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I.- INTRCDUCCION

l.,- Morfologla Testicular.

El testiculo, =n el hcrbre y en la mayorfia de los mamifercs,
se encuenira suspendido fuera de la cavidad abdominal, dentro de

un= serie de caras faciales, musculares ¥y de la niel (abdeminal

inal), que 23 zonjuntc ceonstituyen el escrote, (Fisura 1).

Jel testiculo tiene imvlicacicnes fisiolé

1e alrunas. de suz funciones reguieren nara

neraturas inferiores a las que se encuen -
Lrus Tu lz cnvidad abdeminal. ®1 descenso del testiculeo al es -
crotc zg lleva a csbo al final de 1a rastacibn: nostsricr-ente,

a2l testfeulo mer-anece en sate sitic durante toda la vida nost-

. 8% 5o mrssenta cualouier faila en el descenso del testi-
culo (Crinterguidia), ésta resulta invariablenente en infertili

dad y frecuectsmente, también tr-as como

t

cnzacuencia un desajus
te en la funcién sndferina, debido a la evnoszicidn del testicu-

lo a temreraturas mis elevadas qie la escrotal.,

.1

La niel flexible y corrurable del escroto asarece d2 rrasa

1las suderiia =

suocutiaea y ccntiene una sran carntidad de 33

am

=

rasz, zue fasilitan 1n sirdida de caler —or evaporacifn y avudan
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FIGURA 1

Vejigo

Peritoneo urlnaria Orificio del
ureter
Publs Vesfcula
/ \:%l\\ seminal
]y’ Ampolla dal

conducto deferente

Cuerpo cavernoso Recto
de lo uretra
Prostato

Uretrao Conducto eyoculodor

Utriculo prostatico
Giande

del pane
Gidndula bulbourstral
Escroto
Cabeza de Conducto deferents
apididimo
Tunica voginal proplo Testiculo

REFPRESENTACTCON ESAU=MATICA DEL APAPATO REPRODUCTOR MASCULINO



a mantener la temperatura escrotal abajo “e la temperatura abdo-
minal, Existen también, adaptaciones vasculares esmecificas en -
tre la arteria esnermftica que irriga el testiculo y el n»lexo -
pzmviniforme de venas que provienen cdel testiculo y del erididi-
mg, que contribuyen a mantener la diferencia de temparaturas, La
relacifn topogr&fica tan estrecha que se vresenta entre 1la erte-
ria esnermhtica y el plexo de venas qu= l2 rodea, nermite nue o-
xista una transferencia de calcr de laz gansre arterisl aferante

a le zan<re mis friz gue re

la san re arterizl cus liega al testfculo, es rrevisrmaente enfria

(25

2 DOr un mecarismo de intercambio e calor nor contracsrriente,
Afin cuando el ~radi=nte “e temneraturaz =
esrvernitica cea soic de unos poces grades (2 - 3
de que este gradiente coutribuye sustanciqlwornta o mantooar una

temneratura infericr a la cormoral, tan imrertante nara 21 £&nti-

-

£l testfculo se eancuentra incluidc en una chkosula gruesa, 71
trosa, e ccler bdlanguecing, denominacda tfnica-albuginea (Fisura
2). La tinica albuginea esté constituida, fundafentslmente de te
Jido conective denso y de ceoligeno, contiene ademés, fibras mus-
culares lisas ¥y fibroblastos. Se cornaidera que las células muscu

lares iisas scn 1la base de las contracciones que exnsriments el
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testiculo. Sin embargo, no se concce en gue gradoe contribuyen és
tas contraccicnes a la vrovarsacibén del nplasma testicular y/o al
transmorte de los esvermatozoides del testfculo a los conductos

nostesticulares,

A lo largo de la varte posterior del testf{culo se encuentra
el médiastino testicular, un engrosamiento de la tdrica altusi -
nea que se vproyecta hacia adentro y envuslve a los vases sanmuf-
que penetran al testfculo y a leos conductos gue salen del mismo.
Hxisten varias divisiones incomnletas del tejido conectivo, deno
minadas sepntcz o0 iabiques testiculares (Figura 2), gue radizn del
mediastino a la tlnica albuginea de la marte anterior y lateral
del testfculo, dividiendo el narénquima testicular en 220 ¢ r-&s
18bulos, cuyas baces se localizan en la sunerficie y sus &vwices
convergen al mediastine (Figura 3). Su parénquima se encuentra

formado en su mayor varte por tfbulos seminfferos muy sirucscs

]

nor el tejide intersticial.

El testfculo es una gléndula de secrecibn interna y exterr
Los tabulos seminifercos estln involucrados fundamentalrente en
la producciénr de ssvermatozoides ¢ esvermatogfnesis, que es la
funcién exbcrina del testiculo. La funcibn endbcrina testicular

es efectuada nor los gruncs de células intersficiales o c&lulas
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FIGURA 3
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de Leydig, que se localizan en el espacio intertubnlar, las cua-
les estln oprincivalmente encargacas de la nroduccibn de esterci-

des o esteroidesénesis.

Las c&lulas intersticiales o de Leydig, vrovician el medic am
biente hormonal local esencial, para que se cfectfie la ezmermate-
gknesis, al zintetizar y secretar la tcricstercna a los thbalcs

~eminfforos. La disfuncién de esta hormons sexual masculina a les

Yasog nguineos y linfAticos, ¥y -u dirtribucibn a tode =) orea -
ni=r: vor la circulacién geaeral, contribuye a la -reservacibr de
la funcidn de las glindulas sexuales secundarias y de ctras mani-

festacicnes caracteristicas del sexo masculino.

Cada l6tulo del testicule contiene de 1 a 4 tiibulcs zeminife
ros de avroximadamente 50 cm de largo y de 200 u de difmetro. In
el A~ice del 16bulo la tortuosidad de loz tfibulos disminuye y ex
nerimentan ura renentina transicibn a a tttbulos rectos, que =n
el mediastino testicular se abren a una reZ de canales denomina-
dos ratz testis o red testicular (Fisfura 3). La red se ccmunica
con el conducto del enidfdimc 2 través de una docenz o mbs de con

ductos eferentes (Firura 2 y 3).

Los tfibulos seminiferos estén formados nor la vpared tubular

0 membrana basal, a 1ls gue también se le denomina membrana limi-



tante (Figura 4). El té&rmino cde "membrana limitante" fue propues
to para designar a la estructura formada por la membrana o lémi-
na basal y vor una red compleja de c8lulas y de fibras de coli -

geno de reticulina y de glicoprotefinas.

La composicibn y organizacibn de la membrana liritante es es
pecifica de cada especie, En el hombre la membrana limitante es-
t4 formada vcr dos capas. La cava interna llamada membrana basal
¥ la cana externz dencominada tfinica propia. La membrana basal se
encuentra constituida‘a su vez vor dos subcavas, la mbs interna
nresenta una ectructura lamelar o estratificada al ser observada
al microscewio slectrénico y la cara externa formada funda-ental
mente por fibras de cclfreno, La tfinica preopia esti intimamente
relacionada ¢ intermezclafa con la cana exterza de La mombrana
ba=zal v ccntisne c%lulas -arzcidas a los fibroblastos, fibras de
retic:iina y una sustancia amorfa compuesta de mucovolisachridoes
&cidos, Una de laz caracteristicas m&s sobresalientes de &sta -
membrana limitante, es la vresencia de pliegues e invaginaciones

en las &reas sobre las que descansan las células de Sertoli (Fi-

gura 4) (Johnson-1977; Hafez-1980; Mann-1981).

2.- Células de Sertoli.

Las c&lulas de Sertoli, nodrizas o de sonorte, no se dividen
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ni se regeneran despufs de la pubertad, por lo tanto, constitu -
Yen una poblacibn permanente y cuyas uniones de célula a célula,
mantienen la continuidad e integridad estructural del evitelio

seminifero. En condiciones patolégicas, caracterizada vor la au-
sencia de células germinales (Sindrome C&lulas de Sertoli), las

cflulas de Sertoli forman un epitelio columnar simple. En presen
cia de las células germinales las c&lulas de Sertoli se distribu
yen uniformemente en la l&mina basal (Figura 4 y 9). Las esverma
togonias m&s orimitivas se vresentan como células aisladas, mien
tras que las esnermatogonias en oroliferacién y diferenciacién

estfn interconectadas y forman cadenas de células que se distri-
buyen en los interespacios basales que dejan las células de Ser-

toli (Figura 5 y 9).

La estructura bhsica de las c&lulas de Sertoli es generalmen
te de forma columnar, pero sus superficies son modificadas vpara
acomodar en un laberinto comvlejo de espacics intercelulares ¥
de huecos o nichos citovnlfsmicos a las células germinales mis a-

vanzadas conforme se desplazan hacia el lumen (Figura S).

La morfologia finica de las c&lulas de Sertoli y sobretodo la
orzsencia y naturaleza especifica de sus uniones fuertes, permi=-
ten suponer, que las células de Sertoli son lds directamente res

vonsables del mantenimiento de la barrera hematotesticular y de
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FIGURA 5
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la divisifn del epitelio seminifero, en dos compartimientos prin
cipales: uno "basal", ocupado por las espermatogonias y los es =
permatocitos primarios prelevtoténicos, y otro "adluminal” o -
"yuxtaluminal" conteniéndo las formas celulares m&s avanzadas de

la poblacién mbévil de las c&lulas germinales (Figura 5 y 1l).

Las cBlulas de Sertoli también han sido implicadas en la pro
duccibn del 1fquide adluminal del tGbulo seminffero. La naturale
za quimica de este plasma varece ser crucial para el mantenimien
to de un ambiente 6ptiﬁo, en el comvartimiento adlfiminzl, esen -
cial para el desarrecllo y diferenciacibn de las cBlulas germina-
les. Por 2sta razbn, se ha vostulado que algunas hormonas vodriam
influir en el desarrollo de las células del epitelie germinal, en
virtud de su capacidad vara modificar el funcionamiento de las
células que controlan la barrera hematotesticular y la produccibn

del liquido al esvacio adlfiminal. (Johnson-1970: Johnson-1977).

3.=- C&lulas Germinales.

%1 t&rmino "célula germinal" es utilizado para designar ines
pecificamente a las c&lulas sexuales femeninas o a las masculinas,
en cualguier etana de la gametogénesis, En el macho, la gametogé-

nesis recibe el nombre de esvermatogénesis (Figura 8).
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A sinmple vista la espermatogénesis parece un proceso simple
y manifiesta muchas caracteristicas comunes a diversas especies,
En términos generales, la secuencia del vroceso espermatogénico

e5 la sipuiente:

1 2

8pg 1. spg > spet 3 o T M spct 20 2

3

s sptd > STZ

LI

1) Por mitosis, las espermatogonias (spg) zeneran c&lulas hiijas;
algun~s de ellas son retenidas como cflnlas pregsnitoras, prescr
vando la estirpe espermatczenial, ¥y otras 2svolucicnan a esperma-

tocitos primarios (soct 1°),

2) Por meiosis, los esvermatccitos vnrimarios dan origen inicial-
mente, a los espermatocitos secundaries (spct 20) ¥ posteriormen

te a las esnermatides (sptd).

3) Finalmente, por diferenciacidn celular (esvermiogbnesis), las

espermitides se transforman en espermatozoides (spz) (Figura 6).
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FIGURA 6
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Un anilisis mAs profundo de este proceso, revela que las dis
tintas fases en que se divide, mitosis, —eicosis y esnermionéne -
sis, no =on tan simples como se habia supuesto, sino que son més
complejas. Por é&sta razbn se describe = continuacidn y en forma

breve los hallazgos mis sobresalientes de Bstas distintas fases,

l.- MITCSIS, Con el fin de que la esnermatogénesis continfie inde
finidamente, sin agetar las reservas de esvermatogonias, uno o
mas tivos celulares deben actuar como células zerminales basales
(cgb) y generar nuevas esnermatogenias en el enitelisc seminifero.
Una cBlula germinal basal puede ser defirida, como una célula gue
retiene la cavnacidad de prcducir elementos celulares diferencia-

dos ¥y otras ctlulas germinales basales.

Hasta la fecha, las investigaciones acerca de la renovacibn
de las c¢gb, ep una gran variedad de especies de mamifercs, inclu
yendo al hombre (Clermont, 1972) no han permitiﬂo conocer la iden
tidad de las cgb. Sin embargo, la utilizacién de téenicas autora-
diograficas en cortes transversales y en montajes de tfibulos seri
nfferos comnletos, han revelado la existencia de cuatro generacio
nes sucesivas de spg. En base a sus caracter{sticas nucleares, su
proliferacidn y su topografia dentro del epitelio seminifero, &s-

ta poblacién de esvermatogonias se ha subdividido en svg de tivo
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Al, Aa, ﬁs ¥ Ah' En consecuencia, la proliferacibén mitética de
las sng es como sigue: las spg de tipo Al, se dividen sincrénica
mente y dan lugar a las spg tipo Aa; grupos de spg de tivo A? -

generan las tivo AB' que finalmente producen las de tipo 4 Las

5
spg de tipo Ah se dividen y dan origen a las spg intermedias -
{spg I), las que a su vez producen las spg tiro B (spg B). Las

spg B y las sog I son elementos diferenciados que ya se encuen -

tran ccmprometideos en la nroduccibn de spet 1° (Figura 6).

Adem&s de las espermategonias antes mencionadas, en el evite
lio seminffero también se encuentran esvermatogonias aisladas o
apareadas, que rara vez se dividen o gque tienen un ciclo de vida
muy largo. Zstas espermatogonias han sido referidas como de "re-
serva' (eng AOD ¥ se sunone que permanecen inactivas durante la

esnermatosbnesis,

2.- YMEIOSIS. La meiosis implica dos divisiones mitbticas sucesi-
vas con una sola duplicacién de los cromosomas. Por este motivo
al final de la meiosis, el nfimero de cromosomas caracteristico
de las c&lulas somhticas dinloides (2n), es reducido a la mitad,

a un nfimero haploide (n) (Figura 7).

