la 

enzima 3B-HSD, evaluada por histoquímica en cada uno de los tiempos de cultivo 

mencionados anteriormente. Las observaciones realizadas indican que se produce una 

disminución en el número de células teñidas positivamente al transcurrir el tiempo de 

cultivo, ya que en las preparaciones de las células cultivadas durante 24 h se tiñeron el 

35%, mientras que en las células cultivadas durante 48 y 72 h se tiñeron el 15 y el 5%, 

respectivamente. 
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Fig.- l3 Concentración de testosterona en el medio de cultivo de las células del testículo de rata recién 
nacida. Las muestras se recolectaron cada 24 h de cultivo. En cada ocasión se reemplazó el medio por uno 
fresco que estuvo otras 24 h en contacto con las células, al final de cada periodo se tomó el medio para 
determinar la cantidad de testosterona por medio de radioirununoanálisis. Se observa una elevada producción 
basal de testosterona en los cultivos de 24 h la cual disminuye significativamente a las 48 y 72 h. Cada barra 
muestra la media ± DE de las mediciones realizadas por triplicado en 4 cultivos. Al comparar 
estadísticamente los resultados se obtuvo una diferencia significativa entre 24 y 72 h.(***, p<0.001). 

38 



60 

-....... . S 
".. 

tlD 
~ 

"--" 

~ 
~ 
o 
s.. 40 IJ) ......., 
rn 
o ......., 
rn 
V 

E-< 

20 
24 48 72 

Tiempo (Horas) 

Fig. 14.- Secreción acumulada de testosterona en cultivos de testículo de rata recién nacida. Al 
transcurrir las primeras 24 horas se observa una importante secreción (mayor de 40 ng/ml), 
mientras que a las 48 y 72 h de cultivo no se observa un aumento significativo en la secreción de 
testosterona. Cada triángulo representa la media ± la desviación estandar de las concentraciones 
obtenidas en 3 experimentos realizados por triplicado. El análisis estadístico de los datos indicó 
que no existen diferencias significativas en la secreción de testosterona entre 24 y 72 h. 
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En base a estos resultados se decidió utilizar el modelo de 24 h de cultivo para la 

realización de los experimentos posteriores, ya que este periodo parece ser el más 

adecuado para lograr los objetivos planteados en este estudio en particular. 

6.4.- Respuesta a hCG 

Se estudió la secreción de testosterona en cultivos de 24h de células testiculares de 

rata recién nacida incubados durante 3 h en presencia de diferentes dosis de hCG o bien 

en ausencia de la hormona (Fig. 15); se observó una buena respuesta celular a la hCG ya 

que la secreción basal de testosterona fue de 5.25 ng/ml mientras que la secreción de 

testosterona estimulada con hCG alcanzó un máximo de 13. 7 ng/ml lo que representa más 

del doble de la cantidad inicial. La gráfica muestra que la secreción estimulada de 

testosterona es dependiente de la dosis y es significativa a partir de lmU. La respuesta 

máxima se alcanzó con la dosis de 10 mU, después de la cual se observa una meseta que 

se mantiene con las dosis más elevadas. Se probaron dosis altas de hCG ( 500 y 1000 mU) 

para evidenciar o descartar la presencia del fenómeno de regulación negativa, el cual no 

se presentó en ninguno de los experimentos realizados. 

Se midio la secrecion de testosterona en cultivos de 24 h incubados en ausencia o 

presencia de una dosis maxima de hCG (10 mU/ml) durante diferentes tiempos (Fig. 16). 

En lo que respecta a la secrecion basal de testosterona no se observaron cambios 

significativos a través del tiempo de incubación, a pesar de que existe una tendencia al 

aumento en la secrecion, a medida que transcurre la incubación. Por el contrario, la 

