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RESUMEN

En estudios realizados por diversos investigadores se ha
intentado determinar cudl as la importancia fisioldgica de 1la
sintesis de estrdgenos en el testiculo, asi como el sitio donde
ocurre la aromatizacién y el efecto que presentan diferentes
factores hormonales sobre la esteroidogénesis testicular, :atre
los que se encuentran la Insulina (I) y el Factor de Crecimiento
Epidermal (EGF). Para estos estudios han utilizado una variedad de
modelos in vivo e in vitro, y se han evaluado sobretodo los
efectos sobre la formacién del estradiol (Ep) sin correlacionar el
impacto que estos factores tienen sobre el resto de la via de
sintesis de andrdgenos. Por lo expuesto anteriormente, el presente
trabajo se realizd con la finalidad de conocer cuil es el efecto
de I y EGF sobre la produccién de Testosterona (T) y E; a partir
de la transformacién de JH-Pregnenolona {Preg) adicionada
exdgenamente a fracciones enriquecidas en células de Leydig (CL)
de ratas adultas normales mantenidas en incubacién durante
periodos cortos de hasta 120 minutos.

De acuerdo con la metodologia descrita por Bermidez y cols, las CL
fueron obtenidas a partir de ratas normales de la cepa Wistar de
90 dias de edad, las cuales fueron sacrificadas por dislocacidn
cervical. A cada tubo de incubacién se le adicionaron 300,000 CL
en un volumen final de 0.5 ml y aproximadamente 100,000 cpm de -
Preg, y se incubaron a 37C durante 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120
minutos en presencia o ausencia de I (10, 50 y 100 ng/ml) o EGF
(10, 25 y 50 pg/ml). Los esteroides Preg, T y Eo fueron extraidos
con éter y separados por cromatografia en capa fina.

Los datos obtenidos mostraron_que la I tiende a praducir una
disminucién en la proporcién de 3H-Preg, asi como un incremento en
la cantidad de T presente a los 60 minutos de incubacién, y que
este efecto desaparece hacia los 120 minutos. Por otra parte, el
EGF produjo un efecto semejante al de la insulina para la Preg que
so mantuvo durante todo el periodo de incubacién, y una tendencia
a la acumulacién de T a los 60 minutos y de Ep durante todo el
periodo bajo las condiciones de incubacién que se utilizaron.

lLos resultados obtenidos parecen mostrar una estimulacién de la
actividad de aromatasa en Preq, T y E, con ambos factores
hormonales, aunque el efecto no es del todo claro, ya que no se
observa una relacién dosis-respuesta evidente. Por lo anterior,
seria conveniente que en trabajos posteriores se evaluaran los
efectos sobre todas las enzimas de la via esteroidogénica de los
esteroides A4, mediante la utilizacién de precursores radiactivos
diferentes a 3H-Preg, para conocer cudles serfan los efectos
particulares de amhos factores sobre la via esteroidogénica
testicular.



I. INTRODUCCION

El analisis de los efectos la sintesis y mecanismos de accién de
las hormonas secretadas por las gldndulas endécrinas es el campo
de estudio de la Endocrinologia; su enfoque hacia el estudio de la
fisiologia y bioquimica de los aparatos reproductcres tiene una
gran importancia, ya que por un lado intenta explicar la
diversidad de las especies animales y por otro lado lograr la
conservacién de las mismas. A partir de la Endocrinologia se han
derivado dos campos que estudian los fendémenos de la reproduccién
en el hombre y en la mujer, los cuales se han denominado
respectivamente como Andrologia y Ginecolcgia (1,2).

La Andrologia estudia los mecanismos enddcrinos y pardcrinos que
regulan a las funciones esteroidogénica y gametogénica en los
diferentes ccmportamientos testiculares, los cuales pueden dar
luz sobre 1las causas de infertilidad, asi como apoyar la
implementacién de técnicas que permitan el control de poblaciones
de elevado crecimiento.

1. Anatomia del aparato reproductor masculino,

21 aparato reproductor masculino se encuentra situado fuera del
abdomen, comprendiendo principalmente los drganos copuladores, los
cuales son: pene o falo, los testiculos y el epididimo. La parte
interna del aparato comprende los conductos deferentes, vesiculas
seminales, conducto eyaculador, prostata y glandulas accesorias
tales como vesiculas seminales, prostata y gldndula bulbouretral

(3,41},

Los testiculos son érganos pareados que se encuentran a los lados
de la linea media, se encargan de la produccidon de espermatozoides
y de las hormonas sexwales, descienden poco antes del nacimiento
por el conducto inguinal hacia la bolsa del escroto que los
alberga, maduran completamente después de la pubertad y realizan
una doble funcién endocrina y reproductora (%).

Intimamente ligado al testiculo se encuentra el epididimo que
consta de cabeza, cuerpo y cola; estd ubicado en la parte superior
y en la cara externa del testiculo. Este o6rgano es el primer
segmento de las vias espermaticas, las cuales estdn constituidas
por los conductos deferentes (prolongacién de 1a cola del
epididimo), 1las vesiculas seminales (receptores del liguido
espermdtico) y los conductos eyaculadores (6, 7).

La prostata es una glandula anexa al aparato reproductor
masculino, que se ubica por debajo de la vejiga y es atravesada
por la uretra; su funcidon es la de segregar un liqui@o que se

mezcla con el contenido de las otras glandulas accesorias en la
eyaculacién (2).



2. Anatomia y fisiologia testiculares.

Cada testiculo es un o6rgano ovoide compacto de 4 a 5 cm de
longitud y 2.5 cm de diametro; el peso de cada uno varia entre 10
y 15 g en el humano y en la rata ics testiculos miden mas o menos
2 ¢cm de longitud y 1.3 cm de diametro, el peso de cada uno varia
entre 5 y 10 g (7!, llevan adosados en su borde superior vy
posterolateral al epididimo en forma semilunar, La capa mesotelial
representa la porcidén visceral de la tunica vaginal del testicuio
y el plano profundo de la capa mesotelial es conocido como tunica
albuginea, desde la cual se extienden los tabiques fibrosos al
interior del testiculo y lo subdividen en lobulillos incompletos,
dentrn de los cuales se encuentran los tubulos seminiferos donde
se forman los espermatozoides. Estos extremos se unen en la rete
testis, que se encuentra a la altura del mediastino testicular y
desembocan en diferentes conductillos eferentes que se conjuntan
en la cabeza del epididimo formando asi{ el conducto que recibe el
nombre de conducto deferente (8) (fig. 1).



Conducto deferente

Conducto eferente

s
Cabeza del epididimo

Tunica albugtnea
ele testis

Septos testiculares

T Tabulos seminiferos

Tubulos rectos

Cuerpo del epididimo

Cauda del cpididimo

Figura 1.- Corte longitudinal que muestra la anatomia interna del
testiculos (8) (Adaptado de Bloom y Fawcett).

Dentro de los septos testiculares se encuentran los tubulos
seminiferos dispuestos de tal manera que sus extremos se conjuntan
en la rete testis, de la cual parten en su extremo superior las
conductillos eferentes que conformardn parte de la cabeza del
epididimo.



Lrnooel  adulte  los  testiculos  astdn  formados por  ubul.

seminiferos v tejido intersticial. El proceso de formacidn de
estos comportamientos se inicia cuando las células primordiales o
gonocitos que se originan o partir del endodermo del saco
vitelino, se dirigen a lo largo del mesenterio dorsal. Durante
esta migracién se multiplican y unen con mov ameboides algunas
células del epitelio celdmico formando estructuras en forma de
cordones, a las que se denominan “cordones sexuales primitivos”,
los cuales mds tarde se alargan y se apartan del epitelio,
formando los “cordones testiculares primitiveos”; dentro de ellos
quedan las células germinales primordiales en proliferacién vy
células de soporte precursoras de las células de Sertoli (CS) que
se diferencian a partir del epitelio y las células germinales
primordiales en proliferacién, las cuales permanecen en ese sitio
hasta su madurez, momento en el que los cordones adquieren una
posicidén central hueca para formar los tubulos seminiferos.

Asimismo, entre los tubulos seminiferos hay tejido conectivo
constituido por células parecidas a los fibroblastos y que algunas
pruebas histolégicas indican que contienen enzimas que participan
en el metabolismo de algunos esteroides y que son los que dan
origen a las células de ILeydig (CL). Cada uno de los
comportamientos (tdbulos seminiferos y tejido intersticial) se
encarga de llevar a cabo una de las funciones testiculares: la
seccién tubular es la encargada de realizar la formacion de
gametos y la seccidn intersticial es la encargada de llevar a cabo
la funcién endécrina,

En el compartimento tubular se encuentran células peritubulares
adosadas a las membranas de las CS, sintetizando junto con ellas
una membrana basal y formando asi, las uniones intercelulares de
las €S, la llamada barrera hematotesticular (9)., A las CS también
se les conoce como células "nodriza", de sostén o células en
candelabro, por servir de soporte estructural y metabdlico a las
células de la linea germinal en sus diversos estados de
diferenciacién., Y son precisamente las células de la linea
germinal las que finalmente dan origen a los gametos masculinos
llamados espermatozoides, (10}

El citoplasma de las CS contiene abundante reticulo endoplasmico
tanto liso como rugoso, sus mitocondrias son largas y delgadas,
con crestas tubulares transversales, El aparato de Golgi consiste
en elementos miltiples dispersos, y sus estructuras lisosomales
parecen ayudar a la digestidén de las células germinales en
degeneracién y cuerpos residuales liberados por las espermatides
durante la espermiacién (1,11).