Los estermatocitos primarios resultantes de la divisibn mi -

tética de las espermatogonias tipo B, son semejantes 2 las célu-
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las progenitoras, exceoto que su tamafio es un tercic menor gue el
de &stas. Su localizacién es basal y frecueniemente se encuentran
en contacto con la membrana bassl del epitelio seminiferc (Figuras
L v 9). Inmediatamente después de su formacifn, dunlican su D¥A

en pravaracifn mara su wrimera divisién mitética de la meicsis,

La nrofase de ecta divisifn es larza (en el hent
ximadamente 20 dfas), compleja 2 invelucra una re rganizacién es-
tructural pref.nda de la creomali =, conforme la céiu’: tasa opor
las etapas o estadics '» LIPTCTEINO, ZIGCTENG, PAOUITTINC y LIPLOTE
N0, Al final de la etara d2 leptor+~ o ¢ al inicio de¢ la zigotero,
los esvermsiccites primaries atraviezan la tarrerz ic.atotecticu-
lar y venetran al esvacic zdlfininal de las cflulac e Serteli, =
ectadio final de la profacse de la vrime-a divisifin mitdtica de la
meiosis se conoce con el nombre de DIACINWSIS, Des»ubs de la pro-
fase los creomosomas bivalentes s2 alinean en el plano ccuatorial

en Metafsse I, Durante la Anafase las crcmitides hijas de 1o

m

cro

mosomas homblogos se mueven a los molos unidos por su centrdmero,

En contraste con la mitcsis normal, los centrfmeros de esta
orimera mitcgis meibtica no se seraran, La Anafase I y 1» Telsfa
se I transcurren rinidamente y dos nuevas cflulas son generadas,
los esmnernmatocitos secundarios, Estas cflulas scn mis nequedas ¥y

tienen una vida media mAs corta que los esnermatocitos vrimarios

(aproximadamente 8 hrs).
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Sin duplicar su DNA, los esnerratocitos secundsrios inician
rapidamente la Profase de la sesunda divisién mitética de la -
meiosis (Prcfase II). Durante la Metafase II, los cromosomas se
alinean ecuatcrialmente y en la Anafase II, les centrémeros se
dividen y cada cromitide se desplaza hacia rolos opuestos. Al -
final de la Telofase II, quedan formadas las esner-itides cadsa

una conteniéndo un nimero hapicide de cromosomas,

Se= EISPERMICOENESIS, La esmermicg®nesis wnede ser dafinida coms

1z difererciaciln de 1z esmerphtide recientemente gonsrada, de

celular cecaveacionnl a una asnerwitide zlzrga-
da, flagelar y dividida en dcs vieszaas nrincirales: la cabeze y 1-
cauda o cola, justo antes de su liberacibn a1 lumen del %fibulo.

Deznués de su liberacibn, las esnermbtides scn referidas como eg

verratozoides.

Los acontecimientos mhs sobresalientes de este proceso extra
ordinarioc y ccmnlejo son: 1) La elabcracifn d=21 acroscma a var -
tir del Anarato de Golgi; 2) La condensacifn y. alargamiento del
nficleo: 3) La formacifn de un flagele mbvil; ¥y 4) La eliminacibn
de la mayor carte del citovlasma., Los factores resncnzables de
estos cambios tan drascicos del citovplasma y del nficleo, =z0n no

se congcen (Figura 8) (John=con-1970).



-a-

FIGURA 8

ESPERMATOGENESIS EN EL HOMBRE
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4,- Epitelio Seminffero.

La narte interna de los tfivulos seminiferos esti recubierta
vor un tipo finico de enitelic hibrido, que es simole y estrati-
ficado, constituide ror dos catesorfas de células: las de Sertg

1i y las germinales (Figura 9).

Las zflules Y2 3erioli, scn urna vablacibn d2 células que o=~

cupan degde la me

s=ana baial hasta 21 lumen del tdbulo semini-

ctlulss sermina-

les zo~ unz roblacibn e cilyl ue arolifa cerca de la ba-
se del tibulec ¥y oue al d=snlazarse hacia 21 lumen, durante su
gradunl difereonciacifn a 2smarmaroucides ferman distintos estra
tos merfoléylcos gue constituven un epitelio estratificsdo.

T

zt2 u:r ~rar cantid~d dp diferagcias gntro gl epitelio

seminifero y otrce o-itolics del orsanismo, Bn un evitelic co-

umnar, i1as c%lulas se encueatran firs

de sus suwerficies lateralss vor desmcsomas y mer uniecnes inter

mitentes, dencminadas tambi®n "gavp iuncticnz"., 51 la=s cBlulas

w

deben movilizarse mor renaracibn o morfogfnesis del enitelin,
entcaces hileras o ca»as de células se rueven ccmo un todo, in

dividualmente las c&lulas tienen noco ¢ ningln mcvimiente. En un

W

evitelioc estratificado que est3 centinnamente nroliferando on su
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FIGURA 9
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base y exofoliindose en su superficie, las cflulas tambifn estén
conectadas pcr unibnes duraderas del tipo antes mencionado, que
se establecen desde gue las células son generadas en la base ¥y

se mantienen durante su desvlazamiento hacia el lumen hasta que

scn exofoliadas.

En el enitelio ceminifero, la movilidad de las cflulas rer-
minales «~n desarrollo, con respecto a la noblacién estacionaria
de las c&lulas de Sertoli, no vermiten la formacién de esvecia-
lizaciones membranales mara la unién nermansnte de estas dos ca
tezorias de c&lulas, Fer microsconfia electrbnica se han peodido
obssrvar regicres limitadas de densidad subvnlasmalémica (Submem
branal), sin embarrg, no se han encentrzdo hactz shcora “desmcacmacs

verdaderos en la interfase eatre las c&lulas de Serteli y las -

germinales (Johnson-1970: Clermont-1963; Heller-1964).

S5.- Ciclo y Onda del Evitelio Seminffero.

En base a las caracteristicas morfoléricas que manifiesta el
acroscma, cdesde el inicio haszta la terminacibn- de su formacibn,
las es—zrmatides se han clasificado en varias clases. Todas es-
tas células junto con las demAs de la estirve germinal, no estin
distribuidas al azar en el evnitelio seminifero, siro que se en=-

cuentran formandc 2sociacicnes celulares verfectamente bien de-
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finidas. Una clase especial de esrvermatides, solo se puede aso -
ciar con otras esmermhtides, esnermatocitos y esvermatogunias -

que se encuentran en una fase esvecifica de su desarrollo.

Al evolucionar a la sigulente etana de su desarrcllo esvnerra
togénico, los elementos de una asociacibén celular determinsda ge
nera una nueva agrunacibdn celular. Asi, en un segmento cualquie-
ra del tihulo seminifero, la asociacién celular existente nrodu-
ciréd una seccuencia ¢a asceiacicnes celulares ciclicas. Las aso -
ciaciones ¢ etaras gue 5¢ nresentan entre dos arnariciones de una
misma asccizcibn czlular, en una area determinarda del tibulo, es
cenceida come "Jjicleo del Fnitelio Seminifero’ o "Cicle Zsnarmatg
génico". 51 afimero de cada ciclo es constante pare cada es-ecie:
en la r;ta son 1Lk en el cuyo ¥ =21 mono son 12 ¥y en 21 hombre son

5. Las etaras scn desienadas con afizercs romanos (Figura 10 y 10a).

En todes lecs mamiferos excernto en el hombre, una asociacibn
celular determinada ocuna un sepmento relativamente zrande a lo
largo del tfibulo seminifero. Asi cada segmentc ccrresvnonde a una
etana del ciclo del eritelio seminifero y es numerado de acuerdo
a fsta. Los segmentos estin disruestos a lo larsge del tdbulo se-
minifera, en orden consecutive para formar lo aqus se ccnoce con

el nombre de "Onda del Epnitelio Seminffero" u "Onda Esrermatopé-

nica, Cada cnda consta de una serie compieta de segrentos revre
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FIGURA 10

Representacién de las seils fases de la espermatogénesis en el
hombre, Estas fases revoresentan en conjunto un ciclo del epi-

telio germinal:

Ser - C&lula de Sertoli

Ao ¥ Ap - Esvermatogonias tipo A oscura y pilidas

B- Espermatogonia tipo B

R - Espermatocitos en reposo o prelentotencs

L - Espermatocitos leptotenos

P -« Espermatocitos paquitenos

Im - Espermatocitos primarios en divisidén

I1 - Espermatocitos secundarios

Sa, Sb, Sc, y Sd - Espermftides en diversas fases de la esper
miogénesis

CR - Cuerpos Fesiduales
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sentando las etavas o asociaciones celulares del ciclo esnermatg
génico esnmecificas de cada especie., Asi el ciclo se refiere a los
cambics que se llevan a cabo en un nerfodo de tiemrc en una area
determinada del tdbulo seminifero, mientras que la onda se refig
re simplemente a la distribucién de las asociaciones celulares

del ciclo eswermategfnice a lo largo del tﬁbulé. Es decir que la

cnda ez en esvacio, lo que el ciclo es en tiemmo,

En nrimates y otras esrecies de mamfferos, un2 asociacibn ce
lular ocura una frea extensa del tidbule seminffere (10 mm), mor
esta razbn, cusleuier seccifn transverszal del tdbule contisne ta

mizma asociatifin celular a2lradadeor 32 =2u circunferencia,

[N

3in esbar ge, @=n los tfibuios seminifsre- humancs, coada asocia
cifn celular ceura un esnacio muy restringide. Bn realidad cada
arrunacifn celular no se extiende a toda la circunferencia del
tfinrulo, wmor ioc tantc, las secciones transversales de los tfibules
siemnre revelan de dos a cuatro asotiacicnez celulares, Por con-
sifuiente, en el hombre no se manifissta la onda tfipica o carac-
terfstica del evitelio seminifero, verc el vatrfn fundamental -
del cicls del eritelio seminifero es tan constante y reproduci -

ble como en cualguier otra esvecie. (Hafez-1980).
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6.~ Barrera Hematctesticular,

Las c&lulas de la mayor narte de los epitelios columnares
veseen en sus membranas laterales adem&s de los desmosomas y de
las uniones intermitentes, "zonas ocluyentes circunferenciales”
o Miniones fuertes™ que "sellan" lo~ esvpacios intercelulares e
impiden la difusidn extracelular de cualquier sustancia en todo
el epitelioc seminifero.

Esta barrera 2 parmeabilidad establece una diferencia entre
la comprosicidn quimica del liguido lurminal y la de2l extracelunlar
(Figura 11). En ostos spitelios la obstruccibn yuxtal@minal, tam
bis&n induce a las células a transportar iones a través de sus -
menmbranas lateralss, con las que s5e forma un gradiente csmético
continuc on los espacios intercelulares abajo de la barrera hema
totesticular. La presencia de este gradientt nrovoca la moviliza
cifdn de 1iguido y electrblitos a través del evnitelio seminfifero

desde el lumen hasta lecs canilares subepiteliaies.

En el epitelio seminifero las uniones fuertes o zonas cclu =-
yentes entre las células de Sertoli no se encueatran situsdas
cerca del lumen, ya gue imnedirfan el mcvimiento de la noblacibn

névil de las cédlulas germinales, =ino aque se enrcuentran situadas
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FIGURA 1l
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cerca de la base del epitelio seminifero, en las prclongaciones
citoplésmicas de las c&lulas de Sertoli, gue se localizan arri-

ba de las esvermatogonias.,

La administracidn de diversas sustancias electrodensas, ha
permitido observar como se difunden estos trazadores, desde el
intersticio hasta la base del epitelio seminifero, verc no ne-
netran mfAs alld de las zonas ocluyentes o uniones fuertes de
las_células de Sertoli. Por esta razén se considera ogue estas
uniones son los substratos morfolégicos de la "barrera hemato
testicular"” nostulada nor los primeros fisiolcgos al observa-
que muchas de las sustancias que se administraban al torrente
circulatoric avarecian révnidamente en el linfa testicular, pe
ro no eran detectadas en el liquido recclectadc del rete tes-

tis.

Asi{, las células de Sertoli, con sus uniones fuertes o zo-
nas ocluyentes no solo son las encargadas de mantener la barre
ra hematotesticular, sino que también dividen al epitelio semi
nifero en dos compartimientos: Uno basal, ocupado vor las esper
matogonias ¥y esvermatccitos prelentoténicos y otro adlfirinal o
Yuxtalfiminal, contenifndo las etaras mfis avanzadas de la vcbla-

cifn mbévil de las células germinales (Figura 5 y 11), Evidencias
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mhs recientes indican que las c&lulas de Sertoli también crean Yy
mantiensenr un microambisnte esvecial en 21 ccmpartimiente adlfimi-
nal que 25 esencial vara el mantenimiento, desarrollo y diferen-

ciacibn de las células germinales (Johnson-1977),

7.- Tejido Intersticial ¢ Intertubular,

En el testiculo, el esvacio axtratubular se encuentra ocupa=-
do vor un tejido conzctivo fibreso, que se distribuye en todos
los esracios intersticiales angulares gque forman los tflbulos se
miniferos y al que se le denomina "Tejido Intersticial" o "Teji

do Intertubular® (Figura 4).

Este tejide corresponde al estroma de otras glandulas y cébmo
en otras gl&ndulas constituye el esqueleto del érgano y el sonor
te sobre el cual descansa el varénquima, en este caso los tibulos
semin{feros. Esta red de tejido fibroso laxo también recubre y -
sostiene a los vasos sanpguineos, a los vasos linfhticos y a los
nervios del testiculo. Las c&lulas libres que se localizan en el
tejide intertubular son numerosos macréffagos, algunas células ce

badas y ocasionalmente linfocitos,

Los princivales comnonentes extracelulares de tejido inters-

ticial son haces de fibras de colfgeno y un liouide abundante -
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con alto conterido de gliconroteinas. En el tejido intersticial

3

también exizsten numsrcsa asociacicres celulares conztituidas vor

elementos eniteloides conocidos ccmunmente come célulac de Ley -
dig., En estos grumos ¢ asociaciones las células ce Leydig no ese
tf&n en contacto Intiro, sino gue se encuentran sevnaradas per es=-
nacios intercelulares de 50 a 200 nm y 2 lecs que emiten microve-
llosidades o vrolongaciones citonlismicas cortas. Asf, lzs cflu-
las de Leydir exvonen al fluido extracelular, una mayer nrewer -
cién de su surerficie que las cflulas de la maycr varte de los e

pitelios comrmactos. Sin 2mbarge, las c8lulas de Leydig si re es-

tablecen vero #n mengr cantidad en uniones intercelulares ¢ en -
tre sus nroyeccipnes citonlé&snmicas. Fstas uniones se tree que fa
cilitan la comunicacién de célula a célula y la coeordinscibn de

sus actividades fisiclbrzica= dentro de asceiscicnos celulares,

La localizacibn testicular =n donde se efectia la produccién
de andrbgencs, ha sido investigada exhaustivamente y se ha deros
trade que el teildo intersticial es el sitic vrimario de la btio-
sfntesis y secrecién de andrégenos y que las células de ILeydig
son los compeonsntes celulares erndocrinos. La funcidn que raalizan
los esteroides vnrovenientes de los tfibulos seminiferos en la Ti -

siclorla testicular, permanece vnor ser dilucidada.



El conjunto de reaccilones bhisicas caracteristicas de las -
gléndulae que sintetizan estercides son: 1) La formacién de coles
terol a partir de acetato; 2) La escisibn de la cadena lateral -
del colesterol para producir As-pregnenolona; ¥ 3) la forrmacién

de varios esteroides a partir de la As-pregnenolona {Figura 12).

Existen dos vias metabblicas para la sintesis de testostero-
pa (T). La primera es la via AI’ en dende la progesterona (Pu)
es el principal intermediario; la segunda es la via A5 que pro-
cede de la pregrenolona via 170 ~hidroxi-pregnenclona y otros

As-en-sp-hidroxiesteroides hasta la testosterona,

Los estudios realizados in vitro han indicado que la via A"
y A5 esthn funcionando en el testiculo humano, sin embargo,
Yanahaira y Troen en 1972 (a), demostraron que la via A5 es la

via predominante en la blosintesis de andrégenos.