secrecion estimulada de testosterona aumenta notablemente a medida que transcurre el 
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Fig. 15.- Secreción de testosterona en cultivos de 24 horas de testículo de rata recién nacida incubados 
durante 3 horas en ausencia (113) o presencia (O) de diferentes dosis de hCG. La gráfica muestra que la 
secreción estimulada de testosterona es dependiente de la dosis y es significativa con la dosis de 1 mU. La 
respuesta máxima se alcanza con la dosis de 10 mU, después de la cual se observa una meseta que se 
mantiene hasta las dosis más elevadas. No se observaron evidencias del fenómeno de regulación negativa 
con dosis elevadas de hCG (500 y 1000 mU). Cada barra representa la media± la desviación estandar de 
las mediciones realizadas en 3 cultivos, donde cada punto se estudió por triplicado. Los asteriscos indican 
la significación estadística de los grupos estimulados con respecto al control(*, p<0.05 ~ **, p<0.01). 41 
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Fig. 16.- Secreción de testosterona en cultivos de 24 h de testículo de rata recién nacida incubados en 
ausencia (O) o presencia (e) de una dosis máxima de hCG (10 mU) durante diferentes tiempos. No se 
observan cambios significativos en la secreción basal de testosterona a través del tiempo, a pesar de que 
existe una tendencia al inceremento. El efecto de la hCG comienza a ser significativo a la hora de incubación 
y aumenta con el transcurso del tiempo aunque sin alcanzar una meseta durante el periodo estudiado. Cada 
círculo representa la media ± la desviación estandar de las mediciones realizadas en tres cultivos. Los 
asteriscos indican la significancia estadística de los grupos con respecto al control (*, p<0.05; **, p<0.01; 
***, p<0.001). 
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tiempo de incubación. El efecto de la hCG comienza a ser significativo en la primera hora 

de incubación y continúa aumentando con el transcurso del tiempo; sin presentar 

desensibilizacion por la incubación con hCG ya que no alcanza una meseta durante el 

periodo de tiempo estudiado. 

6.5.- Respuesta a la desensibilización con hCG 

Al estudiar la respuesta de las células a la desensibilización con gandotrofinas 

(fig. 17), se observa que las células preincubadas durante 24 h con hCG presentaron una 

mayor secreción de testosterona (3.62 ng/ml/3h) como respuesta a la segunda incubación 

con la honnona, en comparación a las células que no tuvieron estímulo previo (2. 03 

ng/ml/3h), diferencia que alcanza la cantidad de 1.6 ng/ml de testosterona, lo que 

representa casi el doble de la secreción, esto nos indica que en estas células no se ve 

afectada de manera negativa la secreción estimulada de testosterona por la previa 

incubación con hCG; por el contrario, esta preincubación con hCG aumenta la respuesta 

al estímulo gonadotrópico. 
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Fig. 17. - Respuesta de las células testiculares de rata recién nacida a la incubación con o sin una 
dosis de hCG (20 mU/rnl). Se cambió el medio de cultivo después de una preincubación durante 
24 horas sin o con una dosis de hCG (20 mU/rnl). La mayor secreción de testosterona se obtuvo 
en las células que fueron incubadas previamente con hCG mientras que las células que se 
incubaron durante 24 horas sin hCG tuvieron una respuesta menos evidente. Cada barra 
representa la media ± la desviación estandar de las mediciones realizadas en 3 cultivos. 
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7.- DISCUSION 

En el presente trabajo se estudió el comportamiento y evolución de cultivos de 

células de testículo de rata recién nacida por medio de la medición de la secreción de 

testosterona en condiciones basales y como respuesta al estímulo hormonal, utilizando 

además la tinción de la actividad de una enzima esteroidogénica como medio para la 

identificación y la evaluación de la actividad celular. 

Se obseivaron diferencias muy marcadas en la producción basal de testosterona 

entre los cultivos mantenidos en incubación por 24, 48 y 72 h. Los cultivos de 24 h 

presentaron una secreción 10.5 y 30 veces menor que la obseivada en los cultivos de 48 y 

72 h, respectivamente. Esta disminución en la secreción de testosterona fue también 

obseivada por Paz y cols. (1980), en células de testículo de rata en período fetal 

mantenidas en cultivo durante 3 días. Se ha comprobado que en cultivos de células 

testiculares de ratón adulto se produce una disminución en la actividad de las enzimas 

l 7a-hidroxilasa y C 11-20-liasa con el transcurso del tiempo, siendo esta casi indetectable 

al 3er. día de cultivo. Sin embargo no se encontraron cambios en la actividad de la 38-

HSD en el mismo período de tiempo (Quinn et.al., 1984). Por otra parte, Murphy y cols. 