En la rata el aparato reproductor no difiere mucho del resto de
los mamiferos, también estd constituido por testiculos, epididimo
y pene.

Los testiculos plerden contacto con la superficie epitelial y
quedan separados por la ténica albuguinea que es una cépsula que
los cubre, y estd compuesta por fibras de coldgeno, tejido



conectivo y fibroblastos, En el interior de los testiculos se
encuentran los tlbulos seminiferos que son largos y numerosos, en
ellos estan la CS y células germinales primordiales.

En el tejido intersticial hay CL y vasos sanguineos
principalmente y se localiza entre los tibulos seminiferos (12)

Los espermatozoides que inician su desarrollo en el interior del
testiculo se transportan a través de la Rete testis que estd unido
al conducto eferente, el cual se continlia en un érgano llamado
epididimo compuesto por misculo liso y tejido conectivo, este
6rgano a su vez se une al conducto deferente y finalmente a la
uretra que comunica con la salida (13)

El inicio y mantenimiento de la espermatogénesis en los tudbulos
gseminiferos depende de la presencia de una secrie de hormonas,
cuyos efectos directos se aprecian en las CS, las cuales a su vez
modifican su metabolismo para producir los eclementos que las
células de la linea germinal requieren para completar su
crecimiento y diferenciacidn.

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion celular que
se lleva a cabo dentro del compartimiento tubular y origina como
producto final las células sexuales masculinas o espermatozoides,
los cuales después de su maduracién en el tidbulo se almacenan en
el epididimo que contierne un medio a de pH 5 a 6 (acido) (fig. 2)
(6).
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En el comportamiento tubular se encuentran dos tipes celulares:
las células germinales primcrciales (FGCs! - 2§, Las PGCs
después de llegar a la gérada se dividen s Y ar
origen a las espermatogonzas tipc &y, célular o= LClEL CVaL Y
presencia de cromatina en el nucieo}, estas células se dividen vy
generan a mas espermatogonias tipo A;, y ademds a olro tipo de
células las espermatogonias tipo A, La espermatogonia A, presenta
menos cromatima por lo que al microscopio se observa mis clara.

Posteriormente las espermatogonias tipo A, por divisién mitética
producen espermatogonicas tipo A,, las cuales por el mismo
mecanismo generan a las espermatogonias tipc A, (14}

En el humano se han reportado una gran variedad de tipos de
espermatogonias basdndose en su morfologia nuclear, (forma de la
cromatina) asi como presencia o ausencia de cristales de Lubarsch
principalmente. En el tipo A se identificaron obscuras y claras
dependiendo la cantidad de cromatina en el nlcleo. Estas células
son importantes porque ademds de proveer de precursores para el
proceso mitético, se renuevan ellas mismas.

Las espermatogonias tipo A, dan origen a un tipo celular llamadas
intermedias por presentar caracteristicas internedias entre las
espermatogonias tipo A, y espermatogonias tipo B. Las
espermatogonias intermedias por divisién forman a las
espermatogonias tipo B las cuales al dividirse originan a los
espermatocitos primarios; las células que inician la melosis,
método por el cual las células reducen su material genético {fig.,
3) {13)

espermatocitos
primarios
v ~N
¢
2 CED GO R} 164
espermatocitos x‘lx ‘XK
secundarios v »
v espermatides
¢ e

Figura 3.- Meiosis (13) (Knobil;
Indica los cambios ocurridos durante la divisiérn me.otica.



Después de la ultima divisién mitotica hay un periocdo de sintesis
de ADN, llamada también fase S, por lo que las células que inician
la meiosis tienen el doble del material genético (ADN} en :su
nuclec.

Cada cromosoma consta de dos cromdtidas hermanas unidas a un
cent.rémero comin . La meiosis consta de des divisiones
consecutivas, la primera se inicia con una profase larga que
consta de cinco etapas: leptoteno, cigoteno, paaguiteno, diplotenu
y diacineses.

Leptoteno, en esta etapa las cromitidas se estiran muy finamente
de manera que no se pueden identificar los cromosomas por separado
{hay que recordar que va ha tenido lugar la replicacién de ALN por
1o que cada cromosoma tiene dos cromatidas paralelas).

%igoteno: los cromosomas homdlogos en esta etapa se emparejan; es
decir, entran en sinapsis y cada cromosoma reconoce a su homdloygo
(el mecanismo de recsnocimiento ain no se conoce), en este proceso
parece necesitar la presencia de la membrana nuclear y la
formacién de una cinta proteica llamada complejo sinaptonémico
(estructura escaleriforme que tiene cromatina asociada a dos
barras laterales y las cromatidas son asi empalmadas. ULa
configuracién formada por la cuatro cromatidas y el complejo
ginaptenémico se conoce como tetrada o bivalente.

Paquiteno, las cromdtidas se engruesan y acortan (son visibkles al
microscopio). Ocurre el entrecruzamiento que es un intercambio de
material genético (los genes de una cromdtida se intercambian con
los genes homélogos de la otra cromatida).

Diploteno, en esta etapa contintia el entrecruzamiento, se diluye
el complejo sinaptonémico y los cromosomas hombélogos comienzan a
separarse, sin embargo, generalmente se observa que permanecen
unidos en algunos puntos llamados quiasmas (regiones donde adn hay
entrecruzamiento). Esta fase se caracteriza por un alto nivel de
transcripcidon génica, las PGCs toman una apariencia “plumada”
caracteristica de los cromosomas que sintetizar ARN activamente,

La etapa de diacinesis se caracteriza porque los centrémeros se
separan uno del otro y los cromosomas sélo se quedan unidos por
los extremos de las cromatidas, acaba con la ruptura de la
membrana nuclear y la migracién de los cromosomas a la placa
metafisica (figura 3b)} (14). Llamada asi porque los cromosomas se
alinean en el centro de la célula (eje ecuatorial).
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Durante la anafase I los cromosomas homdlogos se separan de
manera independiente. En la telofase I se forman dos células hijas
cada una con un componente de la pareja de cromosomas homélogos a
las cuales se les denomina espermatocito secundaric.
Posteriormente se da una intercinesis muy corta y se inicia la
seqgunda divisién meidtica, durante la cual se alinean nucvamente
los cromosomas en el centro durante la metafase II, en la
siquiente etapa que es la anafase II se divide el centrémero, de
modo que cada una de las células recibe una de las dos cromatidas
dando origen durante la telefase II a cuatro células haploides
llamadas espermatides, las cuales estdn conectadas entre si
mediante puentes citoplasmiticos.

En la rata el proceso de espermatogénesis es semejante al de
todos los mamiferos sin embargo, las PGCs inician el periodo de
divisién mitdética a los 14 & 16 dias de la vida fetal y estas
primeras células que difieren muy levemente en la estructura de
sus progenitoras, reciben el nombre de M-preespermatogonias segun
Hilscher (13).

Otros autores mencionan a otros periodos de actividad mitética
fetal a las ceélulas T-proespermatogonia, que en la vida adulta
originan a las espermatogonias tipo A. Durante el decimoquinto dia
después de su nacimiento entra en meiosis la primera generacién de
espermatocitos primarios, lLa espermatogencsis es de 49 dias y los
espermatozoides aparecen en el testiculos a los 50 dias (10,13).
Regaud ( } también definié en la rata dos tipos celulares de
espermatogonias: las grisdceas claras cuando se observan en el
microscopio y las &speras oscuras por presentar abundantes manchas
de cromatina. También se encuentran células intermedias entre las
espermatogonias tipo A y espermatogonias tipo B.

En todos los mamiferos podemos encontrar a las PGCs en la base
del tdbulo seminifero y conforme avanza el proceso de

espermatogénesis las células van avanzando hacia el lumen del
tibulo (fig. 3b) .

A partir de la formacién de espermatides se inicia otro proceso
llamado espermiogénesis o espermateliosis. La diferenciacién del
espermatozoide implica la construccién de la vesfcula aerosdmica a
partir del aparato de Golgi, el acrosoma forma una caperuza que
cubre al espermatozoide, a medida que se forma la caperuza el
nicleo gira a manera que la caperuza acrosémica que frente a la
membrana basal del tudbulo. Se forma al flagelo a partir del
centriolo sobre el otro costado del nlcleo, posteriormente el
nicleo se aplana y se condensa, (ADN comprime) se elimina el
citoplasma y las mitocondrias forman un anillo alrededor de la
base del flagelo (3, 8, 9, 14).

Al término de la espermiogénesis la célula se encuentra
completamente diferenciada y recibe el nombre de espermatozoide,
el cual cuenta con una cabeza oval de 5 um, de perfil piriforme;
su parte anterior se cubre con el caparazén cefdlico o acrosoma,
la porcién intermedia es cilindrica con un filamento axial



envueltn por una formacién espiral de mitocondrias y su cola o
flagelo es la parte terminal del filamento axial (7, &), (fia. d)

Cada espermatozoide consta de un nicleo hapleide, un sistema de
propulsién para transportar al nuclec y un saco de enzimas lo que
le permite la entrada al 6vulo. Los flagelos son estructuras
complejas, la posicidén motora principal se denomina axonema, cada
uno formada por microtibulos que emanan del centriolo.
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Figura 3b.- Seccién transversal del testiculo (8}

(Bloom y
Fawcett)

En este corte transversal dentre del tubulo seminifero se pueden
observar diferentes estados de desarrollc de las células de la
linea germinal - Espermatogonias (Esper), espermatczites primaric
{Es 1°) y secundarios (Es 2%}, espermarides Y wr.ermatcncides
fibroblastos y vasos sanguineos,

12



Restos

del Golg
Centrialo
™ Hsgelo Nictotibulos
Cenuiolo
- Flagclo
Veslcula o
Picra
z‘m‘:‘:‘l’m } terminal
Nocko
:ZI(?;:;I Mitncondra
Cola
Milocondrias
Axoacma
Mitocondnias } Picna
medis
Centtiolo
Cuello
Nicieo Cabers del

espermaiozolde
Membranz cimplumauc:/

Vesiculs acrosémica

Figura 4. Proceso espermiogénico (14)

El centriolo produce un flagelo, el aparato de Golgi forma la
vesicula acrosémica, las mitocondrias se reunen alrededer del
flagelo cerca de la base del nucleo haploide | se nc rpir. o .
pieza media del espermatozoide y se alarga el cuergpo.
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En la seccién intersticial se encuentran algunas fibras de
coligena, vasos sahguineos y linfaticos, nervics y algunos tipos
celulares que incluyen fibroblastos, macrdfagos, células cebadas,
células mesenquimatosas indiferenciadas y CL, que se encuentran en
grupos compactos, formados por la disposicién intima de los
tubulos seminiferos.

Las CL en el animal sexualmente maduro presentan una membrana
plasmdtica con muchas especializacliones, incluyendo complejos de
unién asi como proyecciones citoplasmdticas. Alrededor de las CL
existe una membrana basal de groscr y disposicién variable que
parece funcionar como soporte en combinacién con las flbras de
.colagena. Presentan un nucleo con grdnulos gruesos de cromatina,
un nucleolo, un reticulo endoplismico liso bien desarrollado,
tipico de las células secretoras; en el citoplasma hay numerosas
inclusiones semejantes a gotitas de lipidos y en algunas ocasicnes
presenta cristales (llamados cristales de Reinke en el testiculo
humano) de funcién desconocida (11).

Los pasos enzimaticos implicados en la blosintesis de las
hormonas esteroides que se llevan a cabo en las CL recibe el
nombre de esteroidogénesis, Utilizando al colesterol (Col} como
sustrato inicial, mediante una serie de desdoblamientos de la
cadena lateral y oxidaciones subsecuentes, se sintetiza
inicialmente la Pregnenolona (Preq), que es el esterocide pivote
del cual derivan todas las demas hormonas esteroides. Hay
evidencias de que la Preg puede sintetizarse a partir del acetato
por una via distinta del Col, posiblemente a partir del 24-
dehidrocolesterol; sin embargo, en el tejido normal esta via es
poco importante, por lo que la esteroidogénesis se describe
usualmente a partir de Preg (15).

En el proceso esteroidogénico existen dos vias sintéticas: la via

de los intermediarios A5 y la via de los precursores A4, siendo
esta 0ltima la mids comin en la gbénada masculina en diversas
_especies, incluyendo al hombre y a la rata (5, 6, 11). El Col
libre, que es insoluble en el citosol, es transportado a la
mitocondria por medio de una proteina acarreadora de esteroles
(SCP2) y entra en contacto con la C20,22-desmolasa mitocondrial
citocromo P450 dependiente (P450 scc), la cual corta la cadena
lateral del Col mediante una serie de hidroxilaciones sucesivas,
transformidndolo en Pregq.

A continuacién, la Preg es transformada por medio de la 3B-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3RHSD) y una A4/A5 Isomerasa,
actividades enzimiticas del reticulo endopldsmico no dependientes
del citocromo P450, en Progesterona (Prog) y posteriormente a
través de la actividad de la 17a-hidroxilasa en 1l7a-
hidroxiprogesterona. Esta dltima, por medio de 1la (17,20~
desmolasa, dependiente del citocromo P450 17a, se transforma er
androstendiona (A), la cual finalmente por medio de la 178-
cetoesteroide reductasa es convertida a testosterona (T), la cual
es el producto final de la via.
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La T puede ser posteriormente hidroxilada tanto en C3 como en CL

dando origen a la l19-hidroxitestosterona, la que es el principal
intermediario en la aromatizacidn testicular que involucra todo un
complejo enzimatico del reticulo endoplasmico llamado de la
aromatasa, el cual es dependiente de un citocromo P450 (cyt aro),
y se encarga de modificar el anillo A de la T para generar el 17pf-
estradiol (E;), el cual por medio de una reaccidn reversible que
involucra al NADP' como cofactor, puede dar origen a su vez a un
segundo estrdgeno conocido como estrona (E,) (15) (fig.5).
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Una gran cantidad de hormonas estercides son transportadas por el
torrente sanguinec intimamente ligadas a proteinas plasmaticas:
este les permite aumentar su solubilidad en un medio acucso como
la sangre. Las proteinas de enlace son altamente especificas para
cada esteroide; por ello se han utilizado con éxite para
cuantificar esteroides en los que se permite que la hormona
compita con un esteroide radiactivo por una determinada proteina
de enlace (fig. 5a) (16).
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3. Eje de regulacién Hipotalamo-Hipdfisis-Testiculo i(figs. ¢ y 7.

En Los ultimos afios se rna determinado que los sistemas nerviosc y
endocrino  funcionan en  realidad come un  sistema  Gnico
interrelacionado. El sistema nervioso central, particularmente el
hipetdlamo, regula muchas de las funciones del cuerpo y produce
una serie de sustancias neurosecretcras llamadas factores
liberadores, las cuales regqulan a su ver la sintesis y secrecién
de las hormonas trdficas hipefisiarias, primeros eslabones de los
principales ejes de regulaci6on fisiolégica en el organismo (fig,
5).

La regulacidén hormonal a través del eje hipotdalamo-hip6fisis-
testicule (fig. €) se realiza mediante la secrecién de la hormona
liberadora de gonadotropinas ({(GnRH} por las terminaciones
nerviosas de la eminencia media del hipotdlamo. Este factor
liberador llega a la adenohipbéfisis a través del sistema porta
hipotaldmico-hipofisiario desencadenando la secrecidn, por parte
de los gonadotropcs hipofisiarios, de la hormona foliculo
estimulante (FSH} que tiene como células blanco a las €S y la
hormona luteinizante (LH) gque tiene como ~élulas blanco a las CL
(4, 7, 11).

Cuando la LH y la FSH son liberadas hacia la circulacién llegan a
la membrana plasmdtica de las células blanco y activan al sistema
de la adenilato ciclasa que aumenta lcs niveles intracelulares del
3°5 ~adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el cual actia come
sequndo mensajero intracelular. El AMPc activa una serie de
cinasas especificas (Protein cinasas tipo A [PK-A]l) que al
fosforilar diversos substratos modifican varias funciones tanto de
las CS comoc de las CL, entre las que se encuentran el aumento en
la estercidogénesis y de la sintesis de proteinas especificas
tales como la inhibina, la proteina unidora de andr6genos (ABP) y
la tranferrina (15) (fig. 6).

La FS5H estimula a las CS, las cuales brindan natricién a los
espermatozoides en desarrollo; sin embargo, estas células también
liberan una hormona llamada inhibina, la cual tiene un efecto
directo sobre la hipéfisis para disminuir la produccién de FSH y
asi mantener un equilibrio en la produccién espermatogénica.
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Se han postulado varios mecanismos de regulacién paracrina de la
funcién testicular que se ilustran en esta figura. A) La T
sintetizada por las CL se puede unir a receptores espaciiicos en
las CS modulando la sintesis de proteiras tales cond -a
transferrina y la proteina unidora de andrdgenos (ABP), las cuales
a su vez puaden influir sobre la diferenciacién de las células de
la linea germinal, B) Activacién del sistema de la enzima
adenilato ciclasa después de que la LH o la FSH se han unido a su
correspondiente receptor en las CL o CS respectivamente, lo cual
resulta finalmente en la produccién de proteiras escecificas v an
un incremento de los productos de la via esteroidogénica.
{R) receptor especifico {Ac) Adenilato ciclasa.
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Por otre 1lado, la secracién de GnRH por parte del hipotédlamo
estimula la secrecién de LH la cual tiene un efecto sobre las CL
que producen T; este andrdgeno a través de procesos de
retroalimentacioén negativa a niveles hipotalamico e hipofisiario
mantiere sus niveles circulantes y testiculares dentro de rangos
especificos,

4. Regulacién intragonadal.

Existen evidencias cada vez mas concluyentes de que los cambios
sutiles de la funcion testicular pueden ser regulados en forma
local, a través de interacciones de tipo paracrino y autocrino gue
involucran contactos intercelulares, asi como por interacciones
mediadas a través de factores solubles de naturaleza diversa.

Asi, las hormonas hipofisiarias proporcionarian el estimulo basal
del cual dependen en primera instancia el funcionamiento
testicular, mientras que 1la regulacién final del tiempo ¢
intensidad de las respuestas de estirpes celulares particulares,
dependeria de las complejas interacciones inter e
intracompartamentales.

4.1. Interacciones CS5-Células de la linea germinal.

Debido a que la espermatogénesis se encuentra principalmente bajo
el control de T y FSH, y a que las células de la linea germinal
carecen de receptores especificos para estas hormonas, las
interacciones entre las CS y las células de la linea germinal
parecen jugar un papel esencial para la adecuada maduraciéon de los
gametos masculinos.

La viabilidad de las células germinales disminuye rapidamente
cuando éstas son alsladas, mientras que en cultivos in vitro de
fracciones tubulares que incluyan CS, las células de la linea
germinal pueden sobrevivir estableciendo contactos con éstas.
Estos cocultivos permiten incrementos en la sintesis de DNA y RNA
de las células germinales gque no pueden ser mimetizados por
cocultivos en presencia de otras estirpes celulares de naturaleza
epitelial (17).

El desarrollo de 1las células de 1la linea germinal esta
precisamente dirigido en términos temporales y espaciales, y esta
organizacién pareceria depender en primera instancia de la serie
de puentes citoplasmaticos que se establecen entre las CS y ellas,
si bien en nimero relativamente escaso y artificiales.

Es muy claro el papel de “nodriza” que las CS cumplen con
respecto a las células de la linea germinal, ya que el
establecimiento de la barrera hematotesticular origina que ellas
canalicen los diversos componentes metabdlicos esenciales para la
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supervivencia celular hacia los diferentes estados de
diferenciacién con los zuales establece contacte, e igual manera,
las grandes limitaciones metabdlicas que presentan especialmente
los espermatocitos y las espermatides, determinan la elevada
dependencia de estas células de los productos que les proporcionan
las CS,

Las CS poseen una elevada tasa glucolitica y producen lactato y
piruvato que liberan hacia el medio. Las células de la linea
germinal, por su parte, son incapaces de subsistir utilizando como
sustrato de oxidacion a la glucesa a pesar de contar con todas las
enrimas glucoliticas, perc si son capaces de utilizar al lactato vy
al piruvato para mantener los niveles basales de ATP necesarios

para sobrevivir (18).

Un posible mecanismo mediante el cual la CS pudieran afectar la
diferenciaciébn de las células germinales es la secrecién de
factores paracrinos especificos. Debido a que la organizacidn
temporal y espacial del epitelio seminifero varia, se esperaria
que estos factores variaran, asimismo en funcién de la etapa
especifica del ciclo del epitelio seminifero en el cual se
encuentran las células germinales que rodean a las CS, lo cual
determinaria que las células de la linea germinal tendrian también
la capacidad de influir a su vez, sobre el metabolismo de las CS

(19).
4.2, Interacciones CS-Células peritubulares.

La presencia de células peritubulares en cultivos de fracciones
enriquecidas en CS incrementa la tasa de supervivencia de estas
dltimas, y permite que las células se organicen en estructuras
tubulares, tal como se observa al cultivar las CS en matrices
extracelulares y que incluso incrementen su actividad secretora in

vitro (20).

Diversos estudios han demostrade entre otros aspectos que la
membrana basal que limita a los tdbulos seminiferos esté compuesta
de moléculas tales como fibronectina, coldgenas 1 y IV vy
proteoglicanos ricos en condroitin sulfato que son depositados por
las células peritubulares, asi como otros proteoglicanos ricos en
heparan sulfato y laminina aportados por las CS. El medio de los
tubulos seminiferos puede también disminuir la concentracidn del
AMPc intra y extracelular a través de un factor de origen proteico
y de peso molecular elevado (mayor a 50 kD), cuya identidad no se
conoce (21},
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4.3. Interacciones CS-CL (Interacciones intercompartamentales).

Como se ha serialado anteriormente, las CL son capaces de modular
la actividad funcional de las C8 a través de su produccion de 7,
la cual es captada por éstas 4 través de receptores especificos,
lo que resulta en una estimulacién de la actividad de RNA
polimerasa y la sintesis y secrecidn de ABP y transferrina (22}

El concepto de que las CS pudieran a su vez influir sobre 1la
actividad de las CL ha venido afirmindose a partir de la
determinacién de que danos estructurales a secciones particulares
de tubulos seminiferos pueden afectar secundariamente 1la
morfologia y capacidad esteroidogénica de las Cl adyacentes, perc
no de aquéllas ubicadas en regiones mis alejadas.

Algunos autores como Verhoeven y Cailleau (23,24) han descrito la
actividad de un factor modulador de CL producido por tubulos
seminiferos de testiculos humanos o de rata o por cultivos
primarios de CS que parecen incrementar la sintesis de T en
cultivos primarios de CL en perfodos cortos de incubacién (4 a ¢
h}, Este factor parece estimular un paso temprano de la via
esteroidogénica, bloqueando a la vez en forma parcial la
conversidn de los precursores Cpy en andrdgenos.

Por otra parte, se ha reportado la existencia in vitro de un
factor secretado por tlibulos seminiferos de ratas adultas que
inhibe la esteroidogénesis dependiente de LH durante periodos de
incubacién de 6 h, en contraste con reportes previes que mostraban

una estimulacién de la sintesis de T en CL purificadas con Percoll
(25).

Ademds de estos efectos agudos sobre la esteroidogénesis, las CS
parecen tener efectos trdficos a largo plazo sobre las CL. Asi,
cuando se establecen cultivos primarios de CL de cerdo en medios
condicionados de CS (MCCS) cultivadas en presencia de FSH e
insulina (I}, se observa en las primeras la disminucidn tanto en
el nimero de receptores para gonadotropina coridénica humana (hCG)
como en la respuesta esteroidogénica asociada a esta estimulacién
(26).

La diversidad de las respuestas evocadas por las CS sobre las CL
parece ser debida a la diversidad de condiciones experimentales
existentes entre los modelos utilizados por los diferentes grupos
de investigacién, entre las que se encuentran la edad de los
animales y la composicién de los medios de cultivo entre otros
(27 .

De igual manera, la naturaleza del o los factores involucrados en
estas interacciones queda por ser determinada., Algunos factores de
naturaleza inhibitoria ya descritos son presumiblemente de
naturaleza proteica con pesos moleculares que oscilan entre 10 y
30 kD, aunque diversos autores han intentado sin éxito relacionar
univocamente alguna de las proteinas secretadas por las €S con el
factor modulador de la esteroidogénesis (19).
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IT. ANTECEDENTES

Los primerns intentos por determinar cudl es el sitio donde
ocurre la aromatizacién testicular fueron realirados en caballos,
posteriormente en humanos, simios, perros y ratas. Estos estudios
realizados in vitro demostraron que la aromatizacién ocurre
preferentemente en tubulos seminiferos mis que en el tejido
intersticial. Valladares vy Payne investigaron el sitio
intratesticular de sintesis de Ep en ratas adultas mediante
sncubaciones de homogeneizados testiculares mantenidos a 34°C por
3 hr (28,29), Los resultados obtenidos indicaron que la
aromatizacion a esta edad ocurre principalmente en el tejido
intersticial y muy probablemente no se presenta en tuhbulos
seminiferos, concluyéndose que la actividad de aromatasa en ratas
maduras estda regulada por IH y no por FSH (28)., Estos mismos
autores {29) confirmaron estos hallazgos utilizando CL aisladas de
testiculo de ratas adultas normales (65-75 dias de edad) incubadas
por 4 hr a 34°C. Estas presentan la capacidad de aromatizar T a Eg
y la estimulacién con hCG aumenta dicha capacidad, teniendo
efectos semejantes in vitro para el dibutiril AMPc (dbAMPc) .

Otros autores como Valladares 1981 realizaron 30 estudios en CL
de ratas inmaduras (15-25 dias) y de ratas maduras (60-75 dias),
incubandolas por 4 hr, en presencia de hGC o AMPc. Los datos
obtenidos mostraron que las células de ratas inmaduras tienen la
capacidad de aromatizar T; sin =embargo, nc responden a las
estimulaciones de hGC o AMPc., Esta :ncapacidad de respuesta podria
deberse a que hay pocos sitios receptores para hGC/LH, al igual
que para dbAMPc.

Welsh y Hsueh en 1982 (31) investigaron el efecto del factor de
crecimiento epidermal (EGF) en cultivos primarios de CL
provenientes de ratas adultas hipofisectomizadas, mantenidas a 37°
C por 10 dias y observaron que este factor inhibe la produccién de
T estimulada por hCG. Asimismo, obtuvieron como resultado que el
EGF inhibe la esteroidogénesis gonadal inducida por AMPc y dbRMPc,
asociando esto con un efecto inhibidor sobre la 17u-hidroxilasa y
la C17,20-liasa. El efecto inhibidor que presentd este factor
pudiera estar mediado via un sitio de unién de EGF en CL vy
pudiera ocurrir independientemente de un efecto supresivo general
de EGF sobre el cultivo, Por lo tanto, concluyeron que el EGF
influye sobre funciones de diferenciacién de tipo celular
enddcrino especializado in vitro.

Estudios realizados (32) en 1982 Rommerts y cols demostraron que
las CL y las CS, asi comc las peritubulares (en menor grado)
producen Ep a partir de T. Las actividades biosintéticas de las CS
y de las CL dependen de las condiciones de cultivo, indicando que
la produccién de Ep aumenta conforme pasa el tiempo de cultivo en
CS de ratas inmaduras, mientras que en las CL de los mismos
organismos, se ve disminuida su produccidn después de 6 dias de
cultivo,
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Adashi y cols. en 1985 (33} estudiaron la capacidad de la
somatomedina-C (8m-C) de potenciar la actividad de aromatasa
inducida por FSH, en cultivos primarios de células de la granulosa
de ratas inmaduras hipofisectomizadas, mantenidas hasta 80 hrs a
37°C. Los resultados mostraron gue la Sm~C induce la actividad de
aromatasa producida por FSH de manera dosis y tiempo dependicnte,
siendo 48 hr el tiempo minimo requerido y los efectos apreciables
inicamente a dosis de maghitud nanomolar, afectandose
aparentemente sélo la Vpae de la reaccién.

Verhoeven y Cailleau en 1986 (34) investigaron =l efecto del FGF
sobre la esteroidogénesis de CL de rata v ratéon adultes, asi comy
en células intersticiales de rata immadura, incubando las células
en presencia o ausencia de LH a 32°C en preparaciones frascas, Se
demostrd que el EGF estimula directamente la esteroidogénesis con
un pequefio efeclo en preparaciones frescas y eon un efecto ligero
en cultivos en presencia de LH,

Lin y cols. en 1986 (35), realizaron sus investigaciones con
cultivos de Cl de ratas adultas (60-90 dias) mostrando que son
extremadamente sensibles a 1la estimulacién por hCG. Asimismo
observaron que la formacién de T aumenta con la adicién del factor
de crecimiento semejante a la insulina tipc I {IGF-I). Por otro
lado determinaron que la estimulacion por hCG aumenta la formacién
del AMPc y ésta es significativamente mayor en presencia ‘e 1GF-I,
por lo que se concluye que las CL contienen receptores especificos
de IGF-I, que pueden modular la esteroidogénesis y que no pueden
ser imitados por otros factores de crecimiento,

Payne y cols, en 1987 (36) realizaron estudios intentando
determinar el sitio especifico de aromatizacién intratesticular y
cudl la posible funcién del E5 testicular. CS y CL de ratas
inmaduras fueron incubadas durante 4 hr, ratificando los
resultados ya obtenidos sobre la estimulacién con hCG y dbARMPc en
la actividad de aromatasa, cuya actividad méxima cambia con la
edad (28). Ademas de proponer que el E; funciona como agente
mitogénico para las CL y CS, sugieren que una mayor produccién de
dicho estrégeno es el responsable del alto rango de actividad
mitogénica en las mismas células.

Por otro lado Reaside y cols en 1988 (37), al efectuar estudios
con cultivos primarios de CL de cerdo inmaduro, evaluando 1los
efectos del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) observaron
una estimulacién de la secrecidén de estrdgenos después de las 12 y
48 hr de cultivo, concluyendo que este factor tiene un papel
paracrino/autocrino, en el control de la sintesis de estrégenos
por esta fraccién celular.

Saez y cols en 1989 (26) utilizandoe un modelo in vitre de CL y CS
de cerdo inmaduro cultivando las células solas o en cocultivo por
4 dias, en presencia o ausencia de hCG o FSH, demostraron que en
el cerdo inmaduro, en contraste con la rata inmadura, el principal
sitio de aromatizacién son las CL y que esta actividad es regulada
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por hCG y el efecto es potenciado por CS, ya que en el co:ou -ive
el efecto de esa hormona es potenciado pnr la FSH.

Rigaudiére y cols. en 1989 (38) evaluaron los efectos de la [, el
IGF-I y la hCG sobre la actividad de aromatasa en incubaciones de
CL a tiempos cortos de manera comparativa, observando que estos
factores tienen un efecto directo sobre el complejo enzimdtico de
la aromatasa. Por otra parte, en el mismo experimento se determind
que la citocalasina, la actinomicina D y la cicloheximida inhiben
la actividad de la I y del IGF-I; aunque estos efectos se
observaron desde los 15-30 min de la incubacién, los resultados
obtenidos sugirieron que el transporte de glucosa, la sintesis de
proteinas, y/o la sintesis de un nuevo RNAm son requisitos para la
expresién completa del efecto de estos péptidos sobre la
aromatizacién.

Syed y cols en 1991 (39) investigaron el efecto de EGF e IGF-I
sobre la produccién de T en CL humanas procedentes de pacientes
orquitectomizados por tratamiento de cancer de préstata; las
células fueron cultivadas en diferentes tiempos con hCG, dbAMPc,
EGF e IGF-I. Los resultados mostraron que el EGF estimula la
produccién basal de T, mientras que IGF-I no es efectivo en
condiciones similares de experimentacién. En presencia de hCG, el
EGF estimula la produccién de T después de 24 hr, pero en
presencia de una dosis maxima de hCG y dbAMPc no hay estimulacién
alguna. Por otra parte, el IGF-I potencia el efecto de hCG sobre
la produccién de T, por lo que sugieren que EGF e IGF-I tienen un
papel regulador de la esteroidogénesis en el testiculo humano.
Cabe sefalar que estos autores no evaluaron el efecto de sus
tratamientos sobre la actividad de aromatasa.

Sigrid y cols. en 1992 (40) estudiaron el efecto de IGF-I en la
produccién de andrdgenos por CL altamente purificadas de ratas
piberes y adultas en cultivos de 3 dias mantenidos a 34°C después
de una estimulacibén maxima final de LH durante 3 hr. Los datos
obtenidos mostraron que el IGF-I. actua directamente sobre las CL y
optimiza la produccién de andrégenos, siendo mds marcado el efecto
en las células de los animales adultos. Al igual que en el trabajo
mencionado anteriormente, no se reportaron datos relacionados con
la produccién de E; en estos experimentos.

Por otro lado, experimentos realizados por Adachi y Kurachi en
1994 (41) parecen involucrar al EGF como un regulador autocrino y
paracrino en las células de trofoblasto de humano mantenidas en
condiciones in vitro.

Cabe sefialar que a partir de 1992 a la fecha no se han reportado
estudios relacionados con el efecto de I o EGF sobre la funcién
gonadal en los diferentes modelos de estudio.



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han realizado una serie de estudios encaminados a dilucidar
cudl es el sitio especifico donde ocurre la aromatizacion
testicular asi como la influencia que tienen diversos factores
hormonales sobre ésta, y sobre el funcionamiento global de la via
esteroidogénica en diferentes organismos tanto maduros como
inmaduros. Sin embargo, y aun cuando ya se ha evaluado la
produccién esteroidogénica basal en la mayoria de los casos,
existen reportes contradictorios que no han permitido observar el
efecto que tienen diversos factores hormonales sobre la sintesis
de E2 en CL in vitro.

Tomando en consideracién lo anteriormente mencionado, en este
trabajo se intepta evaluar el efecto de la I y el EGF sobre el
metabolismo de [ H] Preg adicionada a fracciones enriquecidas en CL
de ratas adultas normales durante perjiodos cortos de incubacién,
con el objetivo de evaluar su transformacién a T y Eo,
contribuyendo de esta forma a conocer cuadl es el papel funcional
de estos factores sobre la funcién testicular.

IV. OBJETIVOS
1. Objetivo general.

Determinar la influencia del Factor de Crecimiento Epidermal
(EGF) y de la Insulina (I) scbre la actividad de aromatasa de CL
de rata adulta normal contenidas en incuhaciones a tiempos cortos.

2. Objetivos particulares.

a) Determinar la tasa basal de transformacién de ['H]-Preg en T vy
E2 en CL de rata adulta normal mantenidas en incubaciones durante
periodos cortos hasta de 3 hrs.

b) Evaluar el efecto de diversas dosis de I y EGF sobre 1la
produccién de T y E en CL de rata adulta normal.

V. HIPOTESIS

La I y el EGF ejercen alguna influencia regquladora sobre la
actividad de aromatasa en CL, las proporciones de [JH]-T y [SH]-Ej
producidas a partir de la [3H]-Preg adicionada por lo tanto, seréan
diferentes a las fracciones celulares no estimuladas con estos
factores.
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VI. METODOLOGIA

Ratas macho normales de la cepa Wistar de 90 dias de edad fucron
sacrificadas por dislocacién cervical, extrayéndose los testiculos
por via abdominal. La sangre secuestrada en el 6rgano se elimind
mediante un lavado con solucién Krebs-Ringer adicionada con 0.2%
de glucosa (KRBG) a pH 7.4. La fraccidén enriquecida en CL se
obtuvo mediante la metodologia descrita por Bermidez y cols. (42).

1. oObtencién de las fracciones enriqﬁecidas en CL (fig. 8).

Los testiculos se descapsularon y las gbdnadas se dispersaron
inicialmente por medio de digestion con colagenasa tipo T (1 mg/ml
en KRBG) durante 18 min a 37°C, con agitacién periddica.
Posteriormente se adicionaron dos volumenes de solucidn isotdnica
(NaCl 0.9%) dejéndolas reposar por 10 min a 5°C. La suspensicr
celular fue filtrada a través de una malla de diametro de poro
entre 50-100 pm y el filtrado fue centrifugado a 1,500 x g durante
10 minutos a 5°C., E1 botén de células intersticiales se
resuspendidé en KRBG y fue colocadc sobre una solucién de Ficoll-
Rlbimina (13%-0.2% en KRBG), pH 6.5, centrifugdndose a 1000 x g
durante 15 min a 5°C. Posteriormente se recuperd la pastilla
celular, la cual representa a la fraccidén enriquecida en CL y se
le resuspendid en KRBG, para ajustar la densidad celular final a ¢
X 10°% CL/ml.

2. Incubaciones celulares.

A cada tubo de incubacién se le adicionaron volumenes totales de
500 yl de la suspensién celular, aproximadamente 100,000 cpm de
6,7-[ H]-Preg en un volumen maximo de 10 pl, y en su caso, las
correspondientes dosis de 1 o EGF. Las CL se incubaron a 37°C
durante 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 min en presencia o
ausencia de I (10, 50 y 100 ng/ml) o EGF (10, 25 y 50 pug/ml).
Concluidos los diferentes tiempos de incubacién, la actividad
enzimdtica se detuvo por adicién de 500 pl de una solucién 2 N de
NaOH. Cada diferente combinacién de tiempo y dosis empleada se
repitiéo por triplicado, y se realizaron 3 experimentos
independientes bajo las mismas condiciones sefialadas, de forma tal
que para cada punto se reunieron en total 9 réplicas.

3, Cuantificaciones hormonales.

La extraccion del medio de incubacién en cada tubo se realizd
agregando 5 ml de éter dietilico y agitando mecanicamente durante
1 min. Después de observar que se habian separado las dos fases
organica y acuosa, los tubos fueron colocados en un bafic de hielo
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seco~acetona hasta la congelacién de la fase acuosa. La fase
organica se decantd a un tubo de vidrio para centrifuga de fondo
cénico, sin tapdén, con capacidad de 15 ml. El procedimiento de
extraccidn se repitid una vez més después de comprobar que la fase
acuosa remanente se hubiera descongelado, reuniéndose las dos
fases organicas en 2l mismo tubo.

Los disolventes de las soluciones de las fases colectadas fueron
evaporados, quedando el extracto sobre las paredes de los tubos;
dichos extractos fueron resuspendidos y concentrados al lavarse
las paredes internas de los tubos con una mezcla de metanol y 4ter
dietilico (8:2) por tres ocasiones; el extracto resuspendido se
transfirié a la linea de origen de una cromatoplaca (Silica OC-
Fertigplatten, Kieselgel 60 F 254 0.25 mm de espesor, 20 X 20 cm)
en forma tal que no se extendiera mids de 3 mm a los lados,
transfiriéndose 10 tubos por placa. Fn cada placa se colocaron los
estandares correspondientes a los esteroides que se deseaban
separar (Preq, T y Ej),

Las placas se colocaron en forma vertical er una céamara para
cromatografia que contenia bhenceno puro, se tapé la camara y se
dejé que el disolvente ascendiera por la silica hasta el borde
superior de la placa, se sacO de la cdmara y después de secarla se
colocé en el segundo sistema de desarrollo que contenia una mezcla
de benceno-acetato de etilo (8:2); posteriormente la placa se
colocd en un tercer sistema que contenia benceno-metanol (9%:5).

La placa ya seca se colocd debajo de la luz de una lampava
ultravioleta de 254 nm de longitud de onda y se marcaron schre la
silica la zona de migracién correspondiente a cada esteroide
(Preq, T y Ep); por paralelismo se marcaron las zonas
correspondientes a cada esteroide y ademis se marcaron los limites
izquierdo y derecho correspondientes a las zonas de aplicacién de
cada muestra, formando finalmente una serie de cuadros en la
placa, en la que cada &4rea delimitada representa la zona de
aplicacién correspondiente a un esteroide de cada muestra., lLa
silica de las 4reas marcadas se raspé con una navaja para
transferir por aspiracién a una pipeta Pasteur previamente
empacada con fibra de vidrio.

Los esteroides fueron redisueltos en un disolvente {éter etilico-
metanol 8:2) en un vial de conteo. El disolvente se evapor6, se
agregdé al vial una muestra de liquido de centelleo-tolueno ({2:1) y
finalmente los viales se contaron en un espectrofotémetro de
centelleo que presenta una eficiencia de aproximadamente 55% para
tritio (39). Los resultados obtenidos se procesaron y analizaron
mediante la prueba estadistica de t de Student de dos colas,
considerdndose diferentes los valores con un limite de P<0.0%
(43).
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Testiculos dcscapsulidos

KRBG- Colagenasa (1 mg/m!)
18',37C, C/agitacidn

Adicién de dos vols. de NaC{ 0.14 M
y dejar reposar a T ambiente durante 10'

Filtracion a través de una malla de didmetro
de poro de 50-100 pm.

)
Centrifugacion a 1500 x g durante
10'a 8°C

Fraccién tubular cruda

Resuspension del botdn celular
en KRBG

|

Centrifugaciona 1000 x g
durante 15'2 5° C atravis
de KRBG-Ficoll-BSA
y recuperacién del boton
celular,

Figura 8.- Obtencién de fracciones enriquecidas en 7T
testiculos de ratas adultas nhormales.

a partir de
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VII. RESULTADOS

En las tablas I y 11 se observa la variacién con respectc al
porcentaje de radiactividad inicial adicionada en forma de “H-Preg
a fracciones enriquecldas de CL de testiculo de rata que va siende
transformada tantoc a T como a Ep, en fracciones mantenidas tan
solo en presencia de KRBG, y en aquéllas tratadas con las
diferentes dosis de los factores hormonales I o EGF durante
periodos maximos de incubacién de 120 minutos.

De acuerdo a lo mostrado en la tabla I puede seflalarse que a
través de la adicién de concentraciones maximas de I (100 ng/ml},
la proporcién de Preg transformada en T y en Epy fue mayor con
respecto al control, particularmente hacia los 45 minutos de
incubacién. lLas dosis menores empleadas (10 y 50 pug/ml} muestrar
también efectos diversos sobre la produccién de T durante todo el
periodo de incubacién; sin embargo, las proporciones relativas de
Ep, disminuyeron en presencia de dosls creclentes de 1
principalmente durante los primeros 15 minutos, prolongdndose este
efecto hasta los 45 minutos de incubacidén, mientras que en los
dltimos minutos estas proporciocnes se incrementaron,

Tomando en consideracién los datos contenides en la tabla II, se
observa que la cantidad de 3H—Preq transformada en T en presen:ia
de EGF no presenta un comportamiento homogénec, lo que parece
sugerir un efecto inespecifico sobre la produccidén del andrégenc;
efectos semejantes se aprecian con respecto a la transformacion
hacia B9. Cabe mencionar que en general se observan cambios
estadisticamente significativos para ambos esteroides cuando se
usa una dosis de 25 jug/ml EGF.

En las tablas III y IV se aprecia el efecto de adicionar
diferentes concentraciones de 1 y EGF respectivamente, a las
fracciones enriquecidas en CL durante periodos de 60 y 120
minutos. De acuerdo a los datos obtenidos, se observa que las
cantidades de T producidas muestran una diferencia significativa
con respecto al control ya que se incrementan casi al doble a los
60 minutos de incubacién con las diferentes dosis de I, mientras
que el Ey no muestra el mismo comportamiento, a excepcién de
cuando se adiclona la dosis m&s alta de este factor que presenta
diferencia significativa al realizar la prueba estadistica, Hacia
los 120 minutos el efecto ha desaparecido practicamente para ambos
esteroides y s6lo se observa un incremento en la producciétn de T
con la adicién de la dosis intermedia de la I (Tabla III).

En la tabla IV se puede apreciar que la cantidad de Preg
transformada a T se ve disminuida de manera no significativa con
las dosis mayores de EGF (50 y 100 pg/ml) hacia los 60 minutos de
incubaci6tn; sin  embargo, el Ep s86lo muestra incrementos
significativos a este tiempo con la dosis intermedia del factor de
crecimiento. Hacia los 120 minutos de incubacién, la produccién de
T no se ve claramente modificada, aunque simulténeamente 1la
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sintesis del estrégenoc parece estar Iucrementada para tcdasg las
dosis de EGF empleadas.

Los resultados mencionados anteriormente también har sido
representados graficamente comparando el porcentaje de células
transformadas en los diferentes esteroides con respecto a 1los
controles correspondientes (figs. 8-10). La concentracion de Preg
no transformada en CL tratadas con I tiende a incrementarse hacia
los 60 minutos de incubacién, efecto que desaparece hacia los 12%
minutos, de forma tal que se encuentra tan solo aproximadamente el
60% de los correspondiente a las células control (figs. 8a y 8b).
En lo que toca a las CL tratadas con EGF, la acumulacién inicial
de 3H-Preg se mantiene a lo largo de todo el periodo de incubacién
(figs. B¢ y 8d).

Por su parte, la T muestra un incremento cercano al 100% con
respecto al control cuando las CL son tratadas con I a todas las
dosis durante 60 minutos (fig. 9a)}, pero este efecto desaparece
hacia los 120 minutos de incubacién (fig. 9b). Las ClL tratadas con
EGF s6lo muestran diferencias significativas para la dosis mis
baja del factor durante los primeros 60 minutos de incubacién, vy
para la dosis intermedia hacia el final del perindo de 2 horas
(figs. 9c y 9d).

En lo que toca al Ep, s6lo la dosis mas alta de I incrementa un
150% su produccidn con respecto al control hacia los 60 minutos de
incubacién (fig. 10a), mientras que ei EGF prescnte un efecto
cuando se utiliza 1la dosis intermedia, la cual provoca un
incremento en 1la concentracién del estrogeno que alcanza un 50%
con respecto al control para ambos periodos de incubacién (figs.
10c y 10d).

Al expresar los datos anteriores como las relaciones Preg/T y
T/Ep (figs. 11 y 12) puede observarse que a los 60 minutos de
incubacién, solamente la primera de éstas se incrementa
significativamente en el caso de la dosis intermedia de EG¥ (fig.
12a), mientras que hacia los 120 minutos de incubacion, todas las
dosis de I disminuyen 1la relacidén Preg/T (figs. 1lla). En
comparacién, la relacién T/Ep se incrementa con dosis intermedias
de I y disminuye para todas las dosis de EGF al inicic del periodo
de incubacién, sin que se modifique apreciablemente a los 120
minutos, a excepcibn de las CL tratadas con dosis mayores de 1
(figs. 1lb y 12b).



INSULINA

AT S @™ A o~ en o~ e N o
- . - - - . - . -
3 coo “dooo scooo0o oSO cooa cooo
e S - 4y H L H A o -t
i oo do Qe oa ce o s OF oV oW e go °° G0 oF oF o <0 o 0P oF
2 AR RTY @~ mw 3000 85@5 ano < weuno

Mol A = @ wn

- N - d.lll we g Mo Teen
gl Swven nwom? n e @ <~ o2 ©wwn M e@unan
of oo coco® oo coo® cooo cooo
3 HHHA HAHAH H o~ + H o+ H o+ o+ H
o e o oo o o 00 de e se op oe 9 o0 o op oe o6 oo ge o8
w9 con® N @ o~ cwe o oM
g ddfd  <<<2  S88%  wean wers  seas
4 e NN < - Nm N m e M e
9 oceoo cocoo cooo coca cooco cooco
m +H + 4+ H +HHH ! + o HHHH HHHH
] VRV o oo oe e o0 oo oe e oo o0 o6 e a6 o0 oo e 0 o0 op o°
m ~N oo 0o~ ~oon no oo VMo~ wnan
M oNane R ) NN W o~ < w

UDeaum DeeoNm UDANMm Ueoum UerNm U oNmMm
|
o
A
@
[+1
[=]

- - - - - lo

") = 0 o o 2

- - -« w0 a o

(Las dosig

(6,7)-Preg a fracciones enriquecidas en CL de testiculo de rata,
D1 10 ng/ml, D2 50 ng/ml, y D3 100 ng/ml}),
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incubadas en presencia de diferentes dosis de insulina
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INSULINA

60’ 120° T

Dosis cpm i EEM % control cpm 1 KEM % control

P|C 257.2  26.1 100 % 10.1 693.8 £ 63.6 100 £ 9.1

Pl 601.5 * 86 #(233.8 £ 33.4 ] 449.8 * 44.4 * 64.8 + 6.3
Pi2 407.5 + 65.6 *{158.4  25.4 | 617.5 & 55.4 89.0 £ 7.9
pil3 505.6 t 69 41 196.5 £ 26 437.3 £ 33.9 ¢ 63.0 £ 4.8
T|C| 518 1 77.9 100 % 15 714 1 61.6 100 t 8.6

T |1 909.2 & 142.4 *| 175.5 &t 27 627.1 t 56.4 87.8 # 7.8
T |2 953 + 179.6 *1183.9 £ 34.6 957.5 % 69 #1 134.1 ¢ 9.6
T3 873.2  78.4 *{168.5 t 15,1 723.1 & 60.4 101.2 + 8.4
E|C 605.6 1 83 100 £ 13.7 478.3 1 56.6 100 £ 11.8
E|1l 888.5 t 81.5 146.7 £ 13.4 | 357.1 1 45.6 74.6 * 9.5
Bj2 497.8 £ 72.3 82.1 * 11.9 466.4 * 40.8 97.5 + 8.5
B[3]1626.2 + 221.0 *{268.5 % 36.4 618.8 £ 45.8 129.3 £ 9.5

Tabla III. EBfecto de las diferentes concentraciones de insulina a

los

60 y

120/

gobre la produccién

enriquecidas de CL de rata adulta normal.

hormonal

de

fracciones

Los tratamientos cuyos valores wuestran diferencias significativas

con

cpm =
EEM =

cuentas por millén

error esténdar de la medida

regpecto al control (p<0.05) se indican con asterisco (*).




EGF

60’ 120¢
Dosais cpm + EEM % control cpm t EEM % control
PIC 232.7 t 31.5 100 + 13.5 162.8 + 6.7 100 £ 4.1
P11} 427.5 £ 105.7 183.7 + 45.4 272.1 % 23 167.1 + 14.1
P|2 898 * 88 385.9 + 37.8 | 340.7 + 33.8 209.2 + 20.7
P13 272 + 17.2 117.3 £ 7.3 192.6 £ 17.6 *{ 118.,3 + 10.8
T|C 319.8 £ 31.2 100 £ 9.7 329.5 + 32.8 100 £ 9.5
T|1 566.4 1 58.1 177.1 + 18.1 ] 444.7 + 53.9 134.9 % 16.3
T|?2 376.7 + 22.7 117.7 + 7.0 641.8 £ 69.3 184.7 £ 21.0
T|3 286.7 t 24 89.6 £ 7.5 423.6 % 53.3 128.5  16.1
EJ1C] 162.2 &+ 1B2.3 100 + 15.6 1026.7 + 99 100 £ 9.6
E|1{1511.5 % 184.6 130.0 % 15.8 1227 £ 7.3  *¥| 119.5 41 7.3
E|2 2059.4 * 161 *]177.1 % 13.B}1966.7 % 43.0 191.5 + 4.1
E|3 1332 % 133 114.6 £ 11.4 1485 £ 65.0 *| 144.6 * 6.3

Tabla IV. Efecto de las diferentes concentraciones de EGF a los 60
y 120' sobre la produccidn hormonal de fracciones enriquecidas de
CL de rata adulta normal.

Los tratamientos cuyos valores muestran diferencias significativas
con respecto al control (p<0.05) se indican con asterisco (*).

cpm =

cuentas por millén

EEM = error estdndar de la medida
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VIII. DISCUSION

Diversos autores tales como Rishridger (27) Valladares, Payne
{28) Welsh (31) entre otrcs han propuesto la existencia de
numerosos factores que tendrian la capacidad de estimular o
inhibir la estercidogénesis testicular, entre los que se incluyen
la hormona luteinizante (LH), algunos factores de crecimiento
tales como EGF y el factor de crecimiento y transformacion f§, vy
otros factores de naturaleza hormonal como la [ y sus factores de
crecimiento asoclados (IGFs). Es importante sehalar que se ha
ohservado que los factores de crecimiento pueden funcionar como
agentes mitogénicos y/o regqulatorios, a través de su unién o
receptores especificos que se encuentran en la wembrana de las
células blanco para servir como elementos importantes de la
requlacién autocrina y paracrina (32,34).

El presente trahajo intenta dar contipnuidad a los experimentos
realizados por otros autores mencionados previamente, a través de
la determinacién del efecto de la I y el EGF sobre la via
esteroidogénica de sintesis de andrégenos en CL in vitro,
evaluando el efecto_de diferentes dosis de estos factores sobre la
transformacién de JH-Preg en T y eventualmente en Ep, durante
periodos cortos de incubacién que no excedieron los 120 minutos,

En este trabajo se puede observar el efecto que tiene la I sobre
las CL es mds notoric hacia los 60 minutos de incubacidén, ya que
en este perfodo la proporcién de SH-Preg no transformada es
practicamente el doble que en el control respectivo, con un efecto
paralelo de incremento en la aparicion de T a todas las dosis
utilizadas, y del E; solamente para la dosis mas elevada de 1
(figs. Ba-10a), lo cual no modifica la relacién Preq/T (fig. 1llajl,
pero s lo hace para la proporci6én T/Ej de manera irreqular (fig.
11b). Este efecto tiende a desaparecer hacia los 120 minutos de
incubacién, llegando incluso a revertirse en el caso particular de
la Preg (fig. Bb), disminuyendo significativamente la relacién
Preg/T (fig. 1lla),aunque sin afectar significativamente la
relacién T/E (fig, 1lb).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la I tiende
a incrementar la transformacién de -H~Preq en T desde los 60
minutos de incubacién, aunque este efecto tiende a desaparecer
hacia las 2 horas, de forma tal que la relacién Pregq/T parece
disminuir de manera dosis dependiente al final de este periodo.
Sin embargo, a diferencia de lo sefialado por Rigaudiére y cols
(35), el E, parece no verse afectado, lo que se ve reflejado por
un incremento dosis dependiente en la relacidn {/Ep después de los
120 minutos de incubacién, efecto que no es constante durante todo
el periodo de incubacién (figs., 11lb).
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En lo que respecta al EGF, las oproporciones de Preg vy =
tendieron a incrementarse de manera dosis dependiente para la
primeras das concentraciones utilizadas (10 y 25 pg/ml) tanto a
los 60 como a los 120 minutos de incubacidn (figs. Be,d y 10c, dj,
mismo efecto que se presentd para la T, pero sdlo de manera mas
notoria hacia el final del periodo de incubacidén (fig. 9d). Cabe
seflalar que el EGF causa un incremento inicial en la proporcién de
T sequido de un regreso a valores no significativamente diferentes
del control cuando se evaltan las CL incubadas durante periodos de
60 minutos (fig. 9c). Este factor provocé un incremento en la
relacién Preg/T s6lo para la dosis intermedia y una disminucién
general de la relacién T/E; a los 60 minutos, sin observarse
efectc alguno sobre estas relaciones al final del periodo de
incubacion (figs. 12a y b).

Experimentos previos realizados para determinar el efecto del EGF
sobre la esteroidogénesis ovarica vy testicular han generado
resultados contradictorios. Asi, Hsueh y cols (44) reportaron que
el EGF es capaz de inhibir la produccién de E; y T estimulada por
gonadotropinas, toxina de colera o dibutirilAMPc en cultivos
primarios de células de la granulosa y de CL respectivamente,
mientras que Verhceven y Callleau (31) y Syed y cols {36)
sefialaron que este factor es capaz de estimular la produccién
basal de T en CL humanas in vitro.

Estudios posteriores seran necesarios para definir con mayor
claridad la naturaleza precisa de los mecanismos de accidn del I y
del EGF sobre la actividad de aromatasa en CL de ratas adultas
normales, asi como para establecer su importancia dentro del
esquema global de la reqgulacién paracrina de la funcion
testicular.
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IX. CONCLUSIONES

La transformacién de la JH-Preq adicionada a fraccicnes
enriquecidas en CL de rata adulta normal hacia T y E. permite
determinar que bajo las condiciones de incubacidén utilizadas, la
actividad de aromatasa se encuentra presente.

La 1 tiende a incrementar la produccién de T y E, durante los
primeros 60 minutos de incubacién, efecto que disminuye hacla el
final del periodo de 2 horas, mientras que el EGF so6lo aumenta T
a la dosis menor a los 60 minutos y a la dosis media a los 120,
siendo el efecto sobre la aromatasa més notorio al final de la
incubacion,

Las relaciones Preg/T se ven modificadas por la 1 aparentemente
de forma dosis dependiente a los 120 minutos, pero no por el
EGF, al menos de forma consistente. Por otra parte, las
relaciones T/E, tienden a incrementarse en presencia de I, pero
disminuyen cuando las células son tratadas con EGF.

La producciéon hormonal muestra diferencia significativa con
insulina principalmente a los 60’ en Preg y T asi como con la
dosis mas alta utilizada en E, En cambio con EGF solo muestra
diferencia significativa a los 120’ en E con las tres dosis
empleadas

Seria conveniente cuantificar las concentraciones presentes de
los demds Y4-intermediarios de la via esteroidogénica con el
objeto de determinar con mayor sequridad los efectos que tienen
sobre la regqulacién de la esteroidogénesis testicular en los
cuales pudieran participar los factores analizados en este
trabajo.

36



X. BIBLIOGRAFIA CITADA

1. MCDONALD LE (1978}. Reproduccién y Endocrinologia Veterinaria,
2a. edicién. Interamericana, México, pp. 18-32 y 201-234,

2. TEPPERMAN J (1980). Fisiologia Metabdlica y Endocrinologia, 3a.
edicién, Interamericana, México, pp. 64-80,

3. VANDER AJ, SHERMAN JH & LUCIANA D (1980). Fisiologia Humana,
Mc. Graw-Hill, México, pp. 283-288 y 334-~340.

4. QUEVAUVILERS J (1979), Cuadernos de la enfermera No, 5:
Endocrinologia, Toray-Masson, Madrid, pp. 1-2 y 150-152.

5. SANCHEZ SO & LIMA GS (1980). Biologia, 20. curso, Herrera,
México, pp. 185-186.

6. BECK WS (1977). Fisiologiam, Publicacliones Culturales, México,
pp. 214-229, 629-638 y 715.

7. CORMACK HD (1978). Histologia de Ham, 9a. edicién, Harla,
México, pp. 725-731 y 797-824.

8, BLOOM W & FAWCETT DW (1990). A Textbook of Histology, 20th
edition, Saunders Company, Philadelphia, pp. 802-857.

9, LESSON R & 1IESSON TS (1985). Histologia, 4a. ediciodn,
Interamericana, México, pp. 517-554.

10, AUSTIN C & SHORT R (1982) Células germinales y fertilizacién,
la. edlicién, Prensa Médica Mexicana, México, pp. 1-14, 49-89.

11. STEINBERGER A & STEINBERGER E. The Sertoli cell. In: Johnson
AD & Gomes WR (ed). The testis, vol IV, Academic Press, NY, 1977,
pp. 371-399.

12, EAKIN R (1978). Laboratory Manual: Vertebrate Embryology, 3a.
edicién, University of California Press, EE.UU., pp. 29-35

13. ERNSTE KNOBIL, JIMMY D. NEILL, GILBERT S. GREENWALD, CLEMENTE
MARKERT, DONALD PFAFF (1994). The Physiology Of Reproduction VI,
2a, edicién, De. Raven Press, New York pp. 1177-1240.

14, SCOTT F. GILBERT (1994). Development Biology, 4a. edicién, De.

Sinaver Associates, Inc. Publishers, Sunderland, Massachusetts,
pp. 13-15, 798 -~ 801, 758 - 759, 797 - 798.

15. MARTIN A, MAYES P & RODWELL V (1989). Bioquimica de larper,
%9a, edicién, Harla, México, pp. 497-514.

37



16, AUSTIN C & SHORT R {1282}, Hormonas en la reproduccién, Prensa
Médica Mexicana, pp. 1-71.

17. SAEZ J, PERRARD-SAPORI M, CHATELAIN P, TABONE E & RIVAROLA M
{1987). Paracrine regulation of testicular Ffunction, J Steroid
Biochem 27: 317.

18. JEGOU B (1992). The Sertoli call, Baillidre Clin Endocrinol
Metab 6: 37.

19, SKINNER MK (1991}, Cell-cell interactions in the testis,
Endocr Rev 12: 45,

20. VERHOEVEN G (1992). Local control systems within the testis,
Bailliere Clin Endacrinol Metab &: 313.

21, SKINNER MK (1990}, Mesenchymal (Stromal)-epithelial cell
interactions in the testis and ovary which requlate gonadal
function, Reprod Fertil Dev 2: 237,

22, ROMMERTS FFG, TEERDS K, THEMMEN APN & VAN NOORT M (1987).
Multiple regulation of testicular steroidogenesis, J Steroid
Biochem 27: 309,

23. VERHOEVEN G & CAILLEAU J (1985), A factor in spent media from
S8ertoli cell-enriched cultures that stimulates stercidogenesis in
Leydig cells, Mol Cell Endocrinol 40: 57.

24. VERHOEVEN G & CAILLEAU J (1986). Specificity and partial
purification of a factor in spent madia from Sertoli cell-enriched
cultures that stimulates steroidogenesis in Leydig cells, J
Steroid Biochem 25: 393,

25, SYED V, KHAN SA, LINDH M & RITZEN EM (1988). Mechanism of
action of the factor(s) secretad by rat seminiferous tubules and
inhibiting interstitisl cell testosterone production in wvitro,
Acta Endocrinel 119: 427,

26. SAEZ J, SANCHEZ P, BERTHELON M & AVALLET O (1989}, Regulation
of pig leydig cell aromatase activity by gonadotropinsg and Sertoli
cells, Biol Reprod 41: 813.

27, RISBRIDGER GP (1992), Local regulation of Leydig cell function
by inhibitors of steroidogenic activity, Cell Biol Int Rep 16:
399,

28, VALLADARES L & PAYNE AH (1979), Acute stimulation of
aromatization in Leydig cell by human chorionic gonadotropin in
vitro, Proc Nat Acad Sci USA 76: 4460,

29, VALLADARES L & PAYNE AH (1979). Induction of testicular

aromatization by luteinizing hormone in mature rats, Endocrinolegy
105: 431,

38



o TSSO DR
Sl B0O1A [BUGTECH

30. VALLADARES L & PAYNE AH (1981). Effects of hCG and cyclic AMP
on aromatization in purified Leydig cell of inmature and mature
rats. Biol Reprod 25: 752,

31, WELSH TH & HSUEH AJW (1962). Mechanism of the inhibitory
action of epidermal growth factor on testicular androgen
biosynthesis in vitro, Endocrinology 110: 1498,

32. ROMMERTS FFG, DEJONG FH, BRINKMANN AO & VAN DER MOLEN HJ
(1982). Development and cellular localization of rat testicular
aromatase activity, J Reprod Fertil 65: 281,

33. ADASHI EY, RESNICH CE, BRODIE AMH, SVOBODA ME & VAR WYK JJ
{1985). Somatomedin-C mediated potentiation of follicle-
stimulating hormone induced aromatase activity of cultured rat
granulosa cell, Endocrinology 117: 2313,

34. VERHOEVEN G & CAILLEAU J (1986), Stimulatory effects of
epidermal growth factor on steroidogenesis in leydig cell, Mol
Cell Endocrinol 47: 99,

35, LIN T, HASKELL J, WINSON N & TERRACIO L (1986). Direct
stimulatory effects of insulin-like growth factor-I on leydig cell
steroidogenesis in primary culture, Biochem Biophys Res Comnun
137: 950.

36. PAYNE A, PERKINS 1L, GEORGIOU G & QUINN P (1987},
Intratesticular site of aromatase activity and possible function
of testicular estradiol, Steroids 50: 435,

37. RAESIDE J, BARTHELON M, SANCHEZ P & SAEZ J (1988). Stimulation
of aromatase activity in inmature porcine Leydig cell by
fibroblast growth factor (FGF), Biochem Biophys Res Commun 151:
163.

36. RIGAUDIERE N, GRIZARD G & BOUCHER D{1989). Aromatase activity
in purified Leydig cell from adult rat. Comparative effects of
insulin, IGF-I and hCG, Acta Endocrinol 121: 277,

39. SYED V, KHAN V & NIESCHLAG E (1991), Epidermal Growth Factor
stimulates testosterone production of human Leydig cell in vitro,
J Endocrinol Invest 14(2): 93.

40, GILBER S, HARDY M, MENDIS-HANDAGAMA S & CASTELLA S (1992).
Effects of Insulin-like Growth Factor-l on androgen production by
highly purified pubertal and adult rat Leydig cell. Journal of
Andrology 13(2): 125,

41, H. ADASHI & H. KURASHI (1994). Involvement of epidermal growth
factor (EGF) / EGF receptor autocrime and paracrine mechanism in
human trophoblast cell: functional differentiarion in wvitro
Journal of Endocriniology 143 : 291.



42, BERMODEZ J, HERRERA J & MENDIETA E (1969). Evaluacién de los
métodos de aislamiento y purificacién de las células de Leydig y
Sertoli, Arch Invest Méd Méx 19: 291.

43. HOEL PG (1981), Estadistica Elemental, Ed. Continental S. A.,
México, pp. 211-250,

44. HSUEH AJW, WELSH TH & JONES PBC (1981). Inhibition of ovarian
and testicular sterocidogenesis by epidermal growth factor,
Endocrinology 108: 2002,

40



	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Planteamiento del Problema   IV. Objetivos   V. Hipótesis
	VI. Metodología
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Bibliografía Citada