En el hombre, la testosterona es el andrbégeno secretado en
mayor cantidad por el tejido intersticial., Sin embargo, en el -~
plasma sanguineo, la concentracidnm de testosterona depende de la
cantidad de hormona que es incorporada a la sangre vor los teji-
dos que la sintetizan y de la velocidad'a la que es retirada de
la circulacién por los procesos catabblicos. Este filtimo proceso

@s conocido como M"velocidad de depuracién nmetabblica" (metabolic
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clearance rate, MCR) o simplemente "depuracién®, que es definida
como el volumen de plasma depurado de testosterona (depuracibn de
T) en la unidad de tiempo. En el hombre la concentracifn sangui-
nea, la velocidad de secrecibn y la MCR de la testosterona es de
6.9% 0.02 ng/ml; 7.4% 2.1 ng/dia; 6.6 mg/dfa y 995 125 1/d1a

(Hudson=-1966).

El patrén de secrecibn de testosterona varia durante la vida
del individuo. Durante el perfiodo postnatal inmediato, los nive-~
les plasmiticos de testosterona son elevados, desvués del perio-
do postnatal los niveles plasmiticos disminuyen y permanecen ba-
Jos (0.44% 0,057 ng/ml) hasta la pubertad. En la pubertad hay un
incremento ré&pido en la secrecién de testosterona, hasta que al-
canza los nivles del adulto (6.7X0.02 ng/ml). Posteriormente,
los niveles plasmiticos de testosterona permanecen dentro de és=-
tos limites hasta la vejez. (Johnson-1970; Makin-1975; Johnson-

1977).

8.- Regulacifn Hormonal del Testiculo.

Fl crecimiento y desarrollec del testiculo y el mantenimiento
de sus funciones en el organismo adulto, son dependientes de las
hormonas hipofisiarias princivalmente de la Hormona Foliculo Es-

timulante (FSH) y de la Hormona Estimulante de las C&lulas Inters
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ticiales (ICSH) conocida también como Hormona Luteinizante (LH)
(Figura 13).

En los filtimos afios, un esfuerzo conslderable ha sido reali-
zado con el fin de dilucidar la naturaleza precisa de esta depen
dencia. Como consecuencia, se ha logrado un avance significative
en la identificacién del sitio primario de accibén de las hormo =
nas hipofisiarias (FSH y LH) y en los mecanismos por los que sus
acciones son expresadas en sus células blanco. Hasta la fecha,
las evidencias acumuladas indican que la LH actfia sobre las cé-
lulas de Leydig y que las células de Sertolil son el sitio prima-
rio de la accién de la FSH, Las células de Sertoli también son
sensibles a la testosterona, Aparentemente las cé&lulas germina-
les no son sensibles a nineuna de estas hormonas y cada vez es
mbs evidente que los efectos de las gonadotrofinas, de la testos
terona y de otras hormonas sobre las células germinales son me -
diados indirectamente, a través de las células de Sertoli y las

células de Leydig.

Las cblulas de Sertoll y las de Leydlig poseen en sus membra=-
nas plasméticas receptores o sitios de fijfacidn de alta afinidad
para FSH y LH, resvectivamente (Figura 14). Los receptores repre
sentan los sitios de discriminacién hormonal y son también los

que determinan la esvecificidad de la respuesta de la célula a
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FIGURA 13
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la hormona. Los receptores gonadotr&ficos estén acoplados = la
subunidad catalitica de la adenilil-ciclasa y la funcifin del AMPc
(Adenosina-5'"-monofosfato cficlico) como mediador intracelular en
el mecanismo de accibn de FSH y LH ha sido perfectamente demos =
trada. Como todas las adenilil-ciclasas sensibles a estas hormo-
nas, las de las c&lulas de Sertoli y de Leydig parecen depender
tambi#n de guanidil nuclebtidos y en especial de GTP (Guanosina=-
5'-Trifosfato), que anarentemente desempefia una funcién imvortan
te en el acovlamiento del complejo "recevtor-gonadotrofina™ a la
subunidad catalitica de la adenilil-ciclasa, La activaciln de es
ta enzima también depende de las concentraciones de Magnesio, ATP

(Adenosina=5'=Trifosfato) y Calcio (Abramowitz-1979).

Como consecuencia de la fijacién de la LE a las c8lulas de
Leydig y de la activacifn de las vrotein-cinasas por el AHPC.
las vroteinas intracelulares fosforiladas por esta filtima ac-
tivan la secuencia de reacciones involucradas en la biosintesis
de esteroides. Se considera que el efecto predominante de la LE
sobre la esteroldogénesis, es el de estimular la hidroxilacibn
del colesterol para formar 20of, 22c{ -Dihidroxicolesterol. Estas
reaccliones constituyen el primer paso en la escisibn de la cade-
na lateral, estin mediados por el citocromo Ph50 ¥ se conceptfian

como las reaccliones paso-limitantes de la esteroidogélnesis (Figg

ra 14). Después de su estimulacién con la LH las c&lulas de Ley-
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dig también sintetizan protefnas 1l4blles que facilitan el trans-
porte de colesterol al interior de la mitocondria, este transpor

te parece involucrar la presencia de microfilamentos.

La FSH es requerida durante el desarrollo testicular para ini
¢iar y terminar la primera onda espermiogénica, posteriormente la
FSH puede ser substituida por la testosterona o no requerirse en
absoluto, Es decir, la FSH es indispensable para la induccibn de
un evento bioquimico esencial vpara el establecimiento de la prime
ra onda esvermiogénica en el testiculo en desarrollo. Sin embargo,
una vez que se ha iniciacdo este evento, la esvermiogénesis puede
persistir en la ausencia de FSH siempre y cuando este presente la

testosterona.

En apoyo a este concepto estin las observaciones de que la -
espermatogénesis continta llevindose a cabo en animales hipofisec
tomizados a los que se les administra testosterona inmediatamente
despulis de la operacifn y de que la fijaciém de FSE a las células
de Sertoli induce un aumento considerable en la sintesis de RNA,
de proteinas y de fosfolipidos en prevaraciones de cflulas de a-
nimales prepfiberes de una edad especifica, pero no en las prevara
ciones de células de animales adultos, Asi la FSHR parece desempe-

fiar una funcién "indispensable" pero “transitoria" en la inicia-



- 42 =

c¢ibn o reiniciaciébn de la esvermatogénesis (Spilman-1975).

Debido a las complejidades morfolégicas y foncionales que
plantea el testiculo para el estudio de las acciones de la tes
tosterona sobre la fisiologia testicular y en vista de que no
existe un sistema biol6gice adecuado para estudiarlas in vitro,
el mecanismo dz accidn de la testosterona sobre la espermatogé-

nesis es uno de los menos explorados.

Se han investigado los mecanismos moleculares involucrados
en la accibn de la testosterona en otras glhndulas y se ha con-
cluido que es la DHT (Dihidroxitestosterona) y no la testostero
na la que ejerce los efectos androgénicos. En vista de gque se ha
demostrado la formacidén de DHT a partir de testosterona en el te
Jido testicular, es posible suponer que sea la DHT la hormona ac
tiva que participa en la regulacifn de la fisziologia testicular.
Sin embargo, el mecanismo de accién de la testosterona sobre la
esnermatogbnesis permanece aiin por ser dilucidado. (0O'Piordan -

1978).

To obstante, las gonadotrofinas hipofisiarias y la testoste-
rona no son las Gnicas hormonas que participan activamente en la
regulacibn y/o modulacién de la fisiologia del testiculo en los

mam{feros, Recientemente una gran cantidad de evidencias exveri-
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mentales indican que el estradiol también podria desemvpefiar una
funcibén importante en la regulacién de la nroducciébn de andrége-

nos y por lo tanto, en la fisiologia total del testiculo,

9.~ Efecto del Estradiol en la Fisiologfa Testicular,

Los efectos que precenta el estradiol en la fisiologia tes-
ticular en el hombre y diversos animales de laboratorio se cong

ce desde hace mucho tiemro.

Las orimeras observaclones de la influencia que vprasenta la
administracién de estradiol sobre el testfculo humano, fueron -
descritas por Huggins en 1941, como efectos secundarios durante
el tratamiente con estradicl em vacientes con cincer prostéitico,
en los que se producia una disminucién en la produccibn de esper
matozoides, atrofia testicular ¥y una alteracién en la funcibn y
morfolosia de los 8rganos sexuales secundarios. Subsecuentes in-
vestigaciones efectuadas en 1954 por de la Balze aportaron nuevas
evidencias del efecto de los estrépgenos sobre la fisiologia ¥ mor
fologia del testiculo humanc normal. La administracién de estra=-
diol o Diethilestilbestrol (DES) a hombres adultos, en concentra
ciones mis elevadas que las detectadas normalmente, la secrecién
de las gonadotrofinas hipofisiarias se inhibe y la funcibn testi

cular se altera. Un anflisis microsclpico testicular mostré: 1)
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Una disminucién en el tamafio de los tfibulos seminiferos; 2) Hia-
linizacibn y fibrosis de las membranas tubulares; 3) Reducciénm o
ausencia de las células germinales, ¥y 4) La desapariciémn casi =
comvleta de las células de Leydig, Adembs de estos efectos se =
produce tambibdn impotencia, yq que los estrbégenos eran incanaces

de mantener la 1ibido y la potencia sexumal.

Estas observaciones fueron ampliadas por los estudios de =
Rinecl-1963, Kincl-1964, utilizandeo ratas machos las cuales fue-
ron p}eviamente tratadas con estradiol, les producia alteracibn
testicular, que se reconocia vor infertilidad, atrofia del testi
culo, la préstata y la vesicula seminal. Como consecuencia del
severo dafo en el epitelio seminifero, este solo consistlia de cé
lulas de Sertoli ¥y espermatogonias aisladas, en tanto que los es
permatocitos y las esvermitides se hallaban completamente ausen=-

tes.

Los cambios observados en el testiculo y los 6rgancs sexuales
secundarios, en el hombre y la rata con estradiol fueron poste =
riormente ampliados y confirmados por Verjans (1974), Robaire
(1977) y Hunt (1979) en la rata adulta; Meilstrich (1977) en rato
nes y Dickson (1981) en el hombre, Los resultados obtenidos por

estos investigadores no solo reportan la alteracién de la fisio=-
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logia y morfologia del testiculo y de las glindulas sexuales
accesorias (préstata y vesicula seminal), sino que tambifn han
deterninado una disminucién en la concentracidn sanguinea de tes

tosterona y de las gonadotrofinas hivofisiarias (FSH. y LH).

Los cambios observados en la morfologia y fisiologia del tes
tfculo como consecuencia de la adninistracibn de estradiol fue =~
ron atribuidos a un mecanismo de accién indirecta del estradiol
debido a la supresifna de las gonadotrofinas (FSH y LH) secretadas
por la hip&fisis {Kinci-196h). Las gonadotrofinas (FSHE y LH) es=
timulan la produccifn y secreciédn de andrégenos por el testiculo
¥ vor lo tanto, la atrofia tegticular ¥y de las glhndulas sexuales
accesorias por el tratamiento vor estradiol son atribuidos a la
disminucidén en la produccibn de testosterona, que esti asociada
a la disminucidn de los niveles sanzulneos de T.LH (Tcholakian-1974).
Los resultados obtenidos por Shernis en 1973 durante la administra
cién de estradiol en el hombre también mostraron una disminucién
en la secrecién de FSH y LH por la hipSfisis y por lo tanto una
disminucién en la produccidn de testosterona. Similares resultados

fueron reportados en la rata por Verjans (1974).

Los estudios realizados vor Stewart-Bentley en 1974 en el hom
bre, demuestran que la inhibicidn en 1a secrecibn de FSH y LH de-

penden de 1la concentracibn de estradiol utilizada. A una menor -
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concentracibén de estradiol se obtiene una disminucién en los ni-
veles sanguineos de LH, en tanto que FSH no muestra un cambio sig
nificativo, En una concentracién elevada de estradiol ambas gona-
dotrofinas son inhibidas., Los niveles sanguineos de testosterona
son inhibidos en ambos casos, de Jong (1975) rerorta también &s-

tos resultados en la rata,

No obstante que los estudios de Shernis (1973) y los efectua
dos por Sawin em 1978 que demuestran que en el hombre el estra -
diol disminuye la concentracifn de testosterona sangufinez y de
las gonadotrofinas FSH y LH. Los resultados reportados per Jones
en 1978, muestran una disminucibn en 1los niveles sangulneos de
testosterona, pero no detecta cambios en los niveles de ¥S§ y LH

durante el tratamiento en el hombre con estradicl,

Estos resultados no eran concluyentes del mecanismo de accibn
del estradiol en la fisiologia testicular a través de la inkibi -
cién en la secrecibn de la FSH y LH por la hipéfisis, se realiza-
ron una serie de investigacicnes en las cuales se utilizaron ra -
tas adultas hipofisectomizadas las cuales fueron tratadas después
de la operacién con LH y estradicl simultineamente. Los resultados
de van Beurden (1977)a muestran que no se presenta una modifica =
cidn significativa en la concentracibn de testosterona. En tanto,

que los resultados obtenidos vor Hsueb (1978) y de Melner (1978)
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muestran que la sintesis de testosterona es disminuida por el e-

fecto del estradiol.

Los resultados de estos estudios suzieren que la inhibicién
en la produccifn de testosterona y por lo tanto lz inhibiciédn en
la fisiologia testicular, se debe a un mecanismo de accién direc
to del estradiol sobre el testiculo, principalmente sobre las c&
lulas de Leydig encarsadas 2e la biosintesis de testosterona, En
apoyo a este mecanizmo de accidén del estradiol se encuentran los
trabajos realizados ror Steimberger-1971, Yanahaira-1972 (b) y de
Meistrich-1977, gue muestran que los efectos inhibitoriocs del es
tradiol en el testiculo son revertidos cuando la administracién
de estradiol se realiza simultfneamente con testosterona o andrb

genos,

Una gran cantidad de estudios in 7itro se han realizado con
el fin de establecer la accibn directa del estradiol sobre el =
testiculo. Yanahaira (1972)(b) utilizando cultivo de tejido tes-
ticular bumano, ha demostrado que la adicibén de estradiol reduce
la sintesis de testosterona. Chowdhury (1974), van Beurden (1976),
Bartke (1977) y van Beurden (1977)(b) utilizando c&lulas de Ley-
dig aisladas de testiculo de rata, han demostrado también la in=-
hibicibn en la sfirntesis de testosterona como efecto del estradicl.