( 1982), obseivaron que los cultivos de células testiculares de ratón adulto presentan una 

declinación en la producción basal de testosterona después del cuarto día de incubación 

que ellos atribuyen a la pérdida de la actividad del citocromo microsomal P450, 

ocasionada por la peroxidación microsomal de los lípidos. Sin embargo, no se puede 

asegurar que la declinación en la secreción de testosterona obseivada a las 48 y 72 h 
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de cultivo en el presente trabajo, se deba a la declinación de la actividad enzimática 

observada por Quinn y cols. (1984) o a la observada por Murphy (1982), ya que al 

parecer cuando se alcanza la producción máxima de testosterona la pérdida de la 

actividad enzimática en las células de Leydig solo alcanza el 10% del valor normal 

(Anawake y col., 1987). Se ha comprobado que existen otros factores limitantes para la 

producción de testosterona en células testiculares mantenidas en cultivo o in vitro, como 

por ejemplo la disponibilidad del precursor de esteroides. Payne y cols. ( 1985) 

observaron que el mayor efecto que ocasiona una dosis elevada de hCG o de AMPc 

(Georgiou et.al., 1987) en estas células, es la deplección del colesterol endógeno 

disponible para la síntesis de esteroides, lo que ocasiona una disminución en la capacidad 

de sintetizar testosterona, y que la adición de colesterol en forma de HDL y LDL restaura 

dicha capacidad. Este fenómeno había sido corroborado en células de Leydig de tumor 

(MA-10) (Freeman et.al., 1983) y en testículos de cerdo (Benahmed et.al., 1981 ). 

Además, se ha comprobado reciéntemente que la secreción de testosterona por el 

testículo estudiada in vitro y en condiciones de cultivo no es dependiente únicamente de 

la actividad de las células esteroidogénicas, sino que tal actividad secretora es afectada 

también por las posibles interacciones parácrinas entre los diferentes tipos de células 

testiculares y además por los componentes del medio. Al estudiar la influencia del suero 

bovino fetal (SBF) sobre los cultivos de células de testículo de pollos recién nacidos, 

Castro y Romano. (1994) observaron una influencia trófica del SBF sobre el desarrollo de 

los cultivos, que se atribuye a que este es rico en hormonas y factores del crecimiento. 

Dentro de estos últimos se puede mencionar el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), 

que puede modular la respuesta hormonal de las células testiculares ( Gospodarowicz 

et.al., 1989). Fauser y cols. (1988), argumentan que el FGF disminuye la secreción de 
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testosterona en cultivos de células testiculares de rata estimulados con LH por medio de 

la inhibición de la actividad de la l 7a-hidroxilasa y de la 3B-HSD (Murono et.al., 1990). 

Pero no se descartan los posibles efectos de otros factores y componentes del medio, así 

como la importancia de honnonas gonadotrópicas en el mismo, ya que se ha comprobado 

que son el factor principal involucrado en la conservación y estimulación de las 

actividades secretoras y de crecimiento en las células de Leydig de rata (Mazzocchi et.al., 

1990). En el presente trabajo se utilizó SBF que es rico en factores de crecimiento. Sin 

embargo el aporte de suero no fue suficiente para mantener los niveles de secreción de 

testosterona observados en las primeras 24 horas de incubación. En cambio, el agregar 

hCG durante el cultivo mejoró la producción de este esteroide, lo cual indica que cumple 

como en ,el testículo del adulto una funcion trófica. Trabajos como el de Anderson y col. 

( 1985), demuestran que el tratamiento de células de Leydig de ratón con hCG o AMPc 

aumentan la síntesis del complejo enzimático P450 scc y de la adrenodoxina, una 

proteína que está involucrada en el transporte de electrones desde NADPH a P450scc. 

Sobre este punto, Malaska y col. ( 1984), observaron que es necesario el tratamiento con 

LH o AMPc para inducir la actividad enzimática del complejo P450 l 7a. en cultivos de 

células de Leydig del ratón adulto; mientras que Anawake y col. ( 1987), utilizando 

también cultivos de células de Leydig de ratón adulto, encontraron que la síntesis de novo 

de P450 l 7a. es absolutamente dependiente de AMPc. Estudios en células adrenocorticales 

presentaron evidencias de que la estimulación con AMPc incrementa los niveles de los 

