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RESUMEN

El testiculo esta compuesto de muchos tipos celulares en el que
interactuan una variedad de células y en consecuencia un sin numero de
sustancias por 1o que su funcionamiento es producto de la acciédn combinada de
ias diversas células presentes y de los factores emanados localmente. Al parecer
en la rata existe una diferencia entre los requerimientos fisioldgicos a lo largo de
su desarrollo por lo que la produccidn de factores paracrinos secretados por las
células de Sertoli son clave para el mantenimiento de la funcion testicular, 16 cual
ha sido mostrado en numerosas investigaciones in vivo @ in vitro, donde se ha
observado la presencia de factores moduladores de l!a esteroidogénesis en

medios de ceélulas aisladas a partir de animales de diferentes edades o
mantenidas en distintas condiciones experimentales .

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado fa presencia de una Actividad
moduladora de la esteroidogénesis (AME) en medios condicionados de células de
Sertoli (CS) que produce un aumento en la sintesis de Pregnenotona (PREG) y
una disminucion dosis dependiente de la produccion de testosterona en ceélulas de
teydig (CL ) cuando estas son mantenidas en cultivo primario por 48 horas.
Tomando esto en consideracion el objetivo de este trabajo fue el determinar el
efecto de la edad de los animales empleados en la obtencidn de las células de
Sertoli sobre la AME presente en sus medios condicionados.

Los medios condicionados en CS (MCCS) se obtuvieron a partir de las
fracciones tubulares enriquecidas en CS provenientes de ratas prepuberes (20 y
40 dias ) y adultas (60 y 90 dias), dichas f{racciones fueron cultivadas en medio
minimo de eagle modificado por dulbecco (DME) durante un periodo de 36 horas.
Las CL aisladas del compartimento intersticial fueron mantenidas en cultivos
primarios por periodos de 12 y 24 horas en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de MCCS (1:2, 1:5 y 1:10 diluidos en DME ) posteriormente, los

medios {fueron recuperados para la cuantificacion de PREG y T por medio del
radioinmunoanalisis.

Los resultados obtenidos mostraron una AME presente en cada una de las
edades dosis y tiempos evaluados , de donde los animales inmaduros { 20 dias )
mostraron una tendencia a acumular PREG mas rapidamente que los obtenidos a
partir de animales adultos (90 dias) . ya que en estos ultimos la acumuiacion final
de PREG es alrededor del 15% mayor que en los animales inmaduros. Respecto
a la sintesis de T la inhibicidn es mas marcada en animales con 20 dias en
comparacion con los de mayor edad, sobre todo a las 24 horas de cultivo. aungue
una AME parece estar presente en los MCCS obtenidos de ratas en diferente
estadio de desarrollo 105 mecanismos por los cuales se lleva acabo esta
regulacidén parecen diferir de acuerdo al estado de madurez del animal.




1. MARCO TEORICO

1.1. ANATOMIA DEL. APARATO REPRODUCTOR MASCULINO

El sistema reproductor masculino se encuentra constituido por las
glandulas sexuales y los 6rganos accesorios. De manera general esta
formado por cuatro componentes con funciones diferentes (Fig. 1) :

a) Los testiculos o gonadas, que cumplen con wuna doble funcidn,
generativa y endocrina, ya que actuan tanto en la produccidn de ceélulas
germinales (espermatozoides) como en la produccion de hormonas
sexuales,

b) Una complicada red de tdbulos, consistentes en ductos eferentes,
epididimo, ductos deferentes y eyaculadores,

c) Un grupo de glandulas exocrinas que contribuyen a la secrecion de
fluidos seminales, tales como: vesiculas seminales, glandula prostatica y
un par de glandulas bulbouretrales accescrias, y

d) Un drgano copulador, el pene. (Bloom y Fawcett, 1990).

1.2. ANATOMIA TESTICULAR

Los testiculos se desarrollan en I|a cavidad abdominal,
descendiendo hacia el escroto poco antes o después del nacimiento. Se
encuentran revestidos anterior y lateralmente por una cavidad serosa
que es derivada del peritoneo, la tunica vaginalis, inmediatamente
después de la tunica vaginalis el testiculo esta cubierto por una capa
fibrosa llamada tunica albuginea, y finalmente lo cubre la tunica vascular
que esta formada por redes de vasos sanguineos inciuidos en el tegjido
conectivo. La tunica albuginea se encuentra engrosada a lo largo de la
superficie posterior del testiculo, y se proyecta hacia el interior de la
glandula formando el mediastino testicular, del cual parten los septos en
forma radial que dividen al parénquima testicular en /obulos. (Bloom y

Fawcett, 1990).
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Fig. 1 Esquema que muestra la anatomia del aparato reproductor
masculino, tomado de Martin Dym 1975.

Cada Idbulo testicular contiene varios tubulos seminiferos
enrollados, los cuales van a terminar en una porcién recta que se une a
los tubulos de la red testicular formando el rete testis, donde
desembocan los tibulos seminiferos (Bloom y Fawcett, 1990) (Fig. 2).
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La irrigacién arterial de los testiculos es suministrada por la
arteria espermatica que parte directamente de la aorta abdominal a ia
altura de la segunda vértebra lumbar, y recorre el conducto inguinal
rodeada de! plexo venoso pampiniforme, llegando hasta el escroto.
Las ramas arteriolares llegan hasta los tabiques testiculares y luego
contintan al tejido intersticial, donde forman plexos capilares airededor
de los tubulos seminiferos. Las venas acompanan a las arterias y
forman el plexo pampiniforme que se vacia en la vena espermatica.

Las vias linfaticas son numerosas y comienzan en el tejido
conectivo intersticial, donde los capilares se asemejan a hendiduras
tisulares revestidas por endotelio. La linfa drena a los vasos linfaticos
mayores en los tabiques testiculares y la tunica albuginea y pasa a los
ganglios linfaticos adrticos lumbares.

Los nervios forman el plexo testicular, que sigue a la arteria
espermatica; las fibras en parte son simpéaticas vasomotoras y en parte

sensitivas (Geneser, 1990).
1.3. MORFOLOGIA DEL COMPARTIMIENTO INTERSTICIAL.

El tejido intersticial del testiculo se encuentra altamente
vascularizado, y esta compuesto de vasos sanguineos y linfaticos,
fibras de colagena, y algunos tipos celulares tales como fibroblastos,
macrofagos, ceélulas cebadas y células de Leydig (CL).
liberan la hormona masculina Hamada
1977). Esta estirpe celular
la generacién

Las CL sintetizan y
testosterona (7) (Leeson y Leeson,
involucra al menos dos generaciones de ceélulas:
celular de tipo fetal que es responsable de la masculinizacion de las
caracteristicas sexuales primarias durante la vida fetal y neonatal, y la
pobiacion de tipo adulto, la cual es responsable de la masculinizacion

durante la pubertad (Gondos , 1980).

fetales aparecen aproximadamente a los 15
dias en la regidn intersticial, por aferenciacion de las células
somaticas mesengquimales. Estas células contienen grandes
mitocondrias, gotas de lipidos, y reticulo endoplasmico liso (Magres y
Jost , 1980). Estas células a los 20 dias de desarrollo fetal alcanza un
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ceélulas por testiculo y posteriormente disminuye

maximo de 10°
las dos primeras

claramente después del nacimiento y durante
semanas de vida posnatal (Zirkin y Ewing , 1987).
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Fig. 2 Esquema de la arquitectura del testiculo y de! sistema ductal
excretor tomado de Martin Dym 1975,
La evolucidn de las CL de tipo tetal y las evidencias de su

regresion funcional y morfoldgica después de estas semanas son
desconocidos; por o tanto, tampoco se tiene de una explicacion de
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este fendbmeno, por lo que se ha sugerido que la regresiodn tanto
morfolégica como funcional de las CL fetales es controlada por una
regulacién autocrina o paracrina (Saez, 1994). Durante la pubertad, el
numero de CL se incrementa y llega a alcanzar un maximo de 5x1 o®
ceélulas por testiculo en el hombre hacia los 20 afos, y su numero
gradualmente disminuye en el hombre a los 60 afos de edad ( Neaves

y cols, 1984).

Las CL de tipo adulto aparecen al décimo dia del nacimiento e
incrementa considerablemente su numero después del dia 15 hasta
llegar a 25x 10° ceélulas por testicuto al finalizar la pubertad. Las CL
son formadas principalmente por diferenciacién de ceélulas
mesenquimales, pero también por divisiébn de CL preexistentes
(Hardy y cols, 1989).

En el humano, la diferenciacion de las godnadas masculinas
aparece a la sexta semana de gestacion, y su citodiferenciaciéon
comienza con un incremento en el volumen citoplasmatico, desarrollo
del reticulo endoplasmico liso, un incremento en el numero y tamano
de las mitocondrias, agrandamiento del nucleo y acumulacidn de gotas
de lipidos. Los cristales de Reinke nunca son formados en las CL
fetales y son solamente observados en el adulto. Durante la infancia,
el espacio intersticial es poblado por células mesenquimales
estrelladas y fusiformes con nucleo elongado y citoplasma visible que
son considerados precursores celulares no diferenciados. Durante la
pubertad estas células se diferencian a CL adultas bajo el control de
la hormona luteinizante (LH) (Prince, 1984).

Este proceso de diferenciacion involucra la aparicion de un
marcado incremento del reticulo endoplasmico liso, el cual consiste en
una red de tubulos con membranas que los limitan y que contiene a la
mayoria de las enzimas que participan en la biosintesis de T a partir
del colesterol (Martin y cols, 1990). £l reticulo endoplasmico rugoso
también esta disperso en la ceélula y se interconecta con el liso. Las
mitocondrias son de tamafio moderado y contienen crestas de forma
laminar asi como tubulares. El aparato de Golgi se encuentra
sumamente desarrollado, y en las CL se presentan gotas de lipidos ,
lisosomas, cristales de Reinke, asi como tipicos cambios en la
morfologia nuclear (Connell y Connell, 1977).
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1.4. COMPARTIMIENTO TUBULAR (TUBULOS SEMINIFEROS).