Los estudios realizados por Sairan (1979) confirman y amplinn As-



tas observaciones in vitro, demostrando que los estrégencs natu-
rales y sint&ticos inhiben 1ls accidén de la LH en las células de
Leydig, observada por la reduccidén en la sintesis de testostero-
na, S5in embargo, aunque se observa una reduccibn en la fijacién
de LE a su receptor, esta reduccifn no afecta la formacibn de
AMPE. en base a &sta observacidn sugiere que la inhibicidn de
por €l estradiol en la produccibn de testosterona, se presenta

a una etapa distal de la formacién de AHPC ¥ que este efecto in-
hibitorio del estradicl podria ser de una manera directa sobre
las enzimas esteroidogbnicas encarradas de la sintesis de testos

terona,

Los estudios realizados in vitro vpor Samuels (1564 y 1959)
han mostrado que los estrbgenos naturales y sintfticos pueden in
hibir la actividad de alrsunas enzimas esteroldogbnicas y ror lo
tanto, una disminucién en la sintesis de andrégenos. La inhibi-
cién en la actividad enzim&tica se presenta en la 17oL hidroxila
sa, l?Fa-Hidroxiesteroide-dehidrogenaaa ¥y de la esteroide Cl?_ao
liasa. YTanaihara (1972 b) tambifn obtiene de sus estudios ip vi-
tro, la inhibicibn de la actividad enzimética de la Bp =hydroxy=-
esteroide-dehidrogenasa. La actividad de esta enzima es necesaria
para la conversibén de Androstenediol (d:ks—Diol) a testostercna
desde dehydroeviandrosterona (DHA). Yanaihara no obtiene una ine
hibicidn en la actividad de la 1?P,-hydroxiesteroide previamente

reportado,
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Continuando con estos trabajos van Beurden (1978) utilizando
c8lulas de Leydig de testiculo de rata, tratadas con estradiol -
obtiene una disminucifén en la produccibn de testosterona, con un
simultineo incremento en la producciln de pregnenolona, Fste au=-
mento en la produccibn de pregnenolona sugiere un blogueo en la
esteroidogénesis descués de la formacién de vresnznolona. La de=-
terminacibn de la 17¢{ =-hidroxyorogesterona en este mismo estu -
dio, como uno de los esteroides binsintéticos intermediarics en
la sintesis de testostorons, presenta un incremento. Z2Zste incre-
mento de la 1704 =hidroxynrogesterona indica una disminucibn en
la actividad de la estercide Cl?_20 liasa, Una disminucibn simi-
lar fué cbtenida en la actividad de la 17eC -hidroxilasa. La con
versifn microsomal de vregnenolona a testosterona requiere la =
varticipacibn del citocromo Ph50‘ nara la 17o0< ~hidroxilacibn y

la actividad enzimitica de ecteroide C iz2sa, (Purvis-1973).

1720
Los estudios sobre la inhibicifn de las actividades enzimhti
cas por efecto del estradiol son ampliadas y confirmadas por -
Brinkmann (1980). Sus estudios in vitro, utilizando c&lulas de
Leydig, de testiculo de rata tratadas con estradiol, comprueban
la disminucién en la produccién de testosterona, la inhibicién
de 1las actividades de las enzimas micrssomales 1l7e< =hidroxilasa,
1a esteroide 31?-20 liasa y los niveles del citocromo microsomal

quo. La disminucibn del citocromo Pk50 es también reportada por
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Kalla (1980) y sugiere que la disminucidn en la actividad de las
enzimas microsomales, puede deberse a una co-secuencia en la dis
minucidn de los niveles del citocremo PREO'
Sin embargo, Cigorra (1980), Melner (1980), en base a sus eg
tudios experimentales realizados in vitro cen células de Leydig
alsladas de testiculo de rata sugiere gue los efectos inhibito-
rios que cansa el estradiol sobre las actividades enzimiticas de
la 17¢< hidroxilasa y de la esteroide cl?-ZO liasa, de la redu -
ccidn en la sintesis de andrigenos y el incremento en la 17e< -
hidroxiprogesterona y progesterona, ce¢ deben a un efecto local
del estradiol sobre las c8lulas de Leydig, y que este efecto ze
lleva a cebo a través de los recevteorss para estradiol oresentes
en las células de Leydig. Un aroyo a esta rroneecicibn, sus resul
tados muestran que la administracibn de un antiestrégeno (TAMOXI
FEN) previene totalmente los efectos inhibitorios causados por el

estradiol sobre las enzinas esteroidorénicas,

En 1972 Brinkmann con el fin de establecer el mecanismo de
accién del estradiol en el testiculo report§ la presencia de un
complejo recevtor-estracdiol en el testiculo de rata. lLos resul-
tados de este estudio demuestran que el tejido testicular de r

tas jbvenes y adultas vresenta una macromolécula que fija estr
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diol con una gran afinidad, estas macromol&culas presentan un cog

ficiente de sedimentacién de 83, una constante de afinidad de .
- oty

X 109 M 1 ¥y una concentracidn de sitios de fiizcién de 2 X 10 h

moles/mg de proteina citosbdlica.

Mulder en 1973 confirma la presencia de estas macromolé&culas
fijadoras de estradiol en el tejido intersticial del testiculo
de rata., Peporta un coeficiente da sedimentacidén para é&stas ma -
cromoléculas y también la nressncia de una macromolécula fij=do-
ra de estradiol ern 12 fraccibn nuclear de este tejido con unm cog
ficionte de sedimentacidn de 5.5 S. Mulder sugiere que lz presea
cia Go estas macromolfculas recentoras de estradiol en el nficlec
del tejido intersticial, es debido 2 un mecanizmo similar al ague
se rresenta en otros tejidos sensibles a 1las hormonas esteroides,
los que despuls de que la molfcula esteroicde es fijada a las mo-
l&culas recentoras citorlasmicas son posteriormente transferidas
al nficleo, con la subsecuente modificacifn de su coeficiente de
sedimentacibn del complejo recentor-estrfgeno. (Jensen-1967, Jen
sen-1973, Dickson-1981). Reporta tambi&n gue no fueron detectadas
estas macromoléculas en los aficleos de los tfibnloz seminiferos.
Van Beurden-Lamerks (197%4) revorta tambisn la presencia de una
macromolécula receptora de estradiol en 2l citccol del tejido in

tersticial dec testfculo de rata. La macromolécula nresenta un coe
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ficiente de sedimentacién de 8S, la concentracién de sitios de fi
jacibn de estas proteinas vpor el estradiol fué.de 0.12 pmol/mg de
proteina citosblica. La macromolécula fijadora de estradiol mos -
trd ser de naturaleza protefca, durante el tratamiento con enzi -
mas protefcas y por su sensibilidad a la temperatura. Sus resul =-
tades demuestran ademfs, que esta vroteina receptera de estradiol
presenta una muy baja afinidad de fijacién ner la estroma, estriol
testosterona y 5% -dihidrotestostercna, y uwna afinidad moderada

por diethilestilbestrol, durante los estudios de competicibn. Con
firma los resultados de Mulder (1973), 2l no detectar las protei-

nas fijadoras de estradiol en los tfibulos seminiferos.

Kato en 1974 y Abney en 1976 confirman y amplian las caracte
risticas de la proteina recentora de estradicl ea el citosol del
tejido intersticial de testiculo de rata. Reportan un coeficiente
de sedimentacibn de la proteina receptora de 9.9 S, una constante

10 ,,-1

de disociacién de fijacidn de 4.3 X 107°° ¥~ y un nfimero de si -

tios de fijacibn de 1.5 X 1074 nmoles/mg de proteina citosblica,

Los resultados obtenidos por Van Beurden (1974), Kato (1974)
¥ Abney (1976) de las propiedades de la proteina receptora nara
estradiol en el testiculo de rata son semejantes a las caracte -

risticas reportadas para el receptor para estradiol en endometrio,
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fitero humano y en otros tejidos y 6rgancs sensibles a estradiol
(Slyamola=1972, Katzenellenborg-1973, Sica-1973 y van Beurden-
1974).

Posterlormente se desarrcllaron varios estudios para estable
cer las variaciones que presenta la protafna receptora para es -
tradiol en ratas hivofisectomizadas y de las fluctuaciones que
rresents el receptor a diferentes edades del desarrollo de la ra
ta (de Boer-1976; de Boer-1977 a, b; Abney-1979) y en algunas al

teraciones testiculares (Duve-1979; Alva-1920).

La presencia de esta proteina receptora para estradiol en el
testfculo humano, fué descrita por Tamaya en 1978, en el testicu
lo de un nifio cor el sindrome de feminizacidn testicular (TFS) y
en 21 testiculo senil de tres pacientes con chncer prostitico.
El anflisis en un gradiente de sacarosa revell una protefina con
un coeficiente de sedimentacibn de 7S. La constante de disocia =
cifn determinada fué de aproximadamente 1.3 X 10™% ¥ en todos -

los casos estudiados,

Los estudios de Murvhy en 1930, confirman la prescncia de. la
protefna receotora de estradiol en pacientes con carcinoma nros-
titico. Los recentores presentan un nlmero de sitios de fijacibn

d2 A3% 20 fmol/g de tejido testicular (un rango de 58 - 118 fmol/g
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de tejido testicular) y una constante de disociacibn media de

0.2 0,04 nM (un rango de 0,1 -~ 0,2 nM).

Sin embargo, los conocimientos resvecto a la funcidén gue de-
sempefia el estradiol a través de su interaccibn con el receptor
en la regulacibén de la fisiologia testicular humana es muy 1imi

tada y no conocida totalmente.

%1l testiculo humano para su preciso frncicnamiento reguiere
de la testosterona sintetizzda por las cflulas de Leydig, EBn 1la
regulacibén de la sintesis de testostercna, intervienme el estra-
diol testicular a través de su interaccibn con su receptor cito
plésmico, Sin embargc, actualmente no se han realizads estudios
a fin de demostrar la presencia y/o variaciones que manifiestan
las moléculas receptoras durante el desarrolle testicular huma-
no ¥ en las diferentes disfunciones testiculares, por lc que con
sideramos importante la realizacién de este estudio para conocer
la presencia y/o variaciones de la concentracibn del estradiol
citoprlfsmico a diferentes edades del desarrollo testicular humano

¥ en el testiculo de vacientes infértiles,
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II,- OBJETIVCS

1.~ Determinar la concentracién del receptor citoplésmic
para estradicl sn testiculo humano de diferentes eda-

das,

2.~ Determi-ar la concentracidn del recevtor citoplésmico
para estradiol en 2l testicule de pacientes inférti -

L
on

2,- Correlacidn del diagnbstico histellsice 4 las “on -
sias testiculares de pacieantes infértiles con la rreo=-

sencia del racegtor nara esiradinol,
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MATERIAL Y METODOS

1.~ Obtencién ég Muestras BiolbSgicas.

a) Muestras de Tejido Testicular de Hombres de Diferentes

Zdzdes.

Las muestras de tejido testicular de hombres de diferentes
s fuercr obtealdas durante la realizacifn de autopsias, ror
rvicio do Patolegla de los diferentes HYesnitales del Centro

o Kacion=zl, IMSS, a diferentes indivicduos que fallaciorcen

tologta testicular. Las muestras testiculares fueron toma-
un tienro m&xiro de 4 hr despubs de la muerte del indivi-

fuercn utilizadas inmediatamente para la determinaciln ds

receptores para estradiol,

Testiculares de Pacientes Infirtilﬂs.‘

Las biomsias tasticulares de racienteg infértiless fuercn
zadaz en &l Jervicic de Andrologia del Hesnitzl Gensral -

entro Midico Macional, TMS3. Las biopsias fuercs utillza -

das inmediatarente marz realizar un diasndstico histolércice ¥

ls dotermlnacibén ds racentores vara esiracicl,
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2,- Clasificacifn de las Muestras Testiculares,
a) Durante el crecimiento.

Las muestras testicularss obtenidas per autopsia s2 clasi

ficaron en cinco gruvcs de acuerdc a la edad que presentaban -

Gruro I.~ El wrimer gruro de individuos presenté un rengo
de 0 = 0,5 sfos de edad, Se ubicarco” tres bebbs: uno recifén na-

cido (0,2 afca): unc do cuatro meses (0.7 »%0s) ¥ uno de seis

Gruzo II.- El rango de edad del segundo srurnc fud =ntre
1 - 5 afics d2 edad. Este gruno consistié de tres nifios: dos de
un afio ¢. sdad ¥ uno de tinco aftos de adad,

Grurve III.- El tercer gZruvo precsenta un rango de edad de

35 = LG afics. Se ubicaron en este srurno tres hembres de 34,725 y

Grupe IV,.= El rango ds edad 2el cuarte grunc fué cntre 55—

N

£5 ados de eded, Se incluveron cuatro hombres de 54, A4, &4 y £



Crupo V.= El quinto gruro fud de un ranco de edad de 70 =
35 afins. Se uticarer er el cinco hombres de 70, 74, 74, 75 y 85

aloe de edad,

b) En Pacientes Infirtiles,

Laz muestras testicuviares de macientes infértiles se orde

o acherde a la disTancifn testicular,

= Tla pasientsa

resantepa Orquitis por el tratamiento de

5o ver radicterania,
2= ntaban 21 Sindrcome C%lnlas de Ser-
told

Za= Un pnciente nrasentaba Orouitis Teostevirsl,

4,= T'n patiente prasentaba Criptorquidia Bilateral,
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3= Procesariento rde laz Muestras Testiculares,

Las muezstras testiculares obtenidas vor autepsia fuercn u

oterzinar la concentracibn de .recentorss rara

o
pode
(]
}he
3]
i
£
i
@
4
)
]
m
Fiu

stradiol, Las muestras testiculares chbtenidas por biopsia fuee
ron separadas en dos partes, una de las cuales fuf utilizada ma

ra a2l e=s3tudic distclérsico, ¥ la otra fub utilizada pera la de -

a) Disgnéstice Histcilgico.

La mucstra de 12 ticmsia testicunlar fué fijada con Solu -

cidn Bowin. Despuls de la filacidp, fué e-tebida en parafina

et

zostericormente se cortaron ceccicnes de S5 M, Ls tincibn se rea=

1iz8 =ediante &l mfbtods de himateiiline=ecsina, Loz ceortes his-

3 muestras testiculares obtenidas vpor autopsia o vor =
bicnaia, s& les separa conpletamente la tfinica albusinea y lcs

vasos sasgulnecs, mara obtener el naréncuima testicular, &ste

a continvacifn, Para la deternina
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221070, madificade ar 41va-1980.
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s s N e . mnPy ¢ mmeerEemnI e G
T ) EEIENE ) 0.7 M ¥ EDPA . BTATL AINETETRA-A02
o e Ay - e T T 3 eawy 1. - r i .= -

115 48D 3. = P <+ B 71 I I ol 7 .f,, =4 c¢o zon ECY '3.1 " (rg
Loz #4700 = Srpond v¥Meter Vaadal IR, COLEMAN). La -

TR <2 citoanl 2 soe=
hrasadanta Sop M0 da no conta=-
sizer ol cize=cl con 12 eans 42 1isides formada sancima dvl 80 =~



brenadante, evitandec de esta manera la interferencia de los 14-

nidos en la determinacifn de lcs recentores para estradicl,

El citesol obtenido es utilizade inmediatamente vara la cuan
tificaciln del raceptor vara =stradicl (Alva2-1980) ¥ para la de=
terminaciln de 12 concentracidn de srotefnas wor el mitodo de =

Lozry=-1951.

a5 Meztlaz de Fijacibn Bsnecif

e

2] Recormtore

Batrodinl v 48 la Fidarils Inssaocsdifica Proteina Inespeci-

=i

Y
“
.

rie de tubes de ensayo nravisnmen
Ertradicl Tritiado (-’;H--':.‘;'ttrac‘.‘j-__

n

O ° M disuelto en etanol dasti

lado, postericraente se le2s acreca 200 n) de eitcsel (0.2 al),

ador frio TRIS=-EDTA vpara completar un veluman total
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Para la formacifn de la mezcla de fijacifn inesvecifica se -

utilizan una serie de tubos siliconizados, a los cusles se les 3

T -
ddiciona vna mezcla de “H=Estradiol (2 X 10 7 M) y de estradicl

-
=
.

r2 narsado cisn veces mis que la concentracién de “H = Estradicl

(2 21077 11) disueltos en etanol dectilado, rostericrmente 200 ml
de c¢itoscl, mhs amortiguader frio TRIS-EDTA, nara obtener un vo=-

lumen tetal en 21 tubo de ensayo de 250 ml,

Inenhagifn 2 las MezsYes de Pifacifin de Ezstradiol Especi-

Denrufs de 1la incubacidn 21 complajio receptor hormena es
abzertide cuands se le adiciona a las mezclasz d2 incubaciin eg
vectfics e ipossecdifica, 0.5 ml ds la susnvensifn de Ridroxila-

vatita (H4P) =21 AC% on amortigvader TRIS-HEC1 (2,05 M de TRIS)

g uvn »H de 7,2 aiustado corn FCL 1N (¥

arexc), Los tubos £

ren vezslados uniformensnts aciténddles amuavenente durante 10
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segundos cor intervalos de 5 minutos durante un perfode total de
22 minutos a QOC, para permitir la absorcifn del complejo recer=
tor=horzona nor la AP, Posteriormente, los tubos son centrifu -
zades a 800 gz durante 10 minutos a 4°C en una contrifuga Inter -
nacional (Internaticnal Centrifugue Universal Model UV), los co-

brenadantes scn descartados,

gl rTrecipitado de la BAP con x. ;s

nlejo recoptershorzona fud lavado por centrifurazifn, a los cua
les se les adiciona 4 ml dz amortiguvesdcer frio TRIS-EDTA, se re=

susrande el precinitado de la MAP por agitaciln suave durante

fueron realizados ner tres veces mfs, vwara eliminar en 31 mayer

Libaracifn 421l Cimvleic Recenter-Estradicl ds la HaP,
228 piae 1]

Lius wrecinitados de HAP obteridos durante lcs lavadoe cen

amortisusdor, z= les adiciona %.5 ml da etanol destilade. v son
agitadcs vigcroszamente durante 10 sesundos cada 3 ninutes, ror



clas formadas fueron posteriormsnte contrifugadas durante 10 mi
nutos & 800 g, permitiendo el emmaguetamiento de la FAP, el so-
brenadants utilizade vara la suantificacién de radiczctivids?

del estradicl iritiadc disnelto en el etanol.

Cuguntifisnciln dot Bstraiial Tritiado f£1iado.

1 Zad

e

tads #zual%e an =1

hew Dator~inagifn do Hotiicnas RBatergides on los Paclentas
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IV,- RESULTADOS

1.~ Concentracifn del Recentor para Bstradiol durante el

Dazarrollo Testicular,

Las muestras tescicuiares ce hogzmbres de diferentes edades

obtenidas por autorsia realizadas en el Servicic de Patelogla

e

e loc diferentes Hospitales del Centro MNBdice Macional, INMSS,

uaron utilizados nars la deterninacién de recentores vara Bse

y

tradicl, Los resultades cbtenidos de la determinaciln de recep-

-
3
o
11
i
I
bt

0s difesrentes grumos de 2dad se nuestran en la Gréfi-

Los resultades de la concentracifin del recegtor que se vre

sent® en cada grupc es la ziruiente:

El rrupo I con unm rance de O - 0.5 afios de edad, se deter=-
mind una conceantracién de recertores de 13,2X 8,06 ng/g de prog
tefna citosdlica. El ¥alor resultante es el promedio ¥ la des =
viacidn estandar de tres nuestras testiculares determinadas vor

duplicado.

2l zruwvo II, cor un rango de 1 - 5 afiod de edad, se deter-
miné una concentracifin de recevtores de 3.1 X 0,09 nz/g d: vro-

tefna citosdlica. E1 valor rezultante 2s el »romedic ¥ la des =
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GRAFICA |

CONCENTRACION DEL RECEPTOR PARA ESTRADIOL
DURANTE EL DESARROLLO TESTICULAR
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REALIZADAS POR DUPLICADO,
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viacién estandar de tres muestras testiculsres daterminadas vor

duplicado.

El grurec III con un ranrc de 35 « 4O aficz de edad se daters
miné una concentracibn de recevtores de £.6X 1,03 neg/g do vro-
tofna citoszélica, El wvalcr recultante es el promedic y la des =
viacién estandar de tres muestras testiculares determinadas ror

durlicado,

El grupo IV con un range de 55 - 65 afio= de sdad, prezentd
una concentracifin de receptores de 2,92 0,57 nz/c de vrotefaa
citosdlica. La concentracifn obtenida es 4l premedic y la des =

viaciba estandar de cuatro muestras testiculares determinadas

por duplicado.

Bl sruno V con un racss de 70 - 85 afios de edad, se ebtuve
ura concentracifn de recezicres de 3,1% 0.52 ng/g de proteina
citos8lica, E1l resultedo es el promedio ¥ la desvi=cilén esten -

dar de cince muestras testiculsres determi-adse ner dn-licado,

1 tedes les rrupes estudfados se obtuvo la yvrenecia ae

4]

centares testiculares para estradiol, Nc cbstante que el nrfirovo

sultados cbtenidcs muestran una elevada ¢oncentracién de recep-



tores despuls del nacimiento ( O - 0.5 afios) y esta concentrs -
cifn disminuye drfsticamente del primero al quinto afio de edad,
¥ al parecer se mantiene m&s o menos constante la concentracibn

durante el desarrollo testicular,

2.- Concentracién del Recevtor vara Estradicl en el Tes=

ticulo de Pacientes InfSrtiles,

Las muestras testiculares obtenidas por hiorsia de los ra
cientes inf2rtiles, en el Servicic de Andrologia del Hospital
General del Centro ¥&dico Nacional, IMSS, utilizadas para la de
terminaciln de receptores presentaron el recepter para estradia-
¢l, Los resultados obtenitos de la concentracifin de recentores

para aestradiol de cada paciente se muestran en la Grhfica 2,

Los resultados de la concentracién del recentor que rresen

t6 cada paciente es la signiente:

El paciente No. 1 de una edad de 23 afios.y que presentaba
Orquitis por el tratamiento de un seminoma por radioterania se
determind una concentracibn de recevtores de 23,0 ng/z de protei

na citosélica.
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GRAFICA 2

CONCENTRACION DEL RECEPTOR PARA ESTRADIOL EN
EL TESTICULO DE PACIENTES INFERTILES
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TESTICULAR DETERMINADA POR TRIPLICADO.



El paciente No. 2 de una edad de 24 afics y gue presenta=tba
el Sindrome C8lulns de Sertecli, se obtuvé una concentracisén del

recenteor de 52,1 ng/g de proteina citesblica.

El pacienta Mo, 3 de 24 aflos de edad y que presentaba Cr-
quitis post-viral, se cbtuvdé una concentracifn de receptor de

1,7 ng/g de rroteina citosblica,

El vaciente No, 4 ccn una edad de 23 afics y que presentse-
ba Criptorquidis bilateral, se determind una concentracibn de

receptores de 5,9 ng/z de proteina citosblica,

El naciente No. 5 de 31 afics de s2dad y que presentaba el
Sindrome de Klinefelter se determind una concentracibn de 1.°

nz/s de protefina citosblica.

El paciente YXo. & de 29 afics de edad y que presectaba el
Sindroms C%lulas de Sertoli, se deterziné una concentracifr de

2.9 ne/g de protelna citesblica.

Los valeres cbtenides es el resultade de la determinaciln
por trirlicado de la finica muestra testicular analizada, donde
s2 puede observar una gran fluctuacidn en la concentracién de

receptores para ectradiol de un naciente a otro,



3+= Diagnlstico Histolfrico.

*Laz biopsiaz testiculares obtenidas de loz mnaclentes in -
fértiles que asistieron 2l Servicio de Androlegfa del Hosrital
General del Centro Hfdico Nacicnal, IMSS fueron divididas para
su diagnlstico histoldglco ¥ para =l estudic de receptores ra=

ra eatradiol,

Las princivales csracteristicas histcléeicas observaidas
de los macientes infirtiles, que nos permiten le correlacidn con

1la nresencla de receptcres para estradiel son descritess a conti-

Paclente No., 1- Orquitis por el tratasmientic de un seminoma
testicular por radioterapia, Tl tefido testiculer mostré los té-
bulos seminifercs grandes y de tamaflo irregular, ccn una memtra-

na basal de arariencia normal, Arro¥imadarmente sl LOY de los tie

"

bulos szeminiferos no presenta?on eritalio zer:inal! rerec sf 1a
presencia de cflulas de Sertoli. En los tGbulos en los que la eg
narmatogfnesis persistid, s» encentrd avanzada hasta el estadc
de espernfitide tardfa, En el espacic intersticial se presenté -

hinernlasia de lac c8lulas de Leydiz, (Foto No. 1).
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Paéiaﬁte'ﬂc. 2y 6 - 3indrome C8lulas de Sertoli,

El =studio histolSgico mostrd gque el tamafo de los tfbu-
loz somintferos era de -tamafio normal, cor su membrana basal en-
grocada moderadamente, Los tf@bulozs seminiferos mostradan la ava
sencla de epitelio seminifero, unicamente presentaban células
de Sertoli, que eran de tamafic normal. No se observb fibrosis o
hialinizecifn peritubular. El =svacio intersticial mostraba las:
¢hlulaz de Leydiz de avpariencia normal, No se observd fibrosis
ni casdiog en 1z roblacifn de la= cﬁluia: 1ntersticialeé. (FeTo

No. 2).

scionte No, 3 - Crquitis Posteviral,

1=
]
w
“
pal &

adic histolérizo mostrd gue la tOnica albuginea se
vresentd nbs sruesa gue 1o norzal. Se ogbservd hialinizacibdn de
lcas t4tulos seorinifercs, adem?s de la ausencia de células zermi
nzies y ¢%lulazs de Sertoli, El esvacio inlersticial as ocupado
rcr las cflulas de Leyidigz gue s2 encuentran rodeadas de telido
conaztive edematoso. Ba el esnacio intersticial los vasos san -
gufneos muestran un engrosamiento de su pared ¥ rrominencia de

las c%lulas endeteltiales. (FOTO Ho. 3),

+ b= Crintorguidia Bilateral.
Bl estudio histclfciceo meztrd un reguedo engrozaniento de

ia thintca alm~inea, Los tdovlos seminifercs se olservan de ta=-



maiic irregular, presentanéo fibrosis de 1la membrana hoezl, En l-s
tfibulos seminiferos aunque se observa el enitelio perminsl, la -
mayor parte de e1l1los mostraban ausencia de las células cerminales
con una grae preliferacibn de células de Sertoli, En los tfbulos

en loe que la eassnerratogrénesis se desarrolld ze observa hasta el

sstado ~e esrernfitide tardia, EZn el eznitelio intersticial g9 ¢h -
sarvan laz ctlulas de Lerdie normales. (FCTC Yo. L).

Paciente Yo, % - Sindrome de Klinefelter,
Bl estudio histolbgico mostrs lcs tfibnlos seminiferos de ta

ular, con una meazbrans basal gruess ¥y ki

vronercidn fermando agruvaciones ¢ racimos de c8lulas, (FCTC Fo. 5).

Las caracterfisticas histolficas observadas en la realiza =
ciln d= esta trabajo, coinciden con las gue han sido nraviamaente
dzscritas por diversos autores para 2stes radecimientos testicula-

Sniffen-1952, fAnderson-1955, Mancini-1965," Paulsern-1967, -

Williams-1977 .



ey e

FOTO No. l.- Paciente 1. Orquitis por el tratamiento

de un seminoma testicular por radioterania,

FOTO No, 2.~ Pacienie 2 §j ¢. Sindrome Células de Ser-

toli.



FOTO No. 4.~ Paciente 4. Criptorquidia Bilateral,



36,5

Sindrome de Klinefelter.

- Paciente 5.

5-

FOTC No.



L,- Concentracibn Sanguinea de Estradiol, Testostsrons y

Profesterona en los Pacientes Tnfirtiles,

Los resultados cbtenidos en la Adeterminacifn de las hormg
nas esteroides en los paclentes infériiles, efectuadas en la U=
nidad Metabélica del Hosrital CGenseral dél,centro ¥ME&dico Yacionol,
I}¥55, se muestran en las Gr&ficas 3, 4 ¥ 5 que corresvenden res-
pectivamente a la concentraciln sanguinsa de estradiol, testos =
teron= y vrogestercna, Cada srffica incluye el rango de la con -

centracién sansvinsa normal de cada hormona analizada,

En el caso del raclenta No, I, que presentaba Crquitis por
2l tratamiento de un seminoma vor radioteraria no se determina -

ron los nivelas sansuineos de las hormenas esteroides.

En 2l honbre normal la concentracibn sancuines de estradiol
2s de 10 = 40 pg/al de sangre; la testesterona de L - 7 ng/ml de
sangre y de preosestercna de 0,25 - 0.80 ng/ml de sansre, Los ni-
valas santulneos de estas hormonas estercides detectadas en los

naciantes inffrtiles es la sizuiente:

El vnaciente Yo, 2 con el Sindrome C8lulas de Serteli se de-
torrind ina concentracifn de estradiol de 155.75% 19.90 vg/ml;
de testosterona de 5,74 % 0,76 nz/nl y de prorestercna de 0,95%

0,08 nz, 1 de sangre,



—?8-.

El paciente No. 3 con Orquitis vpost-viral, los valores de=-
terninados fueron vara estradiocl 266.40% 37,03 ng/ml;: de testos
tercna de £€.458 % 1,08 ng/ml y de progesterona 0,90% 0,28 ng/m

de sangre.

El paciente Yo, L4 con Criptorquidia Bilateral, las cencen=

g sanguineas determinadas fuercon para el estradicl 69,53

o
bt ]
w
3]
e
o
3
b

* 12,24 pg/ml; de testosterona 5.0% 0,39 ng/ml y de uroseste -

rona de 1,44 % 0,46 ng/ml de sangre,

T1 vaciente Ne, 5 con Sindreome de Klinefelter, lcoe valores
de ilas concentracicnes sanpulneas detcérminades fué nara el estra
dicl 82,09% 17.85 pe/rl; de testesterona 0,82 0,1€ nn/ml v de

prozesterona de 1,38 £ 0,42 ng/nl de sapcre,

El paciente lo, 6 con el Sindrome de Cé&lulas de Sertoli,
las concseatraciones eganrsulfneas deterninadas fueron 2%2,22% S€.40
rz/zl de sstradlol; 6.64% 0.22 nz/al de testostercna y de 0,712

0.24 re/ml de sangre de progesterona,

Los valores cbtenidos de los niveles sanguineos de las hor-
monss estercides en log vacisntes infértiles mostrd en todece ellos

una elevaci’n 2n la coacentracifén de estradiol, lLa testocsterons .se



mantuvo dentro del rango normal en todos los paclentes a excep=

ifn del paciente nfimero 5, eon gue la concentracifén de testos -

na o

isminuy$ knata valores muy tajos. La progesterona solo
pacientes nfimero 4 ¥y 5, mcstraron un incremento signifi-

en la concentracibn con resvecto al valor normel,
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GRAFICA 3

SANGUINEA DE ESTRADIOL EN

PACIENTES |INFERTILES
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GRAFICA 4

CONCENTRACION SANGUINEA DE TESTOSTERONA EN
LOS PACIENTES INFERTILES
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CION ESTANDAR DE 10 DETERMINACICNES REALIZA -
DAS EN CADA UNO DE LOS PACIENTES. LA ZCNA SCM
BREADE INDICA EL RANGO DE CONCENTRACICH NOBMAL

DE TESTCSTERCONA SANGUINEA,
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GRAFICA 5

CONCENTRACION SANGUINEA DE PROGESTERONA EN
LOS PACIENTES |INFERTILES
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UNQ DE LOS PACIENTES., LA 7ZCWA SOMBREADA INDICA EL
RANGO DE CCNCENTRACICN NCORMAL DE PROGSSTHRONA SAN

GUINEA,
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V.- DISCUSIOR

El testiculo realiza dos funcfones importantes en la vida del
hombre, una funcibn reproductora y una funcibén hormonal. La fun-
cidn reproductora la lleva a cabo en los tfibulos seminiferos me-
diante la produccidn de espermatozoides, proceso conocido como
espermatogénesis. Sin esta funcidn espermatogénica el hcmbre es
incapaz de reproducirse., La funcibn hormonal comprende la sintc-
sis y secrecibn de andrégenos, que efectuan la cflulas intersti-
ciales o células de Leydig. La testosteronﬁ es uno de los andré-
genos mhAs imvportantes y esenciales para el establecimiento, de =

sarrollo y mantenimiento de la espermatogénesis.

La regulacidn de las funciones del testiculo se hallan bajo
el control de la FSH y LH, hormonas gonadotroficas secretadas
por la hipéfisis. La FSH ejerce su efecto en el interior de los
tlibulos seminiferos, especi{ficamente en las células de Sertoli,
las cuales contienen receptores membranales especificos para
esta hormona. La LH actfia a traves de receptores esvecificos
sobre las células de Leydig, esta interaccién ‘entre la hormona
¥ el receptor desencadena el mecanismo esteroidogénico para 1la

producciédn de testosterona.



- 84 -

Sin embargo, la produccidn de testosterona no solo depende de
la estimulacién de la LH, sino que también ha sido rropuesto que
el estradiol interviene en la regulacifn de la sintesis de tes -
tosterona. Stumpf en 1969, demostrd que el testiculo es un 6rgano
sensible a estradiol, cuando a ratas machos les administré es -
tradiol radicactivo y utilizando autoradiografia, observo que
la radicamctividad se localizaba en el tejido intersticial, no-
tando que la mayor concentracifn de estradiol radioactividad se
localizaba en el nficleo de las cflulas intersticlales, Tambien se
ha comprobado que el testiculo sintetiza y secreta estradiol (

Kelch-1972; Longscope-1972; Baird-1973; Payne-1976 y van der
Molee~1681 ) ,

La administracibn de estradiol en el hombre y diversos anima-
les de laboratorio, trae como consecuencias una inhibicién de 1la
funcidbn testicular gue se reconoce por una disminucién en la fun-
cibén esvermatoginica y esteroldogénica, la alteracitn en la mor -
fologia y fisiologia de las gllndulas sexuales secundarias y una

disminucidén de los niveles sanguinecs de LH,

Los ef:ctos observados en la inhibicibén testicular como conse-
cuancia de la administracifn de estradiol, han sido atribuidos a

un mecanismo de accibn indirecta del estradiol sobre la secrecién
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de gonadotrofinas (FSH y LH). Sin embarge, aun cuando se han rea-
lizado diversos estudios con el fin de esclarecer el mecanismo de
accidn del estradiol sobre la fisiologia testicular, no se ha 1lle-
gado a una conclusién satisfactoria ( Chowdhury-1981 ),Em Dbase

a estas observaciones, es importante conocer el mecanismo exacto
de la regulacién de la sintesis de testosterona y de la manera en

que el estradiol interviene en esta regulacibn,

A la concontracidn normal fisiolégica del estradiol o incremen-
tada hasta por diez veces, deswmués de inyecciones prolongadas, no
afectan los niveles de gonadotrofinas (de Jong-1975). La demostra-
qién de gque a niveles fisioléglicos el ‘estradiol no presenta un
efecto sobre la concentracidn de las gonadotrofinas,pero si un e-
fecto inhibitorio en la sintesis de testosterona nos induce a es-
tudiar otro mecanismo por el cual rodria actuar el estradiol a
nivel testicular. Este mecanismo es el que ha sido previamente
pronmussto para la accibn de las hormonas esteroides en otros te-
Jidos sensibles a estradiol, en el cual el estradiol ejerce su
acclén regulando la sintesis de testosterona a traves de la fi-
jacibn con su receptor citoplismico presente en las células de
Leydig.

En avoyo a este mecanismo de accidén, se encuantran los estu=-

dios que han demostrado que los efectos inhibitorios observados
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vor el estradiol en la estercidogénesis testicular, son total-
mente prevenidos cuando se administra un antagonista de los es-
trégenos (TAMOXIFEN), impidiendo la reduccidn de la sintesis de

testosterona (Cigorra-1979; Melner-1980),

Debido a su hidrofobicidad y su bajo preso molecular las hor-
monas esteroides pueden difundirse ripidamente al interior de
todas las c&lulas del organismo, pero solo inducen reacciones
especificas en aquellas células de tejidos sensibles a los es-
teroides. Fl uso de las hormonas esteroldes radioactivas en estu-
dios de: 1) autoradiografia:2) cromatografia de afinidad:3) frac-
cionamiento celular y 4) centrifugacién en gradiente de densidad
han vermitido demostrar que la afinidad tan grande que manifies-
tan algunos tejidos por un estercide determinado, proviene de la
capacidad de las células para biosintetizar proteinas citoplésmi-
cas "especiales" que interceptan e interaccionan répidamente y
esneci{ficamente con los esteroides que penetran en la cé&lulas,

La aceptacién que le dan estas proteinas a las hormonas esteroi-
des, sirvid de base para denominarlas por el ncmbre de "recepto-

res" (Gorski-1976; Chan-1976 y Cidlowski-1978).

En términos generales, los receptores llevan a c¢cabo dos fun-
ciones importantes,la primera es de reconacer y seleccionar entre

todos los esteroides que se encuantran en contacto con la célula
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el més apropiado para funcionar como mensajero quimico; la se =
gundaes la de traslocar el esteroide al nficleo donde interaccio-
na con los sitios aceptores especificos y modificar la funciba

genbmica. Por esta razén se considera que los receptores son los
principales componentes del mecanismo por el cual los esteroides
mcdifican la expresibn genetica de la cflula e intervienen en la

regulacibn de algunas funcicnes celulares,

La facilidad con la que se desnaturalizan las proteinas recep-
toras, ha impedido hssta ahora su obtencién como esvecies mole-
culares homogéneas, en su lugar se han obtenido una gran varie=-
dad de especies cuyas formas dependen de las tecnicas que se uti-
lizanpara su aislamiento y purificacidn, La cantidad de recepto=-
res citplésmicos por cflula se ha calculado en 10,000 moléculas,
sin embargo, esta cantidad puede fluctuar dependiendo de : 1) la
intensidad y duracién de la estimulacién hormonal previa; 2) fac-
tores tales como la fase del ciclo de la c8lula, edad, metabolis-
mo, estado génetico, nutricidn, pretratamiento farmacolbgico ¥y
estado patolégico de la misma, asi como del efecto de otras hor-
monas, En relacibén a este (ltimo factor es conveniente recordar
que un estoroide determinado puede estimular o inactivar su pro-
plo sistema de receptores o el de otros esteroides. La progeste=-

na por ejemplo disminuye la concentracién de sus proplos recep =-
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tores y los del estradiol, en cambio el estradiol aumenta la can-
tidad de receptores para prgesterona y prolactina e induce un es-
tado refractario en sus células sensibles, solo cuando es adminis-
trado por periodos prolongados y a grandes dosis ( de Boer-1976;
Horwitz-1978; Cidlowski-1978 y Moge;-l980). En conformidad con
esto, resultados de los estudios mas recientes indican que cuando
un esteroide falla en estimnlar sus 6rrsancos sensibles, es debildo

a que las células carecen de receptores para esta hormona.

Los resultados obtenidos en la realizacibn de este trabajo de
investigacibn ha demostrado la presencia de proteinas receptoras
para estradiol en todas las nuestras testiculares estudiadas, con-
firmando y ampliando los estudios realizados en testiculo humano
por Tamaya (1978) y Murphy (1980), comprobando la sensibilidad

del testiculo humano a estradiol.

Las concentraciones del receptor psrs estradiol determinadas
en el testf{culoc humano de diferentes edades, muestra que se pre-
senta una concentracibn que varia dependiendo de la edad del gru-
po estudiado ( Grafica 1 ). La concentracifin de recevtores se
present$ en una mayor concentracibédm para el grupo de menor rango
de edad (0-0.5 afios) con una concentracién de 18.2 0.6 ng/g de
proteina citosblica y disminuye drésticamente en el grupo de l=-

5 aflos de edad, a una concentraciém de 3,1 0,09 ng/g de oroteina
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citosblica, manteniéndose mas o menos constante en los otros gru-
pos de edad estudiados ( 35-40 afios de 6.6 1.03 ng/g; 55-65 zafios
de 2.9 0.57 ng/g y de 70-85 afics de 3.1 0.52 ng/g de proteina

citosélica ).

Las variaciones de la concentracién de receptores para estradi-
ol, manifiestan un comportamiento similar al que ha sido determi-
nado durante el desarrollo testicular en la rata (de Boer-1976:
Abney-1976; Abney~1979 y Alva-1980). Una elevada concentracibn
ha sido determinada despufs del nacimiento y disminuye conforme
avanza la edad, hasta mantenerse mas o menos constante una vez
que ha alcanzado la madurez, FEl comportamiento que se observa
de la concentracibn de los receptores para estradiol durante el
desarrollo testicular, manifiesta un proceso inverso al patrén de
desarrollo espermatogénico y esteroidogénico (Rivarola-1972).Mien-
tras que la espermatogénesis y la esteroidogfnesis se desarrollam
paulatinamente hacia la produccibén de espermatozoides y la sinte-
sis de testosterona, la concentracifn del rrceotor para estradio”

disminuye notablemente.

La obtencibn de una elevada concentracibm de receptores para
estradiol a temrrana edad del desarrollo, puede ser el resultado

de la presencia de una crotefna plésmatica denominada globulina,



fijadora de estradiol y testosterona (Corvcl-1971: Horst-1977:
Nisula-1979) o de la AFP (Alphafetoprotein) gque presenta una gran
afinidad de fijacién por el estradiol y la cual ha sido descrita
en la rata en los primeros dias de nacida (Abney-1979). Esta po-
sibilidad es considerada debido a que no hayase sido removido
totalmente 1la sangre del tejido testicular y en comsecuencia las
fracciones citosblicas vudiesen estar contaminadas con estas pro-
teinas plasmiticas. Ambos componentes plasmbticos y el receptor
para estradiol se han sugerido imvortantes en la regulacibén efi-

caz del desarrolle de los 8rgancs sensibles a estradiol (Burke-

La posibilidad de la disminucibn en la concentracifn de recep-
tores para estradiol es acorde con la maduracibn testicular es
considerada en este estudio. La produccibn de testosterona es e-
levada al momento del nacimiento (Makin-1975; Ketelslegers-1978)
esta produccibn va disminuyendo desonés del nacimiento y durante
las dos primeras semanas de vida (Resko-1968; Warren-1973). Des-
pués del peribdo vostnatal la produccibnm de testosterona disminu.
ye ¥ permanece baja hasta la pubertad (niveles plasmiticos O.44%
0.057 ng/ml). En la pubertad se vresenta un incremento répido
en la produccién hasta alcanzar los niveles del adulto (6.7 %
0.02 ng/ml de sangre ), estos nivcles permanecen dentro de es-

tos limites hasta la vejez.
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La elevada concentracifn de receptores para estradiol, permi
tirfa que la testosterona permaneciese baja hasta la vubertad,
este efecto no solo es el resultado del efecto del estradiol so-
bre la sintesis de testosterona, sino también a la accibn que =
precenta en la inhibicibn de la concentracién de recevotdres a LH
(Hsueb-1978). Est§ proposicibn es apoyada porque la concentracifn
de receptores a LH es muy baja antes de la pubertad (Xetelslegers

-1978).

Posteriormente, el incremento en la produccibn de testostero
na en la pubertad y alcanzar los niveles adecuados para el desa-
rrollo de la funcibdn testicular, se oresenta un incremento en la
actividad de recentores a LH, incrementando la actividad esterol
dogénica testicular (Ketelslegers-1978). La disminucibn de recep
tores estrogénicos y por lo tanto el efecto del estradiol no ten
dria un efecto visible al incrementarse la concentracidn de re -
ceptores a LH, de acuerdo a la cantidad de receptores a LH nece-
saria para desencadenar la respuesta estercidogénica en la célu-

la de Leydig (Purvis-1981 a),

As! de esta manera, proponemos que la disminucibn de recep -
tores para estradiol durante la maduracibn testicular, permite
regular y no inhibir la sintesis de testosterona testicular, La

wz=ul=z4{fn 9 =zdulacidn del estradiol en la sintesis de testos-
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terona estar{a influenciada vor la concentracifn de receptores
para estradiol y por la produccién de estradiol testicular el

cual ejerce un efecto de regulacién y devlesibén de su propio re=-

ceptor,

La variacifn tan marcada que se observa en la concentracién
del receptor vara estradiol, ha sido postulade que seria el re -
sultado de: a) una reduccibn en su biosintesis o bien un aumento
en su degradacibn; b) un incremento en su utilizacibn, sin modi-
ficar su bdbioszintesis; ¢) un aumento en la concentracién del com-
prlejo recenrtor-estradiol a expensas del receptor libre, cuya con
centracibn disminuye como consecuencia de una constante o creci-
ente produccidén de estradiol por el testfculo; d) una dilucibm
de la proteina recentora, al incrementarse la cantidad de orotei
nas durante el desarrollo testicular: ¥ e) una combinacibn de =
cnalquiera de los factores antes expuestos. (Cidlowski-1974, Al=-

va=-1977, Cidlowski-1978).

Loz resultados obtenidos en este trabajo, en la determinacibn
de los recentores para estradiol, durante el desarrcllo testicu -
lar y en la d= los pacientes infértiles, y de la determinacién
de horronas esteroides sanguineas (Créfica 3, 4 y 5) y del diag-

nbstico histolbzico en los pacientes infértiles han permitido a=
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poyar que las varlaciones del receptor puede ser debido a los fac
res antes expuestos y de otros factores que no han sido estableci

dos totalmente,

El diagnbéstico histolégico realizado de las blopsias testicu
lares, nos ha permitido establecer las caracteristicas celulares
del tejido intersticial (Células de Leydig) y de los tdbulos semi
niferos (C&lulas de Sertoli y del epitelio seminifero). La pre =
sencia de las células de Leydig presentes en todas las biopsias
testicalares, nos ha permitido correlacionar que son las estruc=
turas responsables de la cresencia de los recerntores nzra estrs-
diol en el testiculo humzno, ampliando y confirmando loc estudios
que se han realizado en el testiculo de rata, comrrobando que el
receptor para estradiol se localiza finicamente en el tejido in =«
tersticial (Brinkman-1972, Mulder-1974, Kato-1974, de Boer-1376)},
especificamente en las células de Leydig (Dube=1979, Lin-1981,

Purvis-1981 b),

Durante la maduracién testicular, el testiculo =umenta su pe
80 conforme avanza la edad del organismo, hasta alcanzar la mada
rez sexual, E1 aumento en el veso testicular es debido princival
mente al tejido conectivo y a la avaricién del epitelio rerminal,
la contribucibn del tejido intersticial a este aumento es minima

¥ la de las cé&lulas de Leydig y por lo tanto de sus componentes
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especificos es practicamente descartable. En base a esto, la dis
minucibn en la concentracién de receptores para estradiocl durante
la maduracién testicular, puede deberse a una dilucibn, Sin embar
go, en los pacientes infértiles se muestra que la concentracifn
de receptores para estradicl, no depende de la presencia o ausen
cila del epitelio germinal o de las células de Sertoli. Para el
paciente Wo. 3 (Orquitis Post-viral) presenta ausencia del epite
lio germinal y de las cé&lulas de Sertoli, la concentracién de rg
centores a estradiol es de 1.3 ng/g de protelina citosdlica, nos
permite deducir que no es un dilucibn del receptor 1o que provo-
caria la disminucién de los sitos de fijacibn, Si bien, los nive
les de tectosterona sanguinea se en&ontraron dentro del rango de
concentracidn normal (6.48+%1.08 ng/ml vs 4=7 ng/ml de sangre),
la concentracifn de ectradiol sangulneo se encontrd elevada ===
(266.40 X 33,04 pg/ml vs 10-40 pg/ml de sanere) lo que permite
avoyar que la disminucidn de recertores es debido a la formaciém
del complejo recentore-estradiol, La nrorssterona sanguinea se en
contraba sin una variacibn significativa (0.90% 0.2 ng/ml vs 0.25

=0.80 ng/ml de sangre).

No obstante que en el caso del paciente No. 5 (Sindrome de
Klinefelter) las c&lulas de Sertoli y el epitelio germinal esta-

ban presentes, la concentracibn de receptores fué también muy ba
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Ja (1.5 ng/g de proteina citosélica). Esta disminucibn de los si
tios de fijacibn, podria ser el resultado de la elevada concten =
tracién de estradiol sanguineoc (82.09 pg/ml vs 10-40 pg/ml de -
sangre) y de una elevada concentracibn de vrocesterona (1.38 =
0.42 ng/mi vs 0,25-0.80 ng/ml de sangre) que ha sido revortada

que disminuye la concentracibn de recevtores de estradiol (cidlowg
k1-1973). Este casc es de vparticular interés, ya que la concentra
cién de testosterona sanguinea se encuentra a niveles avenas de=-

tectables (0.8% 0.16 ng/ml vs L-7 ng/ml de sangre).

La variacibn en la ccncentracién de recertores para estradiol
en los pacientes 2 y 6 (Sindrome Cé&lulas de Sertoli) también es
de particular interfs, La concentracién de recentores del pacien-
te No, 2 es de una muy elevaia conceantracién (52,1 ng/g de protei
na citosblica). Aungque ambos vacientes presentan la concentracién
de testosterona y de progesterona dentro del rango normal (Pacien
te No. 2: S5.74%+ 0,76 ng/ml y de 0.95% 0.08 ng/ml; Faciente No.
6: 6.64F 0,82 ng/ml y de 0.71 % 0.24 ng/ml vs 4-7 ng/ml y de -
0.25 - 0.80 ng/ml de sangre de testosterona y de progesterona res
pectivamente en cada paciente). El estradiol se encontréd elevada
en ambos pacientes (Paciente No. 2: 155.75% 19.50 pg/ml: Pacien
te No, 6: 232,22t 56.49 pg/ml vs 10-40 pg/ml de sancre). Esta e
levada concentracién de estradiol podria sugerir la variacién de

receptores en el paciente No. 6, sin embargo, no hay una explica
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cibn satisfactoria con respecto al paciente No, 2, de su eleva-

da concentracibn de receptores,

El paciente No. 3 (Criptorquidia Bilateral) resulta ser uno
de los casoes que mhs variaciones presenta con respecto a los pa
rémetros que hemos considerado, La funcibn testicular se encuen
tra slterada, la espermatorénesis no se ha desarrcllado total -
mznte, la concentracifn de recastores se puede considerar dentro
del rango determinado en el testiculo humano normal obtenido en
este trabajo (5.9 nz/é vs 2.9 % 0.57 - 6.6 % 1.03 ng/z de vrotef
na citosflica). Los niveles de estradicl sansuinéo no vresentan
una eievacldn que pueda considerarse importante vara que influ-
ya en la concentracidn de recentores (£9.5 * 12.24 pg/ml vs 10-4C
pE/m1 de cangre). La testozterona se encuentra dentro del rango
uornzl (5.0 0.29 ng/ml de sangre) y la progesteronz no presan=
ta una variacibn siznificativa con re-pecto a la Canentracibn

neremal (l.bh * 0,46 ng/ml va 0.25-0,.30 ng/ml de sangre).

Zn vista de los resultados obtenidos con resnmecto a las va-
riaciones de recsantores para estradiol en los pacizntes inférti-
les, rrononemos gue el mecanismo de accidn el ectradicl s tra -
vés de su receptor puede ser debido a los factores descritos an-
teriormente (Cidlowski~-1974, de Boer-1976, Horwitz-197%2, Cidlows

21=-1978, Moger-1978, Alva=-1977) y de otros factores intracslula-
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res especificos que merecen ser estudiados entre los gue debemos
considerar de gran importancia que la ceoncentracidédn de receptores
depende del resultadc dinfmico entre la sintesis, degradacibn y

activacibn del receptor hormornal,

Los trabajos de investigacifn qiue se hen realizado a fin de
conccer la presencia de recerntores para estradiol en el testicnlo
humano han sido muy limitados, y por lo tantc no se ha estableci-
do clarsmente el mecanismo de accifn del estradiol en la regula -
cidn y/o modulacibn de la testcsterona, y por lo tanto en la fi -
siclogia testicular, E1 “esarrollo de este trabajo de investiza =
cidn ha permitido contribuir 21 conocimiénto del mecanisme per el
cual actfia el estradiecl a través de su recertor en 1= fisiologia
testicular, apoyado en las determinaciones cbttenidas de la bpresen
¢ia y las variaciones del receptor para estradicl durante el desa
rrolleo testicular y de las variaclones del recentor que se presen
t6 en los nacientes infértiles, no obstante el limitado nflmerc Ze

muestras testiculares utilizadas,

Los resultados obtenidos en el nresente trabajo, donde se de
mostraron cambice en el nlimero de sitios de fijacibn para estra-
diol durante la maduracibn testicular y en las biopsias de pacien
tes infértiles, y considerando que el receptor libre para estra -

diol puede ser el resultado de un equilibrio dinimico entre la
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sintesis, degradacibn, utilizacibn y reactivacién del recantor
hormonal, ¥ de.la cantidad de testosterona sintetizada y de sus
metabolitos (progesterona y estradiol), podriamcs considerarics
como vuntos de apcyo en las fluctuaciones de los receptores pa-
ra estradiol. Por lo que consideramos imovortante el desarrollo

de nuevas investigaciones encaminadas a establecer cvales scn

los factores encargados de la regulacifn del recentor para es =
tradicl en las células de leydig, ¥ su relacibn que se estable-

”

ce con otras hormonas testicularss hipciisiarias.

Consideramo=z tamblén que en base a los resultados y observa-
ciones realizadas en lasz diferentes disfuncicnes testiculares,
que no 25 pocible dar una resnuesta satisfacteoria a las varilacig
nes are nresenta el receptcor para estradiocl, por lo que es inmnor
tante 21 Zesarrollo de nuevas investizaciones con el objetivo de
dilucidar la relzcifn existente entre las hormonas gonodotrbficas
sobre las diferentes lineas celulares testiculares y cde la aceién
que presentan estas hormonas ronadotréficas vara la sintesis y se
crecibn do las hormonas testiculares, y de la funcibn que lleva a
cabo en la fisiolcria del testiculo humano normal y en las dife -

rentes disfunciones testiculares,



VI,- CONCLUSIONES.

1,- La presencis del recentor citorlésmice nara ectradlel

estuvo rresente en todas lag muestras testicnlares sstudia

daz,

en las biopsias teatizulares de leos pacientez infSriiles,

rnaestran ura Zran variaziln en la corcentracién de rasisnte
a naciente 7 de la concentracifa deterrzinada or el testicu-

4= E1 diagnbstico histolérzico e laa biopsias testicularss
4= los vaclientee inffirtiles, ha vermitido cczfirmar gue las
cflulas 22 Leydis son un wmrerrequisitc indisvensable rara

la preasencia 2

0]

recenteras para astradiol testiculares.
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VII.- ANEXO
l.- Material

El estradiol tritiado (jﬂ-Ed) fué obtenido de Nuclear Chie
cago, Chicago Illinois; la actividad especifica de 3ﬁ - Ez

fue de 49,3 Curiss/milimola.

El estradiol no marcado ( Eg ) fue obtenido de Cal, piochem,
la Jolla California, USA.

El PRO ( 2.5-~Difeniloxozol, NO ), el POPCP ( 2.2'-p-

“15 By

fenilen - vis fﬁ—feniloxazo) c 02 ) ¥ 1a nidroxilapati~

2, P15 M2
ta (3 Ca3 (Pok): Ca {OH]E) fueron obtenidos de Sigma de St, Lo-

uis Missouri,
El etanol y el tolueno fuercn obtenidos de Sigma de México,
estos solventes fueron purificados por destilacién antes de su

utilizacibdn.

2.= Lavado y Preparacibn d= la nidroxilapatita ( HAP ).

La suspensidn de la hidroxilaratita se encuentra disuelta
en amortiguador a un pH de 6.2 . Antes de su utilizacibn 1la

hidroxlilapatita es lavada por centrifugacibn varias veces con
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amortiguador TRIS-HC1 ( TRIS (Hydroximethyl) Aminomethano. Sig-
ma de St., Louis Missouri ) el cual es ajustado a un pE de 7.3,
utilizando EC1l 0.1 N. El amortiguador sobrenadante del frasco
de la hidroxilanatita se descarta, y 1= hidroxilaratita es re=-
suspendida con amortiguador TRIS<NCl, la susrensibn es agitada
con magneto durante una hora a temperatura de ho C. Despufs de
la agitacidr es centrifugada ( International Centrifugue ) a

4° C, la velocidad de centrifugacidn se va aunentando gradual=-
mente, para perzitir un empaquetanmiento uniforme, hasta que la
velocidad se estabiliza a 2000 rpm, a Bsta velocidad se centri-
fuga durante 10 minutos. ¥1 sobrenadante es descartado, La hi -
droxilanatita precipitada es resuspendida en =mortiguader TRIS-
HCl, egitando y centrifugando nuevamente, se descarta. Se rea =
lizan los lavados que sean necesarios, hasta ajustar el pH de
la cuspensibn de la hidro:dlapatita se mantenga constante en un
valor de 7.3. El1 pH de la solucidn se toma en la suspensibn agl
tada y posteriorments en el sobrenadante, Cusndo el pH de la
suspensidn de la hidroxilapatita es resusvendido en amortigunador
TRIS-HCl, se agita durante 20 minntos, es decantada en una pro -
beta graduada descartando el amortignador sotrenadante. Para su

utilizacién se prepara una solucién al 60 %,
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3~ Determinacibn de Proteinas por el Método de Lowry.

Todas las nroteinas reaccionan con la sclucién alcalina de
Tartrato de Cobre, forrmando un complejo cloprico-aminoacidico.
La adiciér adicién a é&stos complejos, del reactivo feadlizo Je
Folin-Ciocalteau (Acido fosfomolibdio tungstico), produce una
coloracién azul intensa come con=secuencia de la reduccidén del mo
libdato a 6xido de molibdeno nor accidn de los radiczles de tirg
sina ¥y de los comnlejos clpricg-amincacidico. La intensidad de

la coloracibn wnroducida, cumnle la Ley de Lombert y Eeer,

Reactivos

A.=- Solucién Alcalina de Tartrato.

- Carborato de Sodio anhidro ( Na, €0, ) —emmomcmmmemmeae 200
- Tartrato de Seodio y Potasio {KNaCQHLo;'Eacﬁ ___________ 0.0%
- Disueltos en Hidréxido de Sodio ( NaQH ) =cccccccaccaea 0.1

B.= Solucién Cfinrica,

y - i ECSRBE.,

- Sulfsto Chprico ( CuSCh

~ Disuelto en fgua { HZO ) I N ~-— cbp
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C.- Reactivo Cupricoalcalino de trabajo.

- 45 m]l del Reactivo A+5 ml de reactivo B.

D.- Reactivo de Folin-Ciocalteau.

Este reactivo es de laboriosa preparacidén ya que re-
quiere 10 hrs de reflujo, una nosterior valoracifn y
neutralizacifn vor lo que se prefiere adgquirirlo en

¢asa comerclales, no siendo elevado su precio

¥y de

o

magaifica calidad y eatabilidad,

Ze~- Solucidn Patrbn de Proteinas,

- Albfimina bovina sérica ( ABS ) 1 rng/ml e-em==e 0.1 %

- Disuelta en Agua ( BEO ) cbp

Proceciniento

l.- Se prepara una solucién estandard de »roteina de al-
bfimina bovina sbrica ( ABS ) 1 mg/ml, de la cuzl se
tomaran alicuotas adecuadas para obtener 10, 20, 30,

40 y 50 ug de proteina por cada sistemz.

2.~ Se agregb el volumen de agua destilada necesaria pa-

ra obtener un volumen de 200 ul,



Se=

b=
5--
6-"

70'

9=

1C, -
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Se les afiade 1 ml de la solucibén C a cada uno de los
tubos.

Se les adiciona 0,1 ml de la solucifn D,

Se agitan vigorozamente todos los tubos,

La preparacidn del tubo testigo, contiene los reacti-
vos C y D, se sustituye la alicuota de la solucibn de
proteinas ror agua destilada.

Todos los tubos se dejan renosar 30 minutos.

Se preparan los tubos con las soluciones problemas, a
les que s=2 les adiciona S0 y 100 ul de citosol y 1 =l
del reactivo y 0,1 ml del reactivo D, Se les adiclona
agua destilade hasta igualar el volumen de los tubos
de la curva estandard., Se agitan vigorosamente (Vor =
tex. CGene Mixer, Scientific Products) y se dejan re -
posar 30 minuteos,

Se toman las lecturas de todos los tubos en un espec=-
trofotémetro (UNICAM, SP 800 B ULTRAVIOLET SPECTROPEQ
TeM=TER, FARRY MAZAL, USA) a una loneitud de onda de
550 nm en una celdilla de 5 mm de diémetro interno.
Las lecturas de la curva estandar se grafican ( coro
se observa en la grifica No. A ) ¥y las lecturas de
las soluciones problemas se interpclan, obteniéndo a=

sf las concentraciones de protelmas,
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GRAFICA A
0,0
0.4}
0.3%
0.2
0.1
° 0 20 30 40 50 60

Mg de proteina

CURVA ESTANDAR DE PROTEINAS.

METODO DE LOWRY.
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4.~ Determinacibdn de Estradiol,

Después de la adicidn de [2, Ly 6, 7 = lr'}ﬂOeeﬂcra\dio'.T. -
1?5( 1 X 16* dom, actividad espec{fica 100 31/mmol),a las
nuestras de plasma. E1 plasma fue extraldo tres veces con dos
voluzenes de &ter, Los extractos comdinados fueron elevados a
sequedad con nitrbseno a u5°C ¥ aplicado a columnzs de nicro=-
cromatorrafia con Sephadex LH-20, las cuales fueron empaque =
tadas en una riveta Pasierr. Las columnas fueron prelavadas
con 5 ml1 de Toluerno:Methanol ( 50:50 v/v ). Seguida por el la

vado de 7 ml de Tolueno:Methanol { 90:10 v/v ).

Desnubs de la aplicacidn de el extractc del olecsma a la
columna, la fraccidn conteniendo oestrona fue eluida con 2.6
w1l de Tolueno:Methanol ( 9:1 v/v ). La fraccién de 1’?-Pegtr2
dicl fue eluida subsecuentemente con 3 =l de la misma mezcla
del =zolvente y llevada a s>quedad. El antisuero (200 ul de una
dilucidn 1:21000) fne adicionzda a los residuos secos. Desnués
de mezclar en vortex la solucién fue mantenida durante toda 1la
noche a 4°C ¥y 50 ul fueron tomados para la estimacibn de reco=-

nociniento. Una alicuota de 100 vl fue transferida a otro tube
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¥y 500 ul de la suspensién de carbdm cubierto con Dextrin fue
adicionado, Despubs de mezclar y colocarlo a 4° C durente 10
minutos, los tubos fueron centrifugados a AOC ( 1200 g X 15 mi-
nutos ). Una alicuota de 500 u de el sobrenadante fue contzada

para estimar la cantidad de radioactividad unida al anticuerpo,

La nmaca del estradicl 1?B fué calculeda 2e el norcenta-
Je de radicactividad unida por la comparacidén con la curva es
tandard oreparada iguslrmente, La cantlidad de Oestradiol 17 -p
en las ruectras crifiasles, fueron ealcouladas despnfs de la
correccibn, por la recureracifn y de la mass del oestradiel rz

dicactive adlcionado.
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5e- Deterninacién de Testosterona,

Aproximadamente 500 cpvm ( 0,05 mug ) de 3'1'1’ = Testoste -
rone en C,2 ml de ethanol es adicionado a la muestra y contada
en un vial, el cual es utilizado como un indicador estandard,
La testosterona del plasma es extralda dos veces con 3 voluzea.

nes de Cloruro de nmetileno,

El Cloruro de metileno es lavado una vez con 2 =1 de 1 ¥
¥a0H, dos veces con 5 =1 de 850, ¥ llevada a sequed=zd, Los ex=-
tractos secos scn tomados cuaatitativamente y transferidoz con
=lltiples lavados en cromatografia con mettancl, La testostaro-
na estandard ( 10 ug ) es coloceda en una cromatografis parale-
la, Las muestras y la testosterona ectzndard som corridas nor
tres boras desvués de adicionar la fase mfvil. Las miestr:s co-
rridas, son eluldas con 10 =1 de etanol y llevedas a sequadad.
Las muestras son redisueltes en 5 ml de metharol, Tna =2licucta
de aproximaiamente el 20 % es tomada para ser contadz y calcu -
lar la pirdida durante la extraccibn y la cromatografia en pa =

pel,

La muestra restante ( 4/5 ), es llevada a sequedad, resus

pendida e incubada a temreratura anbiente con 1 ml de la dilu -
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¢ién de plasma de mujer fecundada 1libre de alblinina, contenién-
do 3Hﬁtestostercna por 15 minutos, Una columna de Sephadex de 6
cm es prenarada ¥y 1 ml de la muestra es transferida a la colume
na cuando el amortiguader alcanza la cana de Sephadex, 0.5-m1

de amortiguador es adicionado a la muestra y subsecuentenmente

a la columna, EZsto es seruido por adicidén de 1 ml ¥ 2 ml de a =
rortiguador o solucidn salinz, La elusibn de 1.5 - 4.5 mi, re -
presentardo la fracelén unida de muestras o estandar, es extrai
da dos veces con 3 volumenes de Clorure de netileno. Los extrac

tocs

mn

on transferidos a 20 =l de estandard contados en viales ¥
lievndoc a sequedad en vacfo ¥y la ‘T ra2foactividad es contada
vor un 2zspectdmeiro de centellec. La curva estandard es realiza

da por la incubscibn de 0 - 8 mug de estandar con el plasma = a

T
“% = testostzrona =2zclada ¥y corridos los ectandard

a travds del Sephadex colocacdas al micmo tienmpo que las rmuestras

problena,

Lz cantlidad de testosterona c¢on el plasna se obtlene des=-

vuds de los cflculos y las correccicnes de la curva estandard,
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£, . Daterminacifn de Progesterona.

La progesterona fue estimada por radioinmuno-ensayo utili
zando un anticuerro contra un complejo ll& hydroxynrogesterona-
henmisuccinato=-BSA ( AlbGmina Bovina Serica ), El método consis-
te de les sizuientes etapas: Despufs de la adicin de[é,Z,G.?-Eél
Progesterona ( 10,000 DPM, actividad especifica 107 Ci/mMol ) a

el plasma, fue extraido dos veces con 1 ml de n - Hexano.

Los extractos combinados fueron a sequedad a 45° ¢ con ni
trézeno y 200 ul de anticusrpo en PB3-Buffer ( 1:15000 ) fue a-
dicionado. Después de la incubacidn por 2 8 17 hrs a 4°C, 50 ul
fueron tomados para la estimacidn de reconocimiento. A los 150
ul restaates, se les adiciond 500 ul de carbfn cudierto con dex
trfin en PBS-Buffer. Los tubcs fueron mezclados e incubados a 4°
C por 15 minutos. El porcentaje de radiocactividad unida 51 anti
cuerpo fue calculada desnuds de contados los 500 ul del sobrena
dante, desnuls de la centrifugacibn ( 1200 g X 10 nin ). La con
centracidn de nrogesterona fue lefda de la curva estandard y co
rrelacicnada nara recuperar, la cantidad de pregesterona radioac

tiva adedida y el volumen extraido.
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7.~ Técnica Histolbgica.

La Histologia y por lo tanto el diagnbstico histopatolégico,
deben su existencia y progresos a técnicas que permiten el estu

dio de los tejidos al microscovnio.

La técnica histolbeica nermite el estudio de una cara muy
delgada de tejido, gue al ser observzda al microsconio, conser-
va la forma més ex:cta nosibla ~“2 la estructura de las c&lulas

¥ los tejidos, es decir, su agrupacién y disvosicién recinrocas.

Zs importante vara hacer un buen estudio histolégico la ob-
tencibdn de la muestra de tejico, la cual debe ser tratada ccn
mAximo cuidado, obtener los blogues de tejiido rAvidamente y con
gran nrecaucibn, ya que Bstos emviezan a sufrir cambios degene=-
rativos desnufs de haber sido obtenidos, &stos cambios vost mor
tem se interrumpen cuando el blcque de tejido se intrcduce en un
fijador, el bloque no ha de tener mis de unos vpocos milimetros
de espesor mara que el fijador pueda nenetrar ranida y comnletz
mente en &1, La fijacibn esti destinada a inmovilizar las estruc
turas celulares y tisulares en un estado lo mfs cercano al esta-
do vivo, de la fijacibn devende una mejor obtencibdn en las colo=-
raciones celulares, rara la interpretacién histolésica y citolb-

gica. Un buen fijador debe tener una venetracidn réarida y homé -
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genea, no producir retraccifn del tejido, revelar las organiza-
ciones intracelulares y las estructuras ocultas, evitar la desa
pericibn de las formaciones solubles, tales cozo el glucbdgeno,
cuidar la actividad de ciertas enzimas y vermitir, los elemen =
to= visibles con los colorantes, Aunque la fijacidn de un teji=-
do permite su endurecimiento, no lo permite lo suficiente para
realizar cortes en rebanadas muy finas, vara un eximen es neCe-
sario infiltrar el tejido, desnués de la fijacidn con una solu=-
cién de gelatina, parafina, c¢eloidina u otro material nlastico,
gue luego se solidifica de mansra que postericrrente nueda cor=
tarse conjuntamente 21 tejido y la matriz dé irclusibn. 51 se
utiliza narafina o celoidina debe deshidratarse el tejido pre=-
viazente con solventes orgAnices, la deshidratacién se realiza
suprimiéndo el ag:a del blcqus del tejicdo, sumergiéndola en al-
cohol en grado creciente hasta que ya no contenga agua, solamen
te alcohol absoluto. De ezte preceso, se efectfia la aclaracién,
slie 52 realiza por ejemplo con xilol, que es solutle en cera ¥y
alcohol, por lo tanto, ‘desnuds de salir del alcohol absoluto, se
sumerge en x1l1ol, hasta que el alcohol haya sido substituide vor
el xilol, Tosterlormente se realiza la inclusién, colocando el
bloaue de tejido en parafina fundida caliente y se deja hasta
que todo el xilol sea substituido vor la parafina disuelta, Ta

para’ina se deja endurecer y se suprime el exceso cortindolo,
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El bloque infiltrado de parafina se monta en un microtomo, con

el cunl puaden obtenersa cortes cen un espesor de 3 8 4 unm,

Los cortes obtenidos de &sta menera punden tefiirse, mediane
te 2lguns de las miltinles y variacas ceombinaclones de coloran-
tes que tifien los diversos contituyentes histolbgicos. fungue
paro tefair cortes chtznides con la técnica de parafna, se debe
de suprizir 1= torafing, yz aue la mayoris de los colorantes ac

than =éla

(]

n =:3io acwosav. Para esto, se coloca cada corte ola
no sobre un Tortsacketus, al cual se adhiere haciéndo gue dicho

poctaotietos sca pegajoco mojAndole con un material que no inter
fiera cecn 1la %tincién, Fl vortaoblefos, con el corte de teifidc ad

heride, ze introduce en xilel para suprimir 1a parafina, luego

W

n alecokel absoluts vara suprimir el xilel, después en alcoholes
cada vez menc: concentrados y finalmente, ¢n asna, Hecho esto
puzie secarse, y el corte de telidc guedard sobre el portaobje=-
tos y vodri teiirse con colorantes en solucibn acuosa. "na vez
tefildo el co-te se pasa a trovés de alcoholess de concentracién
creciente hasta el alcohol adscluto, luero en xilol, Postariore
mente s= realica el montaje en un meiio soluble de xilol 7 que
tenca in indize de refracecidn adecuada, “inalmaente e coloca un
cibreobjotes encima del corts, se comr-ime firmemente, y asi se

cttizne un tipo tastante permanente del odren-rado.
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Tl métcdo de tincién mis comlnmente utilizado, es el de

hematecxilina-essina, La he~atexilina es un producto nztural

~ara gue actfie como colorante debe oxidarse hssta censtituir

ura sustancia denominada hemateina. La hematoxilina provorcic
na un color azul o rirpura oscure a lag estructuras nucleares,
La o=3ina ec un colorante 3intitico gque da color roea o woio a

ins constituyentes tisulsares con los cuales se combina,

Reactivos : Soluclones

Hematoxiiina Yarris

Cristzles de hematoxilina -w-es - -- S g

Aleohol 9% ¥ cemsrarssemsrREsETTER TR s esemaes 50 ©C
Alnmbre de Anonlo 8 Potasio ~--m=c—-ecemccecea—- 100 g
fcuz igstilada —mmmmm————— - —————————ae———e 1000 CC

Cxito e merciurio m-ce-cmeccccsdae e cdccmeae——e 2,5 ¢

Prenaracifn

Tisolver lz hematowxilina en el alcohol, el alumbre en el a=-
zua ccn ayuda de calor. Mezclar las dos soluciones, Tleva» la
mezcla a hervir réanidamente como zea posible y entonces remover
del calentado el &xido de mercurio. Pecalentar la solncidn h-si»

presentar un color pfirpura ozcuro, a»roxirmadamente un minuto ¥
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rhipldamente remover el contenido de la flama y sumergirlo en una
vasija con agua fria, La solucifn esta lista para utilizarse cuan
do se enfria., %fAadir 2 - 4 cc de fcido acltico glacial a 100 cc

de la solucibn s{ se desea,

Alcohol fcido

Alcohol 720¢0 - - 1000 cc
tcido hidrocldr-ico contentrado ==mmuccccccomcemmaaa 10 cc
tzun de Amgnig

Agug == 1000 c¢

Agua ce Amenio concenirada m==-- 2a3’cc

Cartonate e litlo Saturzde

Carbonuzto de Litio lg

Agua deztilada -= 100 cc

Solucién de Bosina Alcohblica

Fosina Y, soluble en aguz m—e-=ae=- e m s ——— 2 g

Ag“a destilada we——mmremw==- 160 ce

Alcohol 95 % - 640 cc
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Solucibn de Lugol

Yoduro de Potasio 2 g
Cristales de Yodo 1g
Agua destilada - - 100 cc

Solucidn de Alcchol Yodado

Cristales de Yodo R 1¢

Aleoal 95 ¥ eecmesssmvacs . R S

3clucidr de Tiosulfato de Sodic

Tiosulfato de Sodio s g

Agna destilada --- ~== 100 cc

Trocedimiénto de Tincibn

3e=
'h-c"

¥ixol, alcohol absoluto, alcohol 95 ¥.

Tratar las secciones fijadas con solucibn de lugol o so=-
lucibdn alcohblica yodad al 1% de 10 = 15 minutos. Lavar
con agua. Tratar con tiosulfato de sodio al 5% durante

5 minutos. Lavar muy bien con agua.

Durante 15 minuteos tefilr con hematexilina.

Lavar con agua.
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Diferenciarla con alcohol Acido, con 3 a 10 inmersiones
rhipidas. Checar la diferenciacibn con el rmicroscopio, los
nficleos pueden verse distintos y el fondo con mucha luz o
poco color,

Lavar con agua muy breve,

Sumergirlo en agua de aronio o carbonato de litio satura
do hasta que las secciones nresenten azul clarc.

Lavar con =Jua circulante por 1C a 20 minutos,.

Colorear con svcina de 15 segundos a 2 minutos.

Tasarlo a través de alcohol al 95 ¥,

Alcohol absoluto. Hacer dos camblos.

¥ilel, dos camblos.

Montar.
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Xilol Xilol Alcohol Alcchol Alcohol
» > 100% —/ 00% —> 95% —>
Rt & ain 1 min 1 min 1 min
Yodo Agua Solucibén de Agua Hematoxilina
— 4 — Tigsulfato ‘& —= L — —
1 ain Tmersig Sedie - Imersic 15 min
nes 3 =in nes

Rgua Alcokol Azua Solucidn de 1: Agua

T ! L ——s Agua de Amonio —— Destilada —
Tzars'o 3-17 Imer Imersic § Imersiones 1% =inm

nes siones nes
Zosiua Alcchol slcohol Alcohol Alcohol
15 s —m 95 ¥ —_— 55 —_— 100 % — 100 ¢
a 2 aln 1 min 1 min 1 min 1 nin
“ilol 3 Zilel ] ¥ilel
2 aip 2 =in 2 min

LAVADOS Y FIJACION DE LAS MURSTPAS HISTCLOGICAS
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