RNAs mensajeros de las enzimas P450scc y P45017a., los cuales se reflejan en un 

aumento del nivel de transcripción de estos genes (John et.al., 1986). Asimismo Risbridge 

y col. ( 1992), utilizando cultivos de testículo de ratas adultas, observaron que es 

necesario suplementar el medio de cultivo con LH para mantener la respuesta celular a las 

gonadotropinas. 
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En este estudio no se observaron evidencias del fenómeno de regulación negativa 

cuando se probaron dosis elevadas de hCG (500 y 1000 mU/ml) en las células de 

testículo de rata recién nacida, ni tampoco desensibilización ocasionada por la incubación 

previa durante 24 horas con hCG. La regulación negativa es característica de las células 

del testículo de la rata adulta, en las que se observa que la aplicación crónica de dosis 

bajas de gonadotropinas mantiene a los receptores y a las enzimas esteroidogénicas en un 

estado de "regulación positiva" (Tsuruhara et.al., 1977; O'Shaughnessy et.al., 1982; 

Barañao et.al., 1983). Por el contrario dosis elevadas de gonadotropinas ocasionan 

regulación negativa de los receptores (Zipf et.al., 1978; Cigorraga et.al., 1980) y 

desensibilización de las células ante estímulos como LH o hCG. Esto se debe a que las 

gonadotropinas inducen lesiones en la vía esteroidogénica que afectan la conversión de 

colesterol a pregnenolona (lesión temprana) y la conversión de progesterona a 

andrógenos, con la consiguiente acumulación de esteroides intermediarios por una 

disminución en la actividad y síntesis de las enzimas l 7a-hidroxilasa y 17,20-liasa, que 

está mediado por estrógenos (lesión tardía) (Cigorraga et.al., 1978; Charreau et.al., 1981; 

Dufau et.al., 1984 b ). Tampoco se ha demostrado desensibilización en células de Leydig 

fetales. Por ejemplo en el trabajo de Habert y cols. (1989), donde se utilizaron células 

fetales de testículo de rata las cuales se incubaron con dosis elevadas de LH, no se 

observó desensibilzación a dicha hormona. Esta incapacidad de las gonadotrofinas para 

desensibilizar a las células fetales de testículo de rata se atribuye a la baja actividad de 

aromatasa en este período del desarrollo, en el que la producción de estrógenos es 

indetectable y existen bajos niveles de receptores para LH/hCG ( 111 O de la cantidad 

encontrada en el adulto) (Tsai-Morris y cols., 1985, 1986; Dufau, 1988). Aunque no 

existen trabajos al respecto es probable que las células de Leydig de recién nacido 
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tampoco presente una importante capacidad de aromatización. A este respecto sería 

importante estudiar si la presencia de hCG en el cultivo, al mejorar el trofismo celular 

y tal vez el número de receptores a hCG, hiciera posible provocar desensibilización en 

células inmaduras. 

Las células cultivadas de testículo de rata en el período neonatal, cuyo 

funcionamiento declina durante el cultivo como se ha mostrado en este estudio, son un 

modelo interesante para investigar los factores que pueden estar involucrados en la 

involución celular durante este periodo de transición, adonde desaparecen factores 

moduladores placentarios y matemos. 

Al mismo tiempo, este modelo de cultivo aporta datos sobre el comportamiento 

que presentan las células de Leydig en este importante periodo de desarrollo en el que se 

da la transición de una vida en estado fetal a una con características diferentes de 

regulación y desarrollo, periodo del cual se tiene poca referencia bibliográfica. 
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8.- CONCLUSIONES 

Los resultados anteriormente analizados indican que las células de testículo de rata 

recién nacida en las condiciones de cultivo: 

1.- Producen espontáneamente testosterona. La secreción de esta hormona varía con el 

tiempo de cultivo, observandose una disminución gradual en la producción basal de 

testosterona después de 24 h de incubación. 

2.- La presencia de hCG en el medio de cultivo causó una respuesta celular medida en 

terminas de secreción de testosterona, respondiendo al estimulo con hCG de manera 

dosis-dependiente. El fenómeno de estimulación se observa apartir de la primera hora de 

incubación en presencia de la hormona. 

3.- A diferencia de lo observado en las células de rata adulta, pero en forma similar a las 

células del feto, celulas del recién nacido, no presentan el fenómeno de regulación 

negativa cuando son estimuladas con dosis elevadas de hCG ni se desensibilizan por la 

incubación previa durante 24 h con esta hormona. 

4.- Por último, el cultivo de células del testículo de rata recién nacida desarrollado en este 

trabajo es un excelente modelo para estudiar los factores que intervienen en la 

transición de una población celular de tipo fetal a una de tipo adulto en esta particular 

etapa de vida. 
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