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INTRODUCCION

La función del testiculo en el proceso reproductivo

fue reconocida desde la antigüedad. Aproximadamente. 300

años antes de Cristo, Aristóteles describe 1a influencia de

1a castración en las aves y su diferente efecto según la

edad del animal y relaciona estos cambios con los

observados en los hombres castrados en edad temprana.

A mediados del siglo XIX, Berthold (1849) provee,

mediante experimentos de ablación y sustitución, la primera

evidencia directa de una producción hormonal por la gonada

masculina. El descubrimiento de que los espermatozoides

provienen de células localizadas en el testículo (Von

Kolliker, 1841) fue rápidamente seguido por la descripción

de las caracteristicas microscópicas de las células

intersticiales (Leydig, 1857) y de las de Sertoli (Sertoli,
1865).

La clasificación morfológica de las células germinales

(Von La Vallette, J1876) llevó a 1a comprensión de la

espermatogénesis (Benda, 1887; Von Ebner, 1871) y al

concepto de ciclo espermatogénico (Regaud, 1901; Von Ebner,

1902). Estos estudios constituyen la base del

entendimiento actual de la cinética del proceso

espermatogénico. La mayoria de los trabajos concernientes a



este tema fueron realizados en roedores, particularmente en
rata. Pese a existir considerables diferencias
interespecies, la histologia del epitelio seminifero, la

morfología de las células germinales y la cinética de la

espermatogénesis están lo suficientemente emparentadas de

modode permitir una extrapolación de lo hallado en la rata

a otras especies. Durante el desarrollo de esta tesis, a

menos que haya una indicación diferente, los datos se

referirán a la rata blanca de laboratorio.

Estructura básica del testiculo

El parénquima testicular está formado por túbulos

seminiferos y tejido intersticial. Se halla rodeado por dos
envolturas diferentes: la más externa es la túnica

vaginalis y la más interna comprende a la túnica albuginea

de la cual es parte la capa vasculosa.

- Los túbulos seminiferos presentan una estructura

compleja formando asas que desembocan por ambos

extremos en la rete testis, la cual, a su vez, se

conecta con el epididimo por los ductuli efferentis

(fig. 1). En la rata, a diferencia de otras especies
de mamíferos, los túbulos se anastomosan en grado

minimo.
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Esquema de la disposición de los túbulos
seminiferos y los conductos excretores en el
testículo y en el epididimo. (Tomado de Maximow,
A.A y Bloom, W. Tratado de Histología, Ed. Labor,
1960)



- El tejido intersticial que ocupa el espacio entre
los túbulos seminiferos, se halla compuesto por

células de Leydig y células precursoras de las mismas,

una extensa red de vasos sanguíneos y linfáticos,

numerosos macrófagos, mastocítos y algunos linfocitos

(fig. 2). En el testiculo adulto las células de

Leydig comprenden sólo el 10%de la población celular

total (Bascom, 1925).

Desarrollo pre 1 post-nata; gg la ggnada masculina

La gonada embrionaria está compuesta por elementos que

poseen distintos origenes: los elementos somáticos se

originan de un engrosamiento del epitelio celómico y de una

condensación del blastema mesonéfrico y las células

germinales primordiales se originan fuera de la gonada, en

el endodermo del saco vitelino, pero migran hacia ella
durante la vida embrionaria.

Durante la migración, las células germinales

primordiales se dividen y dicha actividad continúa aún

dentro de la cresta genital. Durante el desarrollo de la
gonada el proceso de diferenciación sexual prosigue y en el

caso del testículo se organizan los cordones que darán



célula de Leydig
espermatogonia
célula de Seroli
vaso sanguíneo
pared tubular
célula precursora mesenquimática
espermatocitos primarios
espermátides redondas
espermátides elongadas
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Corte de un testículo humano. X 170.
(Tomado de Maximow, A.A y Bloom W. Tratado de
Histología, Ed. Labor, 1960)



origen a los túbulos seminiferos. Las células germinales

primitivas (gonocitos) se hallan localizadas dentro de

estos cordones. En esta etapa del desarrollo los túbulos

seminiferos contienen células de sostén, precursoras de las

células de Sertoli y gonocitos.