Los tdbulos seminiferos estan rodeados por una capa basa!l de
tejido conectivo laminar que contiene fibras elasticas y células
epiteloides aplanadas, las cuales presentan una apariencia semejante
a las células musculares, por lo que son llamadas células mioides o
células contractiles peritubulares. Estas células contractiles estan bien
adheridas por sus bordes y de esa manera forman una lamina
continua alrededor del epitelio (Bloom y Fawcett, 1990).

El epitelio seminifero es un epitelio estratificado complejo
compuesto de dos tipos celulares basicos: células de Sertoli (CS) y
células de la linea germinal (Fig 3).

Las CS son una pobiacion no proliferante en la cual cada célula
se extiende desde la membrana basal hasta la luz del tubulo
seminifero; en cuanto a su estructura, estas células son cilindricas,
pero tienen complejas prolongaciones apicales y laterales que rodean
a las ceélulas espermatogénicas adyacentes y l!llenan los espacios
vacios entre ellas. Debido a su intima asociacién con estas células, se
ha postulado que funcionan como nodrizas, proporcionando soporte
estructural y metabdlico para el desarrollo y diferenciacion de las
células espermatogénicas (Jégou, 1992).

£l nucleo de las CS, de cromatina laxa, puede ser ovoide o
triangular y puede presentar una o mas escotaduras profundas; su
forma y localizacion son variables. El reticulo endoplasmico liso es
abundante, e! reticulo endoplasmico rugoso es poco extenso y las
mitocondrias son esferoidales o alargadas. E! aparato de Golgi se
encuentra bien desarrollado y hay una gran cantidad de microtiubulos,
lisosomas, inclusiones lipidicas, vesiculas, granulos de glucdégeno y
filamentos delgados. En los humanos el citoplasma basal también
contiene los caracteristicos cristaloides de Charcot-Boettcher
(Schulze, 1974).

Las CS adyacentes estan unidas entre si por un tipo de unidn
inusual. El complejo de unién de las CS esta formado por: una zonula
occludens muy firme de cincuenta o mas lineas paralelas de fusién de
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las membranas adosadas; cisternas aplanadas del reticulo
endoplasmico que son paralelas a la membrana plasmatica a la altura
de la zonula occludens, y haces de filamentos de actina con patréon de
corte hexagonal que se interponen entre las cisternas del reticulo
endoplasmico y la membrana plasmatica de las células. El reticulo
endoplasmico asociado con el complejo de unidn posee ribosomas
solo en su superficie citoplasmatica que no mira a !a membrana
celular. Otros tipos de unidn descritos en las CS son: los nexos
maculae communicantes, los hemidesmosomas, y los complejos
pseudodesmosdmicos entre CS y las células espermatogénicas
circundantes en sus fases iniciales de su desarrollo (Jégou, 1992).

Los complejos de union Sertoli-Sertoli dividen al epitelio
seminifero en dos compartimentos: unho basal, que contiene a las
espermatogonias y los espermatocitos jovenes, y uno adluminal, gue
contiene a los demas espermatocitos y a las espermatides. La
compartimentalizacion del epitelio seminifero permite a las CS
establecer microambientes en los cuales las células espermatogénicas
experimentan la meiosis y otros fendmenos diferenciativos. Estudios
morfologicos Yy fisiolégicos han establecido que los complejos de union
Sertoli-Sertoli forman la barrera hematotesticular (Ross y Romrell,
1992) a la cual se le han asignado diversos papeles, tales como
promover la cohesidn y citoarquitectura del epitelio seminifero | la
construccién de un microambiente fisico-quimico requerido para el
proceso meidtico y la espermatogénesis y la prevencion de contactos
entre antigenos de superficie especificos entre espermatidas y
espermatocitos primarios en profase, y el sistema inmune ( 1975;
Waites y Gladwell, 1982; De Kretser y Kerr, 1988).

Esta compartimentalizaciéon del epitelio seminifero permite a las
CS establecer microambientes; de esta manera entre los dos tipos
celulares del tubulo existen multiples interacciones bidireccionales que
pueden ser mediadas por contacto directo célula-célula y/o a través de
factores paracrinos difundibles que son requeridos para el control de la
multiplicacién, reduccidn meidtica y maduracion de las ceélulas
germinales, es decir, para el mantenimiento de la funcion testicular y el
proceso de la espermatogénesis (Saez y cols. ,1983).



Espermatozoide

Cuerpo
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Espermatida
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Fig 3. Esquema que muestra el corte del epitelio seminifero y la
relacion entre las células germinales y células de Sertoli. Tomado de

Martin Dym 1977.

Las ceélulas espermatogénicas constituyen wuna poblacion
proliferante formada por células en diversas fases de un proceso
diferenciativo complejo. Las células mas inmaduras se localizan junto
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a la membrana basal y a medida que proliferan y se diferencian, las
celulas se mueven hacia la luz de! tubulo seminifero (Fig. 4).
De manera general el proceso de espermatogénesis se

encuentra dividido en tres fases principales:

Fibroblasto

Espermatogonta

Célula g <
intersticial ] : Celula desertoli

Espermatogonia

Célula de
Sertol

primarios en
mitosis

_Espermnos
Espermatida
Céiulas de sertoli . S

con grupos de ®Y_PMembrana basal

espermios en
maduracién

Fig. 4 Corte de un testiculo humano. Los tubulos muestran diferentes
fases de ia espermatogénesis. Tomado de Blomm y Fawcett, 1990.
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1.- Fase espermatogénica o de espermatocitogénesis:

La espermatogonia que se encuentra contigua a ia membrana
basal es una célula relativamente pequefa, cuyo nlucleo tiene
cromatina irregular y forma acumulos gruesos. Generalmente, se
describen dos tipos principales de espermatogonias, ya que cuando el
individuo alcanza Ila madurez sexual, las espermatogonias
experimentan sucesivas mitosis y la células asi formadas tienen una
doble alternativa: pueden continuar semejantes a la célula madre y
experimentar nuevas mitosis siendo por o tanto una fuente de
espermatogonias de tipo A , o cesan de dividirse y crecen, volviéndose
mayores que las espermatogonias, recibiendo entonces el nombre de
espermatogonias de tipo B, y cuando éstas se dividen por mitosis,
producen células hijas que acaban diferenciandose para transformarse

en espermatocitos primarios.
2.- Fase espermatocitica o mejodtica:

La division celular que ocurre en los espermatocitos primarios es
una reduccion por division o meiosis, en donde todos los cromosomas
(pares sinapticos) van a parar a los polos opuestos del huso, a
diferencia de la mitosis somatica en que los cromosomas individuales
se dividen y se separan la mitad de los cromosomas. Como resuitado
de la division meiotica, la mitad de los cromosomas pasan a cada
celula hija o espermatocito secundario . La division meidtica también
es peculiar en que la citocinesis es incompleta, y las dos celulas hijas
que resultan de la division del espermatocito primario permanecen
conectadas por un puente de protoplasma. Los dos espermatocitos
secundarios unidos mas tarde se dividen por mitosis., y las cuatro
células resultantes llamadas espermatides permanecen en un actmulo
sincicial, dado que de nuevo la citocinesis es incompleta.

Los espermatocitos secundarios tienen aproximadamente la
mitad del tamano de los espermatocitos primarios, se encuentran mas
proximos a la luz del tubulo y pocas veces se observan en cortes de
tubulos seminiferos pues se dividen con rapidez, dado que
inmediatamente comienza la segunda division meidtica. De este
resultan las espermatidas, que son células que presentan un numero

haploide de cromosomas.



3.- Espermiogénesis:

Cada espermatida, localizada cerca de la luz del tubulo, sufre
una serie de modificaciones citoldgicas que dan origen a la formacién
de los espermatozoides. Durante este proceso, el complejo de Golgi
produce una vesicula que contiene una particula densa: el acrosoma.
Esta estructura vesicular, el casquete cefalico acrosédmico se moviliza
junto con el complejo de Golgi en direccidn al nicleo , adosado a el y
cubriendo parte de su superficie como una caperuza.

Simultaneamente, los centriolos se modifican, de uno de ellos
surge un flagelo que formara la cola del espermatozoide, mientras que
el otro emigra y forma un aniillo en torno a la cola. Al mismo tiempo, el
citoplasma se desplaza en direccidon al flagelo, cubriéndolo
parcialmente. Gradualmente las mitocondrias se dirigen hacia el
flagelo, disponiéndose alrededor de la parte inicial de la cola del
espermatozoide. Por ultimo, el nucleo se aplana y adopta forma
alargada. Al completarse la diferenciacion de Ila cola, el
espermatozoide elimina el exceso de citoplasma, en forma de una
masa anucleada rodeada por membranas y a la que se le llama cuerpo
residual (Fig. 5).

La espermatogénesis ha sido ampliamente estudiada en
roedores de laboratorio, donde muestra un grado de orden y
regularidad (Fawcett,1975; De Kretser y Kerr, 1988). Las diferentes
fases del desarrollo de las células germinales se encuentran en
diferentes niveles del epitelio germinal, con las células madre situadas
en la base y las células mas diferenciadas localizadas en niveles mas
altos.

Las celulas de fases diferentes del desarrollo no estan
distribuidas al azar dentro del epitelio, sino que aparecen en un cierto
numero de asociaciones o combinaciones bien definidas y faciles de
reconocer. En la rata, por ejemplo, las asociaciones célulares o
estadios pueden ser observados en forma continua. las células pasan
sucesivamente por 14 estadios y luego se repite la asociacién inicial
(Kerr 1988; Ueno y Mori, 1990).