El mesénquima que rodea a los túbulos seminiferos se

diferencia en tejido conectivo que se extiende hasta la

túnica albuginea. En este tejido se diferencian las células

de Leydig. En el embrión humano, éstas adquiren las

caracteristicas estructurales y luego la capacidad de
convertir precursores esteroideos a testosterona entre las

12 y 13 semanas de gestación.

En determinados animales de laboratorio como por

ejemplo la rata, inmediatamente luego del nacimiento

comienza a aumentar el peso testicular y continúa

incrementándose hasta alcanzar el tamaño que tendrá en el

animal adulto. Este incremento se asocia con un aumento en

el diámetro y longitud tubular y con el comienzo de la

espermatogénesis que ocurre aproximadamente a los 5 dias de

vida. Queda aún poco claro, si en el humano, el desarrollo

de las células de Leydig precede al crecimiento de los

túbulos seminiferos. En la rata, las células de Leydig

fetales degeneran o se atrofian luego del nacimiento



(Clegg. 1966: Roosen-Runge y Anderson, 1959) y vuelven a

aparecer comoelementos adultos en la cuarta semana de vida

cuando el crecimiento testicular progresa marcadamente.

Desarrollo del epitelio seminifero

El epitelio seminifero del testículo fetal está

compuesto por dos tipos celulares morfológicamente

distintos: los gonocitos (originados en las células

germinales primordiales) y las células de sostén

(precursoras de las células de Sertoli).

Ambos despliegan una actividad mitótica intensa

durante la vida fetal. Existe cierta controversia en lo que

se refiere al origen de las células germinales definitivas.

Algunos investigadores sugirieron que los gonocitos

degeneran en el testículo post-natal y que la linea

germinal definitiva se forma a partir de células de tipo

epitelial indiferenciadas (Allen, 1918, 1949). Sin embargo,

trabajos más recientes proveen evidencias concluyentes que

indican que las células germinales provienen de los

gonocitos (Clermont y Perey, 1957b; Beaumont y Mandl, 1963;

Huckins, 1963; Roosen-Runge, 1962: Roosen-Runge y Leik,

1968; Sapsford, 1962).



Esta última hipótesis es ampliamente aceptada y
constituye la base para el estudio de 1a cinética de

iniciación de la espermatogénesis durante la pubertad.

Espggmgtqgénesigy ciclo del epitelio seminifero

El hallazgo de que los espermatozoides se desarrollan

a partir de células localizadas en el testículo, constituyó
el punto de partida para el estudio de las caracteristicas

morfológicas del túbulo seminifero y para la descripción de

la espermatogénesis como un proceso ordenado y bien

definido.

Unavez que los diferentes tipos de células germinales

fueron clasificados, se concluyó que las espermatogonias se

dividen para formar espermatocitos primarios los cuales por

división meiótica dan células haploides, las espermátides.

Las espermátides se transforman en espermatozoides a través

del proceso denominado espermiogénesis el cual constituye

una complicada metamorfosis que involucra modificaciones

estructurales del núcleo, y complejos cambios de las

organelas preexistentes con adquisición de mecanismos que

le permiten a la célula la motilidad independiente y



direccional. Leblond y Clermont, (1952a). utilizando la
técnica de coloración de PAS observaron cambios

morfológicos en el acrosoma de las espermátides de rata,
los cuales se hallaban directamente relacionados con el

grado de desarrollo de las mismas y describieron las 19

etapas que conforman la espermiogénesis. Los distintos

tipos de células localizadas en el epitelio seminifero

forman asociaciones celulares bien definidas que se suceden

ciclicamente en un área dada del túbulo seminifero. Cada

secuencia completa de cambios entre dos asociaciones

idénticas constituye un ciclo espermatogénico (Leblond y

Clermont, 1952b). En la rata, el ciclo espermatogénico

completo consiste en 14 asociaciones celulares

caracteristicas denominadas"estadios" del ciclo los cuales

son designados con números romanos: I al XIV (fig. 3).