Esta serie de cambios entre los aspectos de la misma asociacién
celular se denomina ciclo del epitelio seminifero. En los humanos se
han encontrado 6 estadios (Kerr y De Kretser 1981) ; en el ratén (Van
Pelt y de Rooij, 1990) y el mono hay 12 (Caviacchiay Dym 1977).

Veslcula acrosomica Casquete cefalico

¢ Fragmento
: citoplasmatico

50 1 Sp
Cuello

cola Cabeza

Fig 5 Principales modificaciones que sufren las espermatidas durante
la espermiogénesis. Tomado de Leeson 1992.

En todas las especies, a excepcién del hombre, una asociacion

determinada ocupa un segmento relativamente largo del tubulo ‘

: seminifero. Por lo tanto, un corte transversal de un tubulo incluye sdélo ‘
un tipo de asociacion celular. En los tdbulos humanos, las
asociaciones celulares a lo largo del tdbulo adoptan formas irregulares
por lo que, un corte transversal deja ver dos o mas asociaciones

celulares distintas.

Estudios realizados con timidina tritiada, que se incorpora a las
ceélulas en division mitdtica o meidtica durante la sintesis del ADN, han
demostrado que en el hombre el ciclo del epitelio seminifero tiene una
duracién constante de 16 dias, y se ha calculado que una
espermatogonia requiere 74 dias para completar el proceso de

espermatogénesis.
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I.L5. EJE DE REGULACION HIPOTALAMO - HIPOFISIS
TESTICULO.

En la figura 6 se representa de manera esquematica como la
funciéon testicular es

regulada por dos hormonas gonadotropicas,
sintetizadas y secretadas por la hipdfisis anterior, la hormona
estimulante del foliculo (FSH), que influye sobre la actividad de las CS

y la hormona leutinizante LH que a su vez controla la actividad
secretora de las células de Leydig. La secrecion de estas hormonas
es a su vez regulada por el hipotadlamo, por medio de un decapéptido
denominado hormona liberadora de las gonadotropinas (GNRH).

El GnRH llega a la adenohipofisis a través de la sangre
circulante de los capilares y vénulas del sistema porna hipotalamico-
hipofisiario y se une a los gonadotropos, induciendo asi la sintesis y

liberacidn de las gonadotropinas, las cuales llegan a las génadas a
través del torrente sanguineo.

La cantidad de hormona liberadora presente en este sistema
depende de sefales regutadoras recibidas por receptores especificos

a nivel del nucleo supraoptico hipotalamico, como un mecanismo de
retroalimentacion.

Las gonadotropinas hipofisiarias secretadas modulan su
actividad uniéndose a sus receptores en ias membranas plasmaticas
de sus céluias blanco; el resultado es la activacion de

ciclasa y el incremento de la concentracidon intracelular de la
producciéon del 3°,5°,- adenosin monofosfato ciclico (AMPc),
desencadenando cambios en los patrones de fosforilacion proteica
mediados a través de la accion de proteincinasas de tipo A, y
modificaciones en las funciones particulares de cada tipo celular.

La LH se une a los receptores especificos en la membrana
plasmatica de las CL vy estimula la produccién de testosterona La
sefnal intracelular de esta accidn es el AMPc. Este nucleotido se une a
una subunidad catalitica libre. Las proteincinasas, al ser estimuladas
por la LH catalizan la fosforilacién de algunas proteinas intracelulares,
activando la secuencia de eventos involucrados en la biosintesis de

la adenilato

esteroides.
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La liberacién de LH por parte de la adenohipdfisis es regulada
por la concentracién sérica de T mediante un mecanismo de
retroalimentacidn negativo. Esto ocurre a través de la accién inhibidora
directa sobre la adenohipdfisis o bien mediante una inhibicién de Ia
sintesis hipotalamica de GnRH (Cheng y cols., 1976).

Por otra parte, la FSH se une a los receptores especificos en las
CS activando la sintesis de varias proteinas, entre ellas la proteina
unidora de androgenos (ABP), la transferrina, el activador de
plasmindégeno y las testinas, y estimulando también la sintesis de
estradiol (E) (Steinberger y Steinberger, 1977, Jegou, 1992).

La ABP es secretada al lumen del tubulo seminifero y en este
proceso la T, producida por las CL, es transportada en
concentraciones muy altas al sitio de la espermatogénesis. Aunque el
GnRH regula la liberacion de FSH existen evidencias de que
sustancias producidas por las CS al parecer intervienen también en la
regulacion hormonal del aparato reproductor masculino. Por ejemplo,
la inhibina, un factor glucoproteico de origen testicular con un peso
molecular de entre 10 000 y 30 000 Da que se ha aislado de CS
cultivadas, inhibe la secrecion de FSH mediante accién directa sobre
la hipofisis anterior.

Las CS producen inhibina, que a su vez retroalimenta
negativamente a ia hipdfisis anterior para inhibir la produccién de FSH
en esta forma el ciclo de retroalimentacién mantiene una velocidad
constante en la produccion de hormonas requeridas en la
espermatogénesis, sin caer en la subproduccion, que es necesaria
para el mantenimiento de la funcidn reproductora masculina ( E!
Safoury y cols., 1974).

Diversos mecanismos de retroalimentacion mantienen las
concentraciones normales de hormonas en el torrente sanguineo,
siendo regulada la sintesis y secrecion de las gonadotropinas por la
compleja interaccion entre hormonas sexuales y otros productos de
secreciéon tubular, el sistema nervioso central y la unidad hipotalamo-
hipofisis (Wilson y Foster, 1992).
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1.6. ESTEROIDOGENESIS TESTICULAR.

La esteroidogénesis testicular ha sido ampliamente estudiada
con la finalidad de encontrar caminos o rutas predominantes en la
biosintesis de las hormonas, obteniéndose una gran cantidad de datos
acerca de los compuestos intermediarios y sistemas enzimaticos
involucrados. En este contexto es importante sefalar que a partir de
las observaciones que han sido realizadas sobre el metabolismo
esteroidogénico se han encontrado dos vias biosintéticas
denominadas de los intermediarios A* y A% (Hall, 1970) (Fig 7).

La T al igual que todas las hormonas esteroides es sintetizada
del colesterol que es en turno, formado del acetato. Este colesteroi
esteroidogénico es proporcionado en parte de la sintesis local del
acetato y en parte del colesterol importado de las lipoproteinas
plasmaticas (Gwynne y cols 1985). Sin embargo, el primer paso
considerado como parte de las vias esteroidogénicas es la formacion
de la pregnenoclona (PREG) a partir del colesterol, esta reaccién es
realizada en el compartimiento mitocondrial de las CL.

En esta conversion, el colesterol pierde la cadena lateral en dos
etapas por dos citocromos P450, en donde un fragmento de 6 atomos
de carbono es removido por el citocromo P450 C,,.s Yy un fragmento
de 2 atomos de carbono por el citocromo P450C,,,.. requiriendo
ademas NADPH, oxigeno y una cadena de transporte electronico
activa (Hall y cols, 1975) . Como resuitado de este reaccién se
obtienen los intermediarios 22-OH colesterol, 20,22-hidroxicolesterol
con la consiguiente formacidon de pregnenolona e isocapraldehido que
son liberados hacia el compartimiento microsomal o citosodlico, donde
existen las enzimas de la via esteroidogénica que cataliza Ila
transformacion de PREG a T.

Considerando la secuencia de los A* la PREG es transformada

a progesterona por la accion de las enzimas 3f-hidroxiesteroide

dehidrogenasa (3p-OHSD) y por la A%-A% isomerasa. Posteriormente la

enzima 17a-hidroxilasa y la Cis.50 liasa asociadas al reticulo

endoplasmico liso en actividad con el citocromo P450 promueven la

conversion de progesterona a 17a-hidroxiprogesterona (17-OH Prog)
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y Androstendiona (A) respectivamente. Por uitimo una reduccién del
grupo cetona por la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa produce la T.
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Fig. 7 Vias de la piosintesis de la testosterona. La via de la izquierda se
denomina la A® o via de la deshidroepiandrosterona; la via al lado

derecho se denomina la via A* o de la progesterona. tomado de Martin
A. W, 1986.




Al parecer laruta A® es preferida en los humanos y es predominante
en un numero importante de especies durante la etapa adulta,
incluyendo a la mayoria de los roedores.

Asi también, se han proporcionado evidencias que apoyan la
existencia de una via alternativa denominada de los A%, que involucra
la presencia de los intermediarios 17« -Hidroxipregnenolona (17-OH
PREG) Deshidroepiandrosterona (DHEA) y A% Androstenediol (Diol).
que también puede operar en diversas especies.

Ambas vias son operante en diversas especies en mayor o
menor proporcién  y la prioridad que presente alguna ruta
esteroidogénica determinada dependera de la especie, la edad, la
estacionalidad reproductiva, asi como de otra serie de factores que
aun no han sido completamente definidos (Samuels y Cols , 1975).

1.7.INTERACCIONES CELULAS DE LEYDIG--CELULAS DE
SERTOLI! (REGULACION PARACRINA).

Aunque el principal regulador endocrino de la funcién testicular
es el eje hipotalamo-hipodfisis-testiculo, se han mostrado indicios sobre
la presencia de interacciones paracrinas entre las CL y las CS.
Historicamente, las primeras evidencias de la comunicacion local ente
los tubulos seminiferos y las CL fue realizado por Johnson y Ewing
en el ano de 1971, quienes mostraron que la FSH incrementa la
produccion de T en el testiculo de conejo perfundido cuando es
sometido a dosis maximas de LH. Para respaldar el pape! de FSH en
el desarrollo de las CL, tanto en humanos como en la rata, se ha
tratado de establecer una correlacion entre las concentraciones
séricos de FSH y ia respuesta esteroidogénica de las CL durante ia
maduracion sexual (Odell y Swerdloff ,1976; Sizonenko y
cols,1973).

Al respecto, diversos resultados experimentales han indicado
que algunos productos secretados por el tubulo seminifero modifican
la funcion celular de las CL. Por ejemplo,se ha observado que
tratamientos de FSH a ratas hipofisectomizadas inmaduras no
solamente estimulan el crecimiento del tdbulo sino también causan
hipertrofia e hiperplasia de las CL incrementando tanto el numero de

18




receptores de LH testicular como la respuesta esteroidogénica de

estas células a LH (Moger y Murphy , 1982; Kerr y Sharpe. ,
1985).

Sin embargo, estas observaciones han sido objeto de un gran
debate, debido a que las preparaciones de FSH utilizadas en estos
ensayos se encontraban contaminadas con LH, pero recientes
estudios utilizando LH altamente purificada, indican que la
administracion de FSH a ratas inmaduras hipofisectomizadas pueden
incrementar los niveles de RNAmM vy el numero de sus receptores,
ademas de modificar la respuesta estoroidogénica de las CL (Vihko y
cols. 1991; Ruseell,, 1993).

Existen evidencias de que danos producidos experimentalmente
en las CS repercuten en la morfologia celular de las CL y su capacidad
esteroidogénica, estos danos han sido inducidos por exposicion a
rayos X (Rich y De Kretser, 1979), criptorquidia (De Kretser y cols.,
1979, Kerr y cols., 1979a , 1979b), deficiencia de vitamina A (Huang
y cols., 1984), ligaduras aferentes (Risbridger y cols., 1981), o
tratamientos térmicos( Sharpe R.M. 1986; Saez y cols.,1987).

Por ejemplo, Aoki vy Fawcett (1978) mostraron que
implantaciones locales de substancias antiandrogénicas producen
atrofia de los tubulos seminiferos y este dafio estad asociado con la
hipertrofia de las ceélulas intersticiales que estan confinadas a la
vecindad del implante. Estos resultados parecen indicar la existencia
de un mecanismo local de control de las CL.

Las principales modificaciones funcionales provocadas in vivo en
tas CS de estos animales fueron: reduccion en la produccion de ABP,
un incremento en los niveles séricos de FSH y LH asi como cambios
morfolégicos que involucran la acumulacidn de gotas de lipidos, aita
vacuolizacion y cambios en el reticulo endoplasmico liso. Por otra
parte, las CL presentaron hipertrofia y un incremento en el contenido
de organelos, particularmente de mitocondrias, aparato de Golgi y
reticulo endoplasmico liso. Los niveles d= T permanecen normales o
disminuyen y los niveles plasmaticos de LH se vieron incrementados
(Risbridger y cols., 1981a, 1981b).
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La naturaleza de los factores responsables del incremento en el
tamafio celular de las CL y su capacidad esteroidogénica aun es
desconocida, pero existen algunos probables candidatos para este
papel tales como e! estradiol (E), ya que las CS tienen la capacidad de
producir este esteroide en respuesta a FSH, ademas de que las CL
tienen receptores para esta hormona (Brinkmann y cols, 1972). Sin
embargo, en modelos de rata adulta, los niveles de E disminuyen con
el incremento de la capacidad esteroidogénica en ClL. y en otras

especies el E no tiene efecto alguno (Benhamed y cols., 1982; Saez
Yy cols., 1983).

Cultivos de las CL con segmentos de tubulos seminiferos en un
estado especifico del ciclo espermatogénico sugieren que el estadio
VIl del tubulo seminifero regula positivamente la produccién de T
{(Parvinen y cols., 1984) aunque se ha reportado también que estos
estadios pueden ejercer el efecto opuesto, (Syed y cols. 1985; Vihko
y Huhtaniemi., 1989). Sin embargo, en recientes estudios utilizando
el modelo de rata con deficiencia de vitamina A no se ha encontrado
diferencia alguna en ia concentracidn de T producida por CL en
presencia de! fluido tubular seminifero en los estadios ViI-Vill y Xii-
XN, (Roberts y Zirkin,, 1991).

Otros estudios han sido realizados para investigar las
interacciones entre CS y CL y el mecanismo por el cual LH estimula a
las CL. En sistemas in vitro se ha observado que tanto el fluido
intersticial como el medio condicionado de las células de Senoli
(MCCS) tienen influencia sobre la actividad esteroidogénica de CL
incrementando la produccion de T a través de un efecto no especifico
(Parvinen y cols., 1984). La secrecion de este factor o factores ,que
es probablemente una proteina, es incrementada por tratamientos
previos de las CS con FSH (Perrard-Sapori y cols., 1986).

Otro posible modulador paracrino es el factor testicular liberador
de la hormona luteinizante (LHRH) que media la funcion del testiculo
por modulacion de la permeabilidad capilar y la secrecidn de T
(Sharpe y Harmar., 1983); sin embargo, observaciones recientes
indican que ni el factor estimulatorio presente en el fluido intersticial

{(Sharpe y cols., 1984; Sharpe., 1990) ni el encontrado en los MCCS
es LHRH (Verhoeven y Cailleau., 1985).
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Otros autores han descrito la actividad de un factor estimulador
de tas CL producido por los tiabulos seminiferos de testicutos humanos
o de rata o por cultivos primarios de CS, que parece incrementar ta
sintesis de T en cuitivos primarios de CL en periocdos cortos de
incubacidn (4-5 h). at parecer este factor estimula una etapa temprana

en ia via esteroidogénica, bloqueando la conversion de los precursores
C-21 en andrégenos (Papadopoulos y cols., 1987).

Asi mismo, se ha reportado la existencia de un factor secretado
por tibulos seminiferos proveniente de ratas adultas que inhibe la

esteroidogénesis dependiente de LH in vitro durante periodos cortos
de incubacitn (Syed y cols., 1988).

Ademas de estos efectos agudos sobre la esteroidogénesis, las
CS parecen tener efectos troficos a largo plazo sobre {as CL, 1o cual se
ha observado en cultivos primarios de CL de cerdo en presencia de
MCCS que previamente han sido cultivadas en presencia de FSH e

insutina observandose la disminucidon tanto en el nimero de receptores
para hCG como la

respuesta esteroidogénica asociada a esta
estimulacion (Perrard-Sapori y cols., 1987).

Las CS de rata y cerdo secretan mas de 80 proteinas, algunas
de las cuales son reguladas por FSH pero muy pocas han sido
identificadas debido a las dificultades de aislamiento y purificacion de
estos factores.

La identidad molecular de

los factores

ta
ya que han reportado que el factor activo en MCCS en humano y rata
pesa 10-30 KD,

(Cailteau J, 1985, Verhoeven., 1987) mientras que
papadopoulos, Cheng Yy cols (1993)

reportan
humano pesa cerca de 80 KD.
diferentes proteinas

responsables de
modulacion paracrina de la esteroidogénesis no se conoce claramente,

que el factor en
Un tercer grupo mostrd que tres
tienen la habilidad de estimular ta
esteroidogénesis de las CL . Una de estas proteinas pesa entre 17-20
KD y ha sido parcialmente purificada. Por otra parte
seminiferos de rata en estados

los tubulos

IX-X! secretan un factor en rango de

30-100 KD el cual inhibe la produccién de T, AMPc y hcG ( Roberts y
Zirkin , 1991).

21



Otro factor de naturaleza inhibidora ha sido parcialmente
purificado del medio condicionado de la linea celular clonada de Sertoli
TM-4. El pretratamiento de CL de rata con este factor disminuye a las
24 horas en una forma dosis dependiente, el efecto estimulatorio de
hCG y toxina de colera en la produccibn de AMPc y T.
Sorprendentemente, el factor disminuye el efecto de forscolina en la
produccion de AMPc, pero no en la produccién de T ( Zwain y cols ,
1991).

Nuestro grupo de trabajo ha reportado la presencia de un factor
modulador de la esteroidogénesis en MCCS (Herrera y cols, 1996) ,
de naturaleza presumiblemente proteica y con un peso molécular
aproximado de 20 a 25 Kda, (Ruiz Paniagua, 1994) que provoca la
disminucion en la sintesis de T y una acumulacion paralela de PREG
en cultivos primarios de CL mantenidos in vitro durante un maximo de
48 horas (Garcia Castro y Rodriguez Maldonado, 1989; Bustos,
1991).

Por otra parte, la naturaleza del o de los factores involucrados en
estas interacciones aun no ha sido determinado, aunque algunos
factores de naturaleza inhibitoria que ya han sido descritos son de
naturaleza proteica oscilando entre los diez y treinta KDa (Syed y
cols., 1988). Sin embargo, existen multiples interacciones entre las
células testiculares, cuyo papel potencial en el control paracrino de la
funcién testicular aun es desconocido, al igual que el momento en el
cual los mecanismos regulatorios son ya funcionales en la vida del
animal.

Puede mencionarse que para que pueda llevarse a cabo
adecuadamente el crecimiento, diferenciacion y mantenimiento de la
funcion testicular, deben tomarse en cuenta una serie de interacciones
entre los elementos celulares germinales y somaticos. Estas
interacciones estaran mediadas principalmente por hormonas y/o
factores de crecimiento, que se encuentran presentes en algunas
ocasiones desde la vida fetal o neonatal, o bien que adquieren
importancia a lo largo de la vida temprana del animal (Wilson y
Foster.,, 1992).



Asl, p.ej., el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis en
animales prepuberales y adultos requiere de factores de crecimiento
locales que son regulados espacial y temporalmente durante el
desarrollo gonadal (Bellvé y Zheng, 1989). Es muy probable por lo
tanto, que también la funcién esteroidogénica testicular se encuentre
regulada de manera diferente de acuerdo a la edad y el estado
fisioldgico del animal, como 1o han sugerido multiples autores (Sharpe,
1990; Wilson y Foster, 1992).




Il. JUSTIFICACION.

En la actualidad se conoce de la existencia de las interacciones
paracrinas en l|los compartimientos testiculares por lo que es
reconocido ampliamente que las células de Leydig presentes en la
porcion intersticial interactuan estableciendo un eje de regulacidn con
las células de sertoli ubicadas en el compartimiento tubular. Diferentes
grupos de trabajo han desarrollado varios modelos experimentales
para aportar evidencias sobre este tipo de regulacién por lo que se ha
mostrado que las CS son capaces de modular la actividad funcional de
las CL modificando su respuesta esteroidogénica.

Trabajos recientes han contribuido a la comprension de los
mecanismos de contro! de esta interaccidn paracrina testicular
utilizando fracciones celulares enriquecidas, cultivos primarios, o
medios condicionados de las CS y CL cultivados en ausencia o
presencia de FSH, Insulina o diversos factores de crecimiento celular
de donde se ha propuesto la existencia de uno o mas factores que
tienen la capacidad de modificar la esteroidogénesis de las CL tanto
en forma inhibidora como estimuladora, dependiendo de Ia
meétodologia utilizadas.

Por lo anterior hay que considerar que el efecto evocado por las
CS sobre las CL es diverso, o cual puede atribuirse a las diferentes
condiciones experimentales empleadas, , tales como, la composicion
del medio de cultivo, el tipo de sustrato o la fuente celular utilizada asi
también es importante mencionar que en los trabajos anteriores no se
ha hecho un estudio en el cual se de un seguimiento de esta actividad
reguladora a lo largo del desarrollo del animal por lo que, tomando
esto en consideracion, el presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar
el efecto de la edad, de los animales de los cuales se obtuvieron los
MCCS sobre la actividad esteroidogenica de las CL, contribuyendo de
esta forma al estudio /n vitro de la fisiologia testicular.
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m. HIPOTESIS

El medio condicionado de celulas de sertoli obtenido de
ratas prepuberes y adultas mostrara un efecto modulador disimil
sobre la sintesis de pregnenolona y testosterona.

V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del medio condicionado de células de
Sertoli (MCCS) obtenidas de ratas de diferentes edades sobre la

actividad esteroidogénica de las células de Leydig (CL) de ratas
aduiltas normales en cultivo primario.

V.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

Obtener cultivos primarios enriquecidos en células de
Sertoli (CS) de ratas de diferentes edades.

Evaluar el efecto del MCCS obtenido de ratas prepuberes y
adultas a distintas dosis y tiempo sobre Ila sintesis de

pregnenclona y testosterona en cultivo primario de CL de ratas
adultas.
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V. METODOLOGIA.

V.1. OBTENCION DE LAS FRACCIONES

TESTICULARES !
CRUDAS. o

Los animales de experimentacion fueron ratas macho normales
de 20, 40, 60 6 90 dias de edad, mantenidas en el Bioterio de la
Divisibn de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad
Autdnoma Metropolitana, Unidad l|ztapalapa, por periodos de luz-
obscuridad de 12 hrs c/u, y alimentacidn y agua ad libitum.

H
!
i
3
3
i
{
i
§
i

Los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical y
posteriormente se les extirparon los testiculos por via abdominal. Los
testiculos fueron descapsulados y liberados de la vena central bajo
condiciones de esterilidad; una vez descapsulados se lavaron con
solucién salina amortiguadora de Krebs (KRBG) - NaCl 125 mM, KCI 5
mM, MgSOs 1 mM, Tris 35 mM, NaH,PO,1 mM, pH 7.4 - a la que se le
agrega glucosa al 0.2 % y gentamicina al 0.05 % (Mendieta, 1992).
Cada par de testiculos se colocd en 7 ml de KRBG-cotagenasa
(1 mg/ml) en bafo con agitacion a 37°C durante 18 minutos; al término
de este periodo se suspendid la actividad de la enzima por dilucidn
con 15 ml de solucion salina isoténica y la suspension celular se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

La suspension celular se filtré a través de una malla estéril de
nylon con un poro de 50 a 100 nm de diametro. El filtrado (fraccion
intersticial cruda) se utilizdé para la obtencion de las CL mientras que el
remanente en la malia (fraccion tubular cruda) se tratd para la
obtencidon de la fraccidn enriquecida en CS (Bermidez y cols, 1988).

V.2. PURIFICACION DE LA FRACCION INTERSTICIAL CRUDA.

: Las células del filtrado se sedimentaron a 1500 x g durante 10

1 min a 4°C. Se desechd el sobrenadante y el paquete celular se

; resuspendid en 1 m! de KRBG para ser colocado encima de 8 ml de

una solucion KRBG-Ficoll-albumina sérica bovina (Ficoll 400 13%-
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albumina 0.2%, pH 6.5) y centrifugado a 1000 x g durante 15 minutos
a 4°C. El segundo sobrenadante se desechd y el botdn celular se
resuspendid en medio minimo esencial de Eagle modificado por
Dubecco (DME), sin suero o alguna otra adicion.

Las células se contaron, para ajustar la densidad celular a 3x10°
CL/ml en DME, vy se sembraron en camaras multipozos NUNC de
plastico con un volumen de 2.5 ml por pozo (Garcia Castro y
Rodriguez Maldonado, 1989; Bustos, 1991).

V.3. PURIFICACION DE LA FRACCION TUBULAR CRUDA.

Para obtener la fraccion tubular enriquecida en CS, la fraccién
tubular cruda se fragmentd con un bisturi hasta obtener pedazos de
aproximadamente 5 mm de longitud, los que se incubaron con 20 ml

de KRBG-pancreatina (0.2 mg/mi) durante 20 min a 28°C, con
agitacién manual periddica.

La suspension se dejd sedimentar durante 10 minutos a 4°C, se
decantd el sobrenadante y la suspensidon celular se fragmentd
mecanicamente, pasandola a presidon a través de una aguja de un
calibre de 20 ga. La suspensidbn se colocd posteriormente sobre un
gradiente discontinuo de KRBG-sacarosa del 2 al 6% con intervalos de
1% para cada escaldn, y se sedimentd a 1 x g durante 30 min a 4°C.
Se recuperaron las fracciones correspondientes al 4 y 5% por
aspiracion, la suspension se filtré a través de una malla y las células se
sedimentaron por centrifugacién a 1500 x g durante 2 minutos E!
sobrenadante se desechd y el boton obtenido se resuspendid en DME,
para realizar el conteo celular, ajustando la densidad a 2x10° CS/mi,
para que las células fueran sembradas posteriormente en un volumen

final de 10 mi en botellas de cuitivo NUNC con una superficie de
siembra de 25 cm?

La evaluacidon de la pureza en ambos tipos celulares,se realizd
con tincién utilizando Fucsina acida e identificando a las células por su
morfologia. Asi también, se ha evaluado la capacidad de respuesta de
las fraccidnes celulares, utilizando como parametro de respuesta la
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produccién de testosteronas para las CL y la produccién de estradiol
para las CS (Sintesis de Novo).

V.4. CULTIVOS CELULARES.

Los cultivos se mantuvieron en DME sin adicidn de suero,
vitaminas, hormonas o cualquier otro factor. Las condiciones de cultivo
fueron una atmoésfera aire-CO, (95-5%) y 37°C de temperatura. Las
CS de animales de 20, 40, 60 y 90 dias de edad se cultivaron durante
periodos de 36 hrs, mientras que las CL de animales adultos se
preincubaron durante 24 hrs con DME, y al término de este periodo se
sustituy® el medio original por MCCS de los animales de diferentes
edades diluido a las proporciones de 1:2, 1:5, 1:10 o por DME fresco.
Las CL se mantuvieron posteriormente en cultivo durante periodos de
12 y 24 hrs mas, bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Cada uno de los biocensayos y puntos evaluados
fueron realizado por triplicado.

V.5. CUANTIFICACION HORMONAL MEDIANTE EL METODO DE
RADIOINMUNOANALISIS (RIA).

Los medios de cultivo de las CL. se recuperaron después de los
correspondientes periodos de incubacién y se procesaron para la
cuantificacion de PREG y T utilizando técnicas especificas de RIA
(Bérmudez y cols., 1973; Herrera y cols., 1974) de la siguiente
forma:

Alicuotas de 0.5 ml se transfirieron a tubos de vidrio, y se
congelaron hasta el dia de la determinacién a -12 C. La fuente de
anticuerpos fue un suero de conejo hiperinmunizado, con complejos
haptenicos de albumina sérica de bovino y los 19 hemisuccinatos
correspondientes. Los ligandos marcados fueron PREG 1,2-°Hy T
1,2,6,7.16,17- ®H con actividades especificas de 42 Ci/mmol y 123
Ci/mmol respectivamente.




V.5.1 Preparacion de la curva patréon.

Para la curva patrén se preparan soluciones etandlicas de
concentraciones conocidas en diluciones progresivas de un orden de
magnitud, a partir de una “solucibn madre” de concentracion
espectroscopicamente comprobada de 1mg/ml. Se eligieron rangos de
sensibilidad para T y PREG de 0 a 1000 picogramos (pg). La curva
patron se prepard tomando voliumenes fijos de las soluciones
mencionadas como se describe en la tabla!.

Se prepara una mezcla de ensayo en DME en forma de que en
cada 100 pl se tengan aproximadamente 5000 cuentas por minuto
{cpm) del ligando marcado y anticuerpo suficiente para tener una
dilucién parcial 1:1000 para PREG y 1:2000 para T.

A cada tubo de muestra o de curva patron se agregaron 100 pl
de la mezcla de ensayo, se agitaron para homogenizar la solucién y
que la dilucion final del anticuerpo quedara 1:6000 para PREG y
1:12000 para T. Se dejaron icubar por 18 horas a 4 C para que se
estableciera el equilibrio en la unidn de ligandos, al término del periodo
de incubacidon y para separar la fase unida de la libre, se agregaron
200 | de una suspension de Carbdén activado-Dextran T-70 ( 625-62.5
mg/100 ml), se agitaron y se sometieron a una fuerza de 1500xga4C
y durante 15 minutos; el sobrenadante se decantd a viales de conteo.
Para la evaluaciéon del contenido de radioactividad se utilizé un
espectrofotdmetro de centelleo liquido Beckman serie 7000. Todos los
ensayos fueron evaluados bajo la misma curva patron, la cual mostro
un coeficiente de regresion de r=0.9867 para testosterona y r=0.9498
para pregnenolona.




tabla 1. Preparacién de la curva patrén para la determinacion

cuantitativa de PREG y T
TUBO SOLUCION VOLUMEN MASA AGREGADA
ESTANDAR

1-3 —— 4] o

4-6 O.lpg/ni ] 0

6--9 10 1
10--12 25 2.5
13--15 1 pg/ul s 5.0
16--18 10 10.0
19-21 25 25.0
22--24 10pg/ul S 50.0
25--27 10 . 100
28-30 25 250
31--33 10bpglpl 5 500
34-36 10 1000
36--39 1000pg/ul 25 25000

v.6 ANALISIS ESTADISTICO

E| analisis de los resultados se realizé mediante la comparaciéon
de medias y varianzas de los grupos control y experimental; la
significancia estadistica de las diferencias se obtuvo por medio de la
prueba de t - Student con 2 colas, para niveles de P< 0.05.Asi también
se utilizd analisis de varianza simple Seguida por Tukey.
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VI RESULTADOS

OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN CL Y CS

En el caso de la fraccién intersticial cruda proveniente de ratas
macho con una edad de 90 dias partiendo de una composicidn inicial
en CL del 6 % fue posible su purificacién a través de una solucion
KRBG- Ficoll obteniendo una preparacién final aproximada del 50% de
pureza. Las células contaminantes presentes fueron células
germinales tales como espermatocitos primarios y espermatogonias ,
sin una presencia apreciable de espermatozoides.

Para la fraccion enriquecida en CS se utilizaron ratas macho de
20,40, 60 y 90 dias de edad, en estas células el grado de pureza fue
alrededor del 10 %, siendo las fracciones menos contaminadas
aquellas pertenecientes a una edad menor. Es importante recalcar que
en esta fraccion se detectaron espermatidas a partir de los 40 dias de
edad y espermatozoides a los 60 y 90 dias pero no fue posible
detectar la presencia de CL como contaminantes,por lo que a pesar de
la escasa pureza obtenida fue posible evaluar de manera confiable las
caracteristicas metabdlicas de ambos compartimentos in vitro de forma
separada.

EFECTO DE LA EDAD EN LA ACTIVIDAD MODULADORA DE LA
ESTEROIDOGENESIS (AME)

Los resultados de este trabajo mostraron que el medio condicionado
obtenido de la fraccibn enriquecida en ceélulas de Sertoli de ratas
macho en distintas edades, tiene una actividad moduladora sobre la
funcidon metabdlica de las CL en cultivo primario y ademas esta
influencia varia significativamente dependiendo del estadio fisiologico
de la rata.

Cuando a las CL se les estimuld con MCCS de ratas macho de

20 dias de edad (tabla 2) se observd, un notable incremento en la

produccion de PREG por las CL. Cuando las diferentes dosis

empleadas son comparadas con el control DME, es notable que tanto

a las 12 hrs como a las 24 hrs de incubacién después de haber sido

adicionado el medio condicionado, hay un aumento significativo tanto
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en la dilucién 1:2 como en la dilucién 1:5 lo cual no se presenta en la
dilucién 1:10.

Para cada una de las dosis empleadas, este efecto tiende a ser
mas marcado a las 24 hrs ya que los valores para la dilucion 1:2
corresponden a 230.66 pg/ 10° CL en comparacién con el valor
obtenido para el control DME el cual solo alcanzd un valor de 141.33
pg/1 o° CL. lo que representa una diferencia def 63%.

Este efecto también es observado a las 12 horas cuando el
MCCS es diluido en proporcidn 1:2 por lo que el valor cuantificado a
esta dosis fue de 80.86 pg/10® CL que corresponde a una diferencia
del 45% en la produccidon de PREG respecto a su.control. En lo que
respecta a la dosis 1: 5 la concentracion de PREG se incrementd un
25% y un 40% mas que sus respectivos controles a las 12 hrs y 24 hrs
respectivamente.

Cuando el MCCS fue obtenido de animales inmaduros con 40
dias de edad (Tabla 3) se observa una tendencia a acumular mas
rapidamente PREG a las 24 horas de cultivo (88%) cuando el medio
recuperado se encuentra diluido en wuna proporcién 1:2, en
comparacion con el control y las diferentes dosis empleadas, ya que
en ellas, esta tendencia es menos notoria debido a que sdolo se logra
un incremento en produccidon de PREG del 57 % a las 12 hrs de cultivo
en la dilucidn 1:2 |, el cual se ve disminuido en |a dosis 1:5 hasta 20%
las 12 hrs y hasta 40% a las 24 hrs siendo este nulo cuando el MCCS
es diluido con DME en una proporcion 1:10.

En el caso del cultivo que emplea MCCS obtenido de la fraccion
enriquecida en CS de la rata de 60 dias de edad la acumulacidon de
PREG solo alcanzo un moderado incremento. La respuesta maxima
evocada a esta edad fue del 52% a las 24 horas de cultivo para la
dosis 1:2. Cuando los valores obtenidos a esta edad son comparados
con el control DME para los tiempos evaluados, se observa un patréon
diferente a lo observado en las edades anteriores, ya que la
acumulaciéon de PREG no es tan marcada lo que se corrobora en la
dilucion 1:5 donde solo se alcanza una acumulacion de PREG
alrededor del 20% (tabla 4).




En lo referente a las ratas adultas de 90 dias, se presentd un
incremento proporcional en la sintesis de PREG el cual alcanzd un
maximo en los cultivos de CL tratados con MCCS de 12 y 24 hrs in
vitro diluido a una proporcién 1:2 con DME. Asi también el efecto fue
claro para la dilucion 1:10 donde la concentracion de PREG fue de
58.33 pg/10°® CL y de 201.53 pg/10°® CL para los tiempos anteriormente
sefalados, hay que mencionar que al igual! que en las edades

anteriores la dilucion 1:10 no mostré diferencias significativas en
comparaciéon con el control DME.

La inhibicidon sobre la sintesis de T fue maxima a la edad de 20
dias, Asi por ejemplo a las 24 hrs de incubacion correspondiente a la
dosis 1:2 mostré aproximadamente un 65 % de inhibicidn comparado
con la produccidn de T basal obtenida en estos ensayos. Las
diferentes dosis produjeron efectos inhibitorios semejantes para todas
las diluciones y tiempos en los MCCS de ratas de esta edad ( tabla 6 ).

En el MCCS obtenido de ratas de 40 dias la disminucion de la
produccion de T fue similar a la respuesta evocada por el MCCS de las
ratas prepuberes de 20 dias a las 24 hrs de incubacion para la diluciéon
1:2 la inhibicion fue del 55%, siendo esta accidon inhibidora muy
marcada sobre la produccion basal presente, cabe aclarar que en o
que respecta a la produccion de T, al igual de lo que se presento en

los animales de 20 dias al parecer existe una relacién dosis-efecto
entre las diluciones empleadas (tabla 7 ).

E! efecto evocado por MCCS en {a produccion de T alos 60 dias
(tabla 8) el patron de respuesta es menos marcado en las dosis
empleadas tanto a las 12 hrs de cultivo como a las 24 hrs cuando los
valores son comparados con el control DME y con valores obtenidos
cuando el MCCS es recuperado de los animales de 20 y 40 dias de
edad. Asi podemos ver que la inhibicidn de T fue del 50 % para la
dosis 1:2 a las 12 hrs de incubacion y para las 24 hrs de cultivo se
obtuvo que el MCCS puede inhibir la produccion de T hasta en 44%.

La actividad inhibidora de la sintesis de T a los 80 dias en el

caso de la dilucidn 1:2 fue de 611.00 pg/10° CL (40 %) alas 12 hrs y
de 1564.60 pg/10° CL (44%) a las 24 hrs. Las dosis 1:5 a los mismos
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tiempo evaluados presentd también diferencias significativas, Ya que
la produccién de T disminuyd cerca del 30% a los tiempos evaluados.

Asl mismo la dosis 1:10 mostré un efecto inhibitorio del 15% a
las 12 hrs de cultivo y de 22% a las 24 horas (Tabla 9).

La figura 8a muestra los cambios que se dan en la concentracion
de PREG en cultivos de CL obtenidas de rata adulta (90 dias) cuando
estan en contacto con MCCS proveniente de rata en diferente estadio

de desarrolio.

Tenemos que en la dosis 1:2 sdlo el MCCS obtenido de ratas
prepuberes ( 20 dias ) mostrd diferencias significativas a las 12 y 24
hrs de cultivo También se encontrd que el MCCS obtenido de
animales de 40 y 60 dias solo hay diferencias a las 12 horas de cultivo.
En cuanto a la produccidon de T (Fig.8b) a esta misma dilucion, el
MCCS ejerce una influencia diferente a lo observado en las ratas
adultas cuando este es recuperado de la fraccidén enriquecida en CS
de animales de 20 y 40 dias de edad a las 12 y 24 horas de cultivo,
por el contrario el MCCS proveniente de animales con 60 dias no
mostréd una variacion significativa respecto a los animales adultos.

Respecto a la dosis 1:5 unicamente hay cambios significativos
respecto a la produccion de PREG (Fig.Sa) de la rata adulta con el
MCCS proveniente de ratas prepuUberes de 40 dias para los dos
tiempos evaluados, lo cual coincide con lo observado para la
produccion de T (Fig. 9b ) a esta edad pero no para o que se aprecia
en respuesta del MCCS a los 20 dias ya que también para esta dosis
hay un cambio marcado en la produccién de T tanto a las 12 como a
las 24 horas.

En lo que toca a la dosis 1:10 (Fig.10a y 10b). El MCCS de rata
adulta mostré una tendencia diferente respecto a las otras edades
obteniéndose cambios significativos a la edad de 20 y 40 dias a las 24
hrs y a los 60 dias unicamente a las 12 hrs. Sin embargo este efecto
no se correlaciond en la produccion de T ya que en este caso no se
observd diferencia alguna en las diferentes edades.
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PRODUCCION DE PREGNENOLONA

TABLA 2
pre—

20 DIAS DE EDAD

TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS pg/10°® células E.S.M. le10° células E.S.M.
CONTROL 55.73 + 1.86 141.33 + 4.20
1:2 o -
80.86 + 2.71 230.66 + 7.57
1:5 69.86 + 3.44 * 197.20 + 6.31 *
1:10 58.06 + 3.04 146.66 +7.77
TABLA 3 40 DIAS DE EDAD
mr.=i- —
TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS pgl/10°® células E.S.M. pgl10° células _E.S.M.
CONTROL 69.46 + 2.66 127.8 + 6.80
1:2 - -
109.63 + 8.91 240.33 = 9.22
1:5 83.33 £ 1.77 * 179.53 x 6.24 ™
1:10 44.43 + 2.28 124.60 = 2.40

* piferencias respecto al control (DME).
Tabla 2 y 3 Media * E.S.M. de las concentraciones de pregnenclona en el
medio de cultivo de Leydig tratadas con diferentes dosis de MCCS
proveniente de ratas macho de 20 y 40 dias de edad correspondiente a las 12
¥ 24 hrs de incubacién in vitro. Los resultados estan tabutados en Pg/10°® CL

y representan los promedios de 3 bioensayos.
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PRODUCCION DE PREGNENOLONA

TABLA 4 — 60 DIAS DE EDAD
TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS Pg/10°® células E.S.M. pg/10® células E.S.M.
CONTROL 48.86 x 1.17 162.06 * 10.17
1:2 64.60 £ 3.33 % 246.80 + 11.15 *
1:5 * -
58.33 + 1.95 201.53 = 9.97
1:10 48.86 x 2.24 153.66 £ 5.73
TABLA S 90 DIAS DE EDAD
TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS _pg/10°® células  E.S.M. pgi1 0° células E.S.M.
< CONTROL 40.06_ x 4.68 151.00 = 5.80
: 1:2 - *
76.33 x 3.62 264.53 £10.17
1:5 - -*
70.46 £ 6.42 213.06 = 7.15
1:10 59.13 + 3.28 178.40 + 5.80%
*Diferencias respecto al control (DME).

Tabla 4 Y 5. Media + E.S.M. de las concentraciones de pregnenolona en el
medio de cultivo de Leydig tratadas con diferentes dosis de MCCS
proveniente de ratas macho de 60 y 90 dias de edad correspondiente a las

12 y 24 hrs de incubacién in vitro. Los resultados estan tabulados en Pg/10°
CL y representan los promedios de 3 bioensayos.




PRODUCCION DE TESTOSTERONA

TABLA 6 20 DIAS DE EDAD
TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS
pg/1 0° células E.S.M. pol 0° células E.S.M.
CONTROL 1066.13 + 24.00 2618.93 +72.31
1:2 424.26 = 96.38 * 897.46 +50.17 *
1:5 506.66 = 56.48 * 1435.26 +56.28 *
1:10 920.20 + 31.88 ¥ 2400.53 +46.91 *
TABLA 7 40 DIAS DE EDAD
— E!
TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS gl10' células E.S.M. pg/10a células E.S.M.
1124.93 184.37 2493.93 $109.62
CONTROL
1:2 494.06 £+18.64 * 1137.26 +18.86 *
1:5 744.26 +35.08 * 1505.26 +27.64 *
1:10 867.80 +38.40 * 2000.33 +55.53 *

*Diferencias respecto al control (DME).

Tabla 6 y 7 . Media x E.S.M. de las concentraciones de testosterona en el
medio de cultivo de ULeydig tratadas con diferentes dosis de MCCS
proveniente de ratas macho de 20 y 40 dias de edad correspondiente a las 12
¥ 24 hrs de incubacién in vitro .Los resultados estan tabulados en Pg/1 o® cL
y representan jos promedios de 3 bioensayos.




PRODUCCION DE TESTOSTERONA

60 DIAS DE

TABLA 8.
EDAD
— — —
TIEMPO 12 HRS 24 HRS
DOSIS pgl10® células E.S.M. _pa/10° células E.S.M.
CONTROL 991.33 + 36.73 2852.40 + 272.95
1:2 659.00 t 8.17 * 1405.46 + 109.28 *
1:5 739.66 + 27.08 * 1607.93 + 98.84 ™
1:10 792.86 + 19.15 * 2048.13 + 172.86 *
TABLA 9 920 DIAS DE
EDAD . —
TIEMPOS 12 HRS 24 HRS
TIEMPO
pg/10° células E.S.M. | pg/10® células E.S.M.
CONTROL 1017.66 x 36.73 2793.40 + 272.95
1:2 611.00 +8.17 * 1564.60 + 109.28 *
1:5 703.20 + 27.08 * 1879.13 + 98.84 *
1:10 852.60 + 19.15 * 2194.20 + 172.86 *

*Diferencias respecto al control (DME).
Tabla 8 y 9. Media + E.S.M. de las concentraciones de testosterona en el
medio de cultivo de Leydig tratadas con diferentes dosis de MCCS
proveniente de ratas macho de 20 y 40 dias de edad correspondiente a las 12
y 24 hrs de incubacién in vitro. Los resultados estan tabulados en Pg/10°® CL
y representan los promedios de 3 bioensayos.
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PRODUCCION DE PREGNENOLONA
DOSIS 1:2

oM cel

PRODUCCION DE TESTOSTERONA
Dosis 1:2

Fig B8a y 8b. Grafica que muestra la Media + E.S.M. de las concentraciones
para la dosis 1:2 de MCCS proveniente de ratas macho de 20, 40, 60 y 90
dias. Correspondiente a las 12 y 24 hrs de incubaciodn in vitro.
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PRODUCCION OE PREGNENOLONA
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Fig 9a y 9b. Grafica que muestra la Media = E.S.M. de las concentraciones
para la dosis 1:5 de MCCS proveniente de ratas macho de 20, 40, 60 y 90
dias. Correspondiente a las 12 ¥ 24 hrs de incubacién in vitro.
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Fig 10a y 10b. Grafica que muestra la Media =+ E.S.M. de las concentraciones
para ia dosis 1:10 de MCCS proveniente de ratas macho de 20, 40, 60 y 90
dias. Correspondiente a las 12 y 24 hrs de incubacidn in vitro.
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VH DISCUSION

La respuesta de las células testiculares mantenidas en vitro varia
en funcidn de las condiciones de cultivo y la fuente celular utilizada ya
que estas pueden provenir de animales en diferentes estados de
desarrollo. En todos los modelos se ha propuestio la existencia de
factores derivados de los tubulos seminiferos que tienen la capacidad
de modificar la esteroidogénesis en CL en cultivo primario en forma
tanto inhibidora como estimuladora (Saez y cols, 1987).

La mayoria de las investigaciones han usadao organismos
inmaduros con la finalidad de disminuir la contaminacién de células
germinales y cultivarlas en un alto grado de pureza ya que en etapas
tempranas del desarrollo hay escasez de espermatidas y baja
presencias de espermatocitos. Asi tambieén. algunos autores han
argumentado que a pesar de las diferencias en la edad, estas células
se asemejan en cierto grado a su contraparte adulta ya que se ha
demostrado que la mayoria de los polipéptidos secretados por ratas
de 20 y 60 dias de edad son similares. Sin embargo, también se ha
documentado que las CS pasan por una maduracién funcional y
estructural durante el desarrollo puberal por lo que esta polémica se
encuentra aun sin resolver( Skinner y Griswold,1982).

Tomando en consideracion lo anterior, nuestro grupo de trabajo
ha utilizado como modelo de estudio fracciones celulares enriquecidas
en CL y CS obtenidas de ratas adultas normales. Ambas fracciones
enriquecidas no se encontraban significativamente contaminadas entre
si y tenian la capacidad de responder a la estimulacion gonadotropica
especifica por lo que fueron utilizadas para el establecimiento de
cultivos primarios de corta duracion, que han permitido iniciar la
evaluacion del! efecto de los posibles reguladores paracrinos que
participan en la modulacién de la actividad esteroidogénica de las
goénadas. ( Bermudez y cols 1988, Mendieta y cols, 1992).

Los datos previos obtenidos por nuestro grupo de trabajo
mostraron la existencia de wuna actividad moduladora de Ia
esteroidogénesis presente en los medios condicionados de fracciones
enriquecidas en CS de rata adulta (MCCS) de naturaleza proteina,
dada su termosensibilidad a temperaturas mayores o iguales a 70 °C
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y a su inactivaciéon por medio de tratamientos con enzimas proteoliticas
como la tripsina y con un peso molecular aproximado de 20 a 25 kda,
que provoca la disminucidn en la sintesis de T y una acumulacidén
paralela de PREG en cultivos primarios de CL mantenidos in vitro
durante un maximo de 48 horas (Garcia Castro, Rodriguez
Maldonado, 1989, Bustos 1991, Ruiz Paniagua , 1994).

Las CS provenientes tanto de animales inmaduros como
maduros no han sido utilizadas de manera sistematica para estudiar
su fisiologfia y comparar su comportamiento in vitro, por lo que el
aportar evidencias sobre el papel que juegan los factores paracrinos
es estas células asociados con los cambios maduracionales en turno,
nos da indicios concernientes sobre este tipo de modulacion durante el
comienzo y mantenimiento de la espermatogénesis.

Por lo anterior, en este trabajo se empled un modelo
experimental en el que las condiciones de cultivo fueron basales, es
decir, no se les adicioné ningun factor de enriquecimiento como
hormonas, factores de crecimiento o suero como suplemento al medio
de cultivo, lo cual fue constante en cada una de los tratamientos,
tiempos y edades evaluadas y en donde las células mostraron una
morfologia adecuada.

Desde el punto de vista funcional, considerando la actividad
esteroidogénica se observd que hubo un incremento significativo y
mas marcado a las 24 horas de incubacion en los ensayos en los que
no se utilizo el MCCS vy los cuales son considerados los controles
experimentales, por lo qQue la respuesta inhibitoria de la
esteroidogénesis evocada por estie medio en cada una de las edades
utilizadas , no es producto de las condiciones experimentales descritas
anteriormente.

Los datos experimentales muestran un efecto inhibitorio claro de
los medios recuperados de cultivos primarios de CS provenientes de
las ratas macho prepuberes ( 20 y 40 dias ), y aduiltas (60 y 90 dias )
sobre la sintesis de T en cultivos de CL de rata adulta normal hasta
por un periodo de 24 horas, por lo que parece existir una relacion
dosis- efecto entre la dilucidn empleada del MCCS y la respuesta
evocada por las CL a lo largo del periodo de incubacién.
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El efecto inhibitorio de la sintesis de T fue aparentemente mas
evidente cuando se utilizé el MCCS de ratas inmaduras de 20 dias de
edad sobre todo a las 24 horas de cultivo (Fig 8b). Otros autores
sefalan que a esta edad hay un efecto estimulatorio en la sintesis de

esteroides.

Sin embargo, al establecer una comparacién entre los modelos
experimentales empleados se encontré que el MCCS producia
incrementos en la produccién de T cuando las CL eran estimuladas
con LH o FSH (Liu Yixun , 1987) de forma dosis-dependiente (Janeki
y cols ,1985; Papadopoulos y cols , 1987; Onoda,1991).

Asi también, Verhoeven y Cailleau en 1986 utilizando MCCS
obtenido de ratas a esta edad encontraron un factor proteico con peso
molecular de 30 K-Da que incrementa la produccion de T bajo

estimulacion de las CL con FSH.

En lo concerniente a las ratas de 40 dias de edad nosotros
encontramos que la inhibicion de T es maxima a las 24 horas de
cultivo donde alcanza un porcentaje aproximado de inhibicion de 55%
(Fig. 8b). Asi también se obtuvo que la produccién de T no varia
respecto a lo obtenido a los 20 dias de edad pero si con la
produccion de testosterona de las ratas a los 60 y 90 dias de edad.
Por su parte Grotjan y Heindel reportan que el MCCS obtenido de
ratas de 40 dias realza la produccion de T basal de un 51% hasta el
97 % cuando ésta es comparada con los controles experimentales.

Como podemos ver un conjunto de factores hacen que la
respuesta obtenida cambie en los diferentes modelos experimentales,
razén por la cual, en el testiculo durante el periodo prepuberal, en
cuanto aspectos relacionados con la modulacidn paracrina no se tiene
una descripcion de ia secuencia de eventos que se establece durante
el desarrollo, por lo que es conveniente mencionar que los datos con
ios que se cuentan han sido inferidos a partir de animales

experimentales (Gondos,1980).
En el humano se ha descrito en cuanto a aspectos morfoldgicos

testiculares que en el periodo prepuberal, existen celulas
preespermatogénicas, CS predominatemente en cordones seminiferos
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y CL parcialmente diferenciadas, respecto a aspectos funcionales se
tienen reportes de que el testiculo responde a estimulos
gonadotropicos en cualquier periodo de su vida (Lordin y De Kretser
1974) por lo que el eje hipotalamo- hipofisis-génada ya se encuentra
establecido y CL pueden sintetizar T.

Dadas las condiciones anteriores es posible que en el periodo
prepuberal se de una baja actividad metabdlica, debido a que en este
momento no se requiere de altas concentraciones para que se efectie
el proceso de espermatogénesis por [o que el factor encontrado a esta
edad puede estar actuando como regulador fisiolédgico de los
requerimientos testiculares a esta edad.

Hay que mencionar que en lo que se refiere a interacciones
paracrinas, No se reporta mayores evidencias sobre efecto del MCCS
ha la edad de 40 dias ni a los 60 dias por lo que los resultados
obtenidos en este trabajo son, las primeras evidencias de la AME.

A los 60 dias de edad encontramos que aunque se presenta una
actividad moduladora, esta no es tan marcada como en las animales
prepuberes vy tiende a ser mas parecida a lo encontrado en la rata
adulta, por lo que tal vez esta sea una etapa de transicidbn en la que
se estan llevando a cabo cambios tanto en la actividad metabdlica,
como en el contenido de receptores para la hormona asi como un
incremento gradual en los requerimientos de T asociado con la
aparicidon de espermatogonias en mitosis activa y con el inicio de la
espermatogénesis (Gondos, 1980).

Para las ratas de 60 dias de edad, solo se han reportados
algunos valores plasmaticos de androgenos los cuales son de 0.202
n g/100 ml de plasma. En ratas de diferentes edades, también se han
encontrado algunas diferencias en las concentraciones de LH, y FSH
dependiendo de los investigadores. Asi, una notable disminucion de
los niveles de LH en suero fueron observados entre los 20 y 22 dias
de edad (Dohler y Wuttke, 1976) o a los 37 - 40 dias (Gupta et al,
19785).

Las concentraciones plasmaticas de FSH se incrementan
después de los 33 dias de edad, para disminuir posteriormente a los
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valores adultos sobre los 60 dias de edad (Gupta y cols , 1975). Sin
embargo Dohler y Wuttke (1976) mencionan que no hay variacion
aparente en los niveles de FSH cerca de los 23 dias de edad pero que
hay un incremento entre los 37-45 y una disminucién hacia los niveles
adultos posterior a las edades mencionadas.

En otros estudios realizados (Payne y cols, 1977) se llevo a
cabo la evaluacion de la produccion de T por testiculo en diferentes
grupos experimentales variando tanto la edad como la presencia o
ausencia de LH. La produccion de T en ausencia de LH mostrd un
incremento entre los 58 y 89 dias en donde los valores obtenidos
fueron de 278 ngr4h/testiculo y de 472 ng/d4h/testiculo. Estos autores
también reportan los valores en la produccion de T a los 20 dias de 6.7
ng/4h/testiculo y a los 41 dias de 80.6 ng/4h/testiculo. Asi también,
observaron un gran estimulacion de los valores obtenidos con la
adicion de LH.

Con respecto a la respuesta evocada por las CS de las ratas
adultas de 90 dias se observd también un efecto inhibitorio lo cual
concuerda con los reportes anteriores del grupo de trabajo donde se
demostré una influencia especifica del MCCS sobre los andrégenos
de la via biosintética de los cultivos primarios de las CL durante las
primeras 48 horas (Garcia y cols. 1989) pero no con los reportes de
otros autores ya que ellos hacen referencia a la presencia de factores
estimuladores de la estercidogénesis.

Asi Verhoeven y cols. (1987) encontraron un factor en el medio
enriquecido de CS el cual estimula la actividad de !las CL en periodos
cortos de incubacion y cuya regulacion se asemeja a la de otras
proteinas que son sintetizadas en las CS tales como el ABP y la
transferrina. Por su parte, (Janecki y cols. 1985) encontraron que en
el medio condicionado existia un factor que presenta su actividad
estimuladora maxima sobre la esteroidog#@nesis de las CL bajo
estimulacion con FSH entre las 12-18 hrs de cultivo y Que presenta un
peso molecular de 10y 15 kDa.

Syed y cols. (1988) demostraron la existencia de una sustancia
termosensible de gran peso molecular en el medio condicionado de
tibulo seminifero (MCTS) obtenido después de la incubacién de los
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tubulos seminiferos en los estadios VIl y X} del ciclo espermatogénico
de la rata, el cual parcialmente inhibe la producciéon dosis
dependiente de T, estimulada por la LH y toxina de cdélera en la
fraccidbn cruda de células intersticiales in vitro. datos que también
concuerdan con lo reportado por (Parvinen y cols 1984). Asi también,
se ha reportado que un factor secretado por el MCTS tiene una
influencia estimuladora sobre la produccién de T dependiente de
estado del tubulo en CL purificadas (Parvinen y cols 1984, Syed y
cols 1985; Papadopoulos y cols 1986, 1987).trabajos posteriores
indican que el MCTS de rata adulta ejerce efectos moduladores
inhibidores en células de Leydig purificadas (Vihko y Huhtaniemi,
1989; Quereshi,1993).

Es reconocido también que el MCCS de rata adulta con CL
cultivadas en ausencia de FSH (Papadopoulos y cols 1987), tienen
accion inhibidora en diversos parametros de este tipo celular ya que
inhiben la produccidon de T.

Es necesario la realizacidn de mayores estudios para respaldar
los resultados obtenidos en este trabajo, por lo que se sugiere evaluar

las propiedades del factor presente y el mecanismo de accion por el
cual inhibe la esteroidogénesis.
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VIl CONCLUSIONES :

1.- EI MCCS proveniente de ratas de 20, 40 60 y 90 dias de edad
provoca una disminucion sobre la produccion de testosterona y un
incremento en la sintesis de pregnenolona en cultivos primarios de
células de Leydig adulta (90 dias).

2- El efecto inhibidor es mas marcado en el MCCS de ratas con 20
dias de edad., por lo que la regulacidon de este factor parece ser
diferente en los animales inmaduros respecto a los maduros, lo cual
puede estar relacionado con et desarrollo del animal.
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