Von Ebner (1871), formuló el concepto de onda del

epitelio seminifero perfeccionado posteriormente por Regaud

(1901). Más recientemente este concepto fue confirmado y

definido con gran precisión en los túbulos seminiferos del

testículo de la rata (Perey y cols., 1961). Análisis

exhaustivos de las asociaciones celulares a lo largo de

segmentos de túbulos seminiferos revelaron que los estadios

del ciclo se hallan dispuestos en un orden consecutivo de

modo tal que segmentos adyacentes se encuentran en una

etapa de su desarrollo anterior o posterior a la del

10



\ q

¿‘hÑÉGÉrÚÜ’

il,

'U

-’N.¡t..
\

o x

.
,.

s “y

la...

l, xx

1%

.97“ Si2 ai" ¿kiá'wi*Ï. N“‘. :¡h.;‘

o
P 'h;

[3.9,0,@¡\»’«.

,0

=L®fi¿oe

(
«gr¡a

6, s 2,9) ¿,6z ¿a' ¿aí 5 5 xÍ x2

34.8 23.3 6.0 13.0 14.7 26.5 62.8 21.3 7.1 7.1 7.1 32.3 17.6 14.1

2.6 1 2 0.6 0.9 1.10 1.5 3.2 1.4 0.8 0:4 0.6 1.5 0.8 0.8

Fig. 3. Ciclo espermatogénico de la rata. En cada estadio
(números romanos, columnas verticales) existe una
asociación celular caracteristica del mismo.
(Tomado de Leblond, C.P. y Clermont, Y., 1952 b).
Los números arábigos que figuran en dos renglones
en la parte inferior de la figura corresponden a la
duración en horas y a la longitud en milímetros de
cada uno de los estadios del ciclo. (Tomado de
Parvinen, M., 1982)
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segmento vecino y que el desarrollo ocurre en una sola

dirección. La longitud de los segmentos es, sin embargo,

variable. El orden secuencial es interrumpido

ocasionalmente en una corta distancia dando lugar a las

llamadas modulaciones. El proceso completo de la

espermatogénesis en la rata requiere cuatro ciclos del

epitelio seminifero. Mediante la técnica de marcación de

espermatocitos preleptoténicos con 3H-timidina, Clermont y

cols. (1959) calcularon la duración de este proceso en la

rata Sherman, siendo ésta de 48 dias.

Se halla bien documentado el control de la

espermatogénesis por la FSH hipofisaria y por los

andrógenos provenientes de las células de Leydig. Los

componentessomáticos del epitelio seminifero, las células

de Sertoli, son el principal blanco de estas hormonas.

Recientemente se ha demostrado que además de la aCCión

hormonal sobre la célula de Sertoli, existen mecanismos

regulatorios locales que involucran la interacción células

de Sertoli-germinales, que modularian la respuesta de la

célula de Sertoli a las hormonas mencionadas. Se han

abierto nuevas posibilidades en el terreno de los estudios

bioquímicos de estas interacciones gracias al desarrollo de
la microdisección de túbulos seminiferos por la técnica de

transiluminación (Parvinen y Vanha-Pertulla. 1972). Esta

12



metodologia permite la recolección de segmentos tubulares
de los distintos estadios del ciclo en los cuales se

mantiene intacta la relación normal entre células de

Sertoli y germinales, evitando la contaminación con células

de Leydig. Esta técnica constituye una herramienta muy

importante en el estudio de la regulación del epitelio

seminifero y brinda la posibilidad de analizar cambios

ciclicos de determinados parámetros tubulares (Parvinen,

1982; Parvinen y Ruokonen, 1982).

La célula gg Sertoli

Descripta por primera vez por Sertoli (1865), este

elemento celular no germinal fue considerado como "nursing

cell" para el epitelio germinal. Investigaciones más

recientes, a nivel ultraestructural, aportaron una
información más detallada sobre el posible papel de estas

células (Vilar y cols., 1962; Fawcett y cols., 1969). Se ha

demostrado que la célula de Sertoli está involucrada en el

transporte soluble a través del epitelio germinal y en la

creación de compartimentos estructurales y funcionales

dentro del epitelio seminifero. Existe una relación intima

entre células de Sertoli dada por la presencia de uniones

altamente especializadas. La población sertoliana en el

13



testículo adulto es estable dado que no se observa
actividad mitótica en ratas desde los 15 a 18 dias. Se

hallan distribuidas al azar y su númeroes constante a lo

largo de 1a membranabasal del túbulo seminífero en todos

los estadios del ciclo (Bustos-Obregón, 1970). Debido a

esta característica estas células son utilizadas comopunto
de referencia o factor de correción en estudios

cuantitativos del epitelio germinal.

Crecimiento 1 diferenciación gg las células gg Leydig

Se ha establecido que la morfología y función de las

células de Leydig del testículo adulto se hallan reguladas

por la gonadotrofina hipofisaria LH. Durante el desarrollo

prenatal y postnatal las células de Leydig muestran un

complicado patrón de crecimiento caracterizado por períodos

de intensa actividad mitótica, de diferenciación

morfológica y de degeneración. Se halla claramente

demostrado que dichas células constituyen la mayor fuente

de andrógenos testiculares (Christensen y Mason, 1965;

Steinberger y cols., 1970).

14



La gran abundancia de reticulo endoplásmico liso que

existe en las células de Leydig de una gran variedad de

especies refleja que dicha organela se halla involucrada en

la sintesis de hormonasesteroideas, particularmente en la

producción de colesterol que constituye la materia prima

para la sintesis hormonal. Christensen y Mason (1965)

relacionaron la abundancia de ‘reticulo endoplásmico liso

con la capacidad de la célula de Leydig de sintetizar

colesterol "de novo", basándose en el hallazgo de enzimas
sintetizadoras de colesterol localizadas en la fracción

microsomal (que incluye al reticulo endoplásmico liso) de

los homogenatostesticulares.

La conversión del colesterol a pregnenolona tiene

lugar en la mitocondria e involucra la ruptura de la cadena

lateral del colesterol constituyendo el paso limitante en

la sintesis de andrógenos. Está descripto que la LH

estimula la esteroidogénesis acelerando esta etapa (Hall,

1963, 1966: Hall y cols., 1964).

En el reticulo endoplásmico liso ocurre la

transformación de pregnenolona a testosterona utilizando

comovia preferencial aquélla que tiene comointermediaria

a la progesterona.
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Dado que las células de Leydig son consideradas como

las principales células testiculares productoras de
esteroides, la presencia de T y sus precursores en la
sangre venosa testicular es atribuida a la actividad

secretora de este tipo celular.

En la mayoria de los mamíferos se han identificado dos

ondas en el :uoceso de diferenciación de las células de

Leydig. La primera transcurre durante la vida fetal bajo la

estimulación de la gonadotrofina coriónica del tejido
trofoblástico y la segunda ocurre en la pubertad bajo el

control de la LHhipofisaria (Mancini y cols., 1963: Gondos

y cols., 1976).

Durante el desarrollo post-natal del intersticio
testicular del toro, Hooker, (1944) observó que las células

de Leydig se diferencian a partir de células

mesenquimáticas intertubulares. Esta transformación

involucra cambios en el núcleo y en el citoplasma. El

periodo de tiempo en que ocurre la diferenciación de las

células de Leydig va acompañado por un aumento en el

contenido androgénico del testículo.

Estudios morfológicos realizados por Roosen-Runge y

Anderson, (1959) en el testículo de la rata, revelaron la
existencia de dos fases en el desarrollo de las células de
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Leydig. La primera de ellas tiene lugar durante la vida
intrauterina; la diferenciación de las células comienzaen

el dia 15 y hasta el dia 19 se observa una rápida

multiplicación y diferenciación de las mismas, momentoen

el cual alcanzan un pico máximo en su desarrollo

cuantitativo en relación al tamaño de la gonada. A partir

del dia 19 y hasta el nacimiento la diferenciación continúa

pero declina la velocidad del crecimiento. Luego del

nacimiento se observa una drástica regresión y hacia el dia

4 comienza un periodo de crecimiento lento durante el cual

hay poca diferenciación. Este proceso de maduración del

intersticio se acelera y se torna muyactivo en la tercera

semana de vida y continúa hasta 1a edad adulta. Este patrón

bifásico fue interpretado como correspondiendo a la

existencia de dos generaciones celulares: una fetal y una

adulta. Este concepto se halla también sustentado por

estudios citoquimicos que demuestran que las actividades de

ciertas enzimas siguen un modelo similar (Niemi e Ikonen,

1963).

Estas células de Leydig que aparecen en dos periodos

de la vida muydistintos tienen diferentes caraCteristicas
en cuanto a propiedades tintoriales, a ordenamiento dentro

del espacio intertubular y en relación a los vasos

sanguíneos y posiblemente en su capacidad de secretar

andrógenos. Según Roosen-Runge y' Anderson, (1959) es muy



dificil saber si las células de Leydig que funcionan en el

testículo adulto son las mismas que las que se encuentran

en la gonada fetal. Estos autores consideran que se trata

probablemente de una única célula de Leydig que funciona en

forma diferente de acuerdo a las demandas del entorno que

cambia durante el crecimiento del organismo. Sin embargo,

resultados posteriores (Lording y de Kretser, 1972) indican

que las diferencias en las caracteristicas histoquimicas y
ultraestructurales de las células de cada fase se deben a

la presencia de dos tipos celulares diferentes. Asimismo,

ha sido descripto en el testículo humano, la existencia de

dos ciclos de crecimiento, diferenciación e involución de

las células de Leydig (Mancini y cols., 1963) uno fetal y

otro puberal. Las células de ambas generaciones se

originarian por la diferenciación progresiva de

fibroblastos precursores y poseerian actividad de sintesis

y secreción de esteroides constituyendo dos poblaciones
celulares diferentes.

Control hormonalgg la función testicular

El testículo realiza dos funciones básicas:

- producción exócrina de espermatozoides

- secreción endócrina de hormonas androgénicas,

principalmente T.
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A principios del siglo XIX numerosos estudios

sugirieron que el daño del área hipotálamo-hipofisaria

resultaba en una atrofia de los órganos reproductores. En

una serie de experimentos que involucran ablación de' la

hipófisis y terapia sustitutiva, Smith, (1927, 1930)

demostró la importancia de la glándula pituitaria en 1a

función testicular normal. Estos hallazgos fueron

rápidamente confirmados por otros autores y se concluyó que

tanto la función endócrina del testículo como la exócrina

se hallan bajo el control de las gonadotrofinas

hipofisarias. Greep y cols. (1936) y Greep y Févold (1937)

propusieron que la FSH regula la espermatogénesis y la LH

controla el crecimiento y la secreción androgénica de las

células de Leydig. La LHhipofisaria se halla emparentada

con la gonadotrofina coriónica humana (hCG), de origen

placentario, y como toda hormona proteica produce una

respuesta biológica mediante su interacción con sitios

receptores de alta afinidad localizados en la membrana

plasmática de la célula efectora. Los sitios de unión de

1a LH presentan una alta especificidad por 1a hCG y por

ende ambas hormonas interactúan con el mismo receptor de

membranaproduciendo una respuesta idéntica (Catt y Dufau,

1976). La única diferencia funcional que existe entre ellas

es la vida media más larga que posee la hCG en el plasma

(Hsueh y cols., 1977) pero este hecho no modifica la

idéntica capacidad de estas dos hormonas en inducir la



hiperplasia de las células de Leydig. La LH/hCGinduce dos

tipos de respuesta sobre estas últimas: una de tipo trófica

estimulando el aumento del número y tamaño de las células

intersticiales y otra respuesta de tipo aguda que involucra

1a producción y secreción de andrógenos testiculares.

Pese a que los niveles de LH aumentan gradualmente

desde el nacimiento, la capacidad de sintesis de T describe

una curva bifásica. Los testículos de los animales recién

nacidos producen activamente T, fenómeno que declina con

la edad. produciéndose ¡HI nadir alrededor del dia 20 de

vida, edad a partir de la cual comienzan nuevamente a

incrementarse los niveles de T como andrógeno predominante,

manteniéndose hasta la edad adulta. La disminución de la

producción de T observada luego del nacimiento, se ha

atribuido a una metabolización de la misma a andrógenos 5a

reducidos.

Comose mencionó previamente se acepta que las células

de Leydig constituyen la fuente principal de producción de

T por el testículo. Sin embargo, pese a que clásicamente se

consideraba que sólo las células de Leydig maduras eran

esteroidogénicamente competentes, se ha demostrado en

precursores fibroblásticos, la existencia de algunas

enzimas y lípidos que indicarian 1a capacidad funcional de

estos tipos celulares. En efecto, investigaciones recientes
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(Chemesy cols., 1985) indican que, en el testiculo humano,

los fibroblastos precursores son esteroidogénicamente

activos produciendo T en condiciones basales y respondiendo

a la estimulación con hCGmediante un aumento rápido de la

T intratesticular.

Se halla ampliamente aceptado que el desarrollo y

mantenimientodel tejido testicular intersticial dependede

1a LH. El aumento en el número de células de Leydig

diferenciadas observado en ratas inmaduras sometidas al

impacto de la hCGes debido a la capacidad de esta hormona

en promover el aumento de las mitosis de las células de

Leydig pre-existentes y por otro lado de estimular el

proceso de diferenciación de los fibroblastos precursores

(Chemes y cols., 19763). El tratamiento crónico de ratas

adultas con una alta dosis de hCGproduce un incremento en

el volumen de los agregados de células de Leydig debido a

una hiperplasia de estas células que predomina sobre la

hipertrofia de las mismas (Christensen y Peacock, 1980).

Aún cuando la gonadotrofina coriónica ejerce un efecto

trófico sobre las células del intersticio testicular, y en
bajas concentraciones es capaz de mantener la funcionalidad

de estas células, la elevación de los niveles plasmáticos

de LH por la administración de LH-RH o gonadotrofina

exógena (hCG) tiene en la rata adulta un marcado efecto
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negativo sobre los receptores testiculares de LH y la

subsiguiente respuesta esteroidogénica (Hsueh y cols.,

1976: 1977; Sharpe 1976; Tsuruhara y cols., 1977; Chen y

cols., 1977; Haour y cols., 1977; Dufau y cols., 1978,

1979; Catt y cols., 1979).

Este fenómeno llamado de "desensibilización"

testicular es común a muchas hormonas proteicas y nos

referiremos a él, con más detalle, en la discusión del

presente trabajo. Brevemente, durante la re-estimulación

in vitro con hCGde testículos pretratados con la misma

hormona se demuestra una caida de los receptores de LH con

una pérdida concomitante de la respuesta del AMPciclico.

La depleción de receptores se halla acompañada por una

segunda lesión que involucra a enzimas de la via

esteroidogénica y que conduce a una producción disminuida

de T. Esto genera una acumulación de progesterona y 17 OH

progesterona lo cual refleja un bloqueo a nivel de las

enzimas 17 ahidroxilasa y 17-20 desmolasa (Cigorraga y

cols., 1978). La desensibilización testicular tan

claramente descripta en el animal adulto, presenta cierta
controversia en cuanto a su existencia en la rata en

maduración. Algunas investigaciones demuestran la aparente

ausencia de este fenómeno en el animal neonatal (Huhtaniemí

y cols., 1981, 1982, 1983) mientras que otros autores

describen la presencia del mismoy le asignan un carácter
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transitorio (Moger, 1980; Cheng, 1986). Sin embargo, es

llamativa la carencia de información concerniente a las

posibles modificaciones estructurales de los túbulos

seminiferos que puedan acompañar a este interesante

fenómeno.Existen en la literatura algunas referencias a la

presencia de lesiones en los túbulos seminiferos del

testículo humano y animal inducidas por tratamientos

crónicos con hCG (Maddock y Nelson, 1952: Chemes y cols.,

1976b; Cusan y cols., 1982).



OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

La información presentada resumiria el conocimiento

actual sobre la acción de la LH/hCGsobre el intersticio

testicular. Muypoco se conoce sobre la posible interacción

de esta hormona con el túbulo seminifero. Por otra parte,

observaciones no publicadas (Charreau y Chemes) revelaron

la existencia de alteraciones morfológicas en los túbulos

seminiferos de ratas adultas sometidas a un impacto agudo

con hCG que coinciden temporalmente con el proceso de

desensibilización de las células de Leydig. Este hallazgo
nos llevó a estudiar detalladamente las modificaciones

estructurales, el entorno hormonal y los mecanismos

fisiopatológicos que acompañan a este fenómeno, con el

objeto de aclarar cuál es la consecuencia sobre los túbulos

seminiferos del tratamiento con hCG. Asimismo nos pareció

interesante analizar la posible acción directa de esta
hormonasobre la fracción tubular. Para ello utilizamos la

técnica de transiluminación que posibilita la separación de
túbulos seminiferos en los distintos estadios del ciclo

espermatogénico. En fracciones de túbulos seminiferos en

distintos estadios del ciclo se intentó entonces determinar

la posible existencia de sitios de unión de LH/hCG.
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El fenómeno de desensibilización de las células de

Leydig maduras, que ha sido exhaustivamente analizado por

numerosos grupos de investigadores, no será tratado en

detalle en el presente estudio en el que se explorará en

forma sistemática la ontogenia de la respuesta testicular a

la inyección aguda de hCG. Esto se realizará mediante la

medición de la producción de andrógenos "in vitro" en

testículos provenientes de animales control y pretratados

con hCG, en condiciones basales y de estimulación

gonadotrófica, asi como la determinación de receptores de

LH en los mismos grupos experimentales. Asimismo se

realizará un examen cuantitativo de las distintas

poblaciones celulares intersticiales presentes en cada
edad.

La utilización de modelos animales para llevar a cabo

nuestros objetivos pretende ahondar en el conocimiento de

mecanismos normales e intenta, por medio de manipulaciones

experimentales, reproducir situaciones que nos permitan

entender algunos aspectos de la fisiología y patología
testicular en humanos.

La gonadotrofina coriónica humana (hCG) es

corrientemente utilizada en la terapéutica de diversas
enfermedades infantiles (testículo no descendido) y de

adultos (esterilidad). Este fue otro de los motivos de
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nuestro interés en aclarar algunos aspectos poco conocidos

dé la acción de esta hormona y para ello realizamos el

estudio que se detalla a continuación.



MATERIALES 3
Y METODOS



MATERIALES Y METODOS

PARTE A. LESIONES DEL TUBULO SEMINIFERO PRODUCIDAS POR EL

TRATAMIENTO CON hCG. CARACTERIZACION Y MECANISMOS

FISIOPATOLOGICOS INVOLUCRADOS

A.1. Animales gg experimentación

Se utilizaron ratas macho adultas (de 80 a 90 dias de

edad) de la cepa Sherman (Rattus norvegicus, variedad

Sherman: endocria Laboratorio Elea). Los animales fueron

mantenidos a temperatura constante (25°C) bajo un régimen

luminico de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,

recibiendo dieta balanceada y agua "ad libitum". Para cada

grupo experimental se utilizaron de 5 a 8 animales.

A.2. Hormonasutilizadas 1 vias gg _dministracigg

Las hormonasutilizadas fueron las siguientes:

- Gonadotrofina coriónica humana (hCG), (Endocorion, Lab.

Elea).

—Gonadotrofina coriónica humanaaltamente purificada
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(p hCG; 11500 UI/mg) gentilmente cedida por el Dr.

Passeron, Lab. Elea.

- Hormona folículo-estimulante humana (p FSH), (75 UI

FSH/l UI de LH) (Metrodine, Lab. Serono).

- Benzoato de estradiol (BEz) disuelto en aceite de

girasol, gentilmente cedido por el Dr. Montuori, Lab.
Gador.

Todas las hormonas fueron administradas por via

subcutánea (SC) y el BEz fue también inyectado, según el

esquemaexperimental, en forma intratesticular (IT).

A.3. Qiseño experimental

I) Tratamiento gg los animales con hCG1 g hCG

Un grupo de animales fue tratado con una única dosis

de 100 UI de hCG, un segundo grupo fue inyectado con una

dosis idéntica de p hCGy un tercer grupo considerado como

control no recibió ningún tratamiento.

Luego de 3 dias de efectuado el tratamiento, los

animales fueron pesados y sacrificados por decapitación. La

sangre troncal fue recogida y el suero obtenido almacenado
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a -20°C para la posterior determinación radioinmunológica
de T.

Los testículos y glándulas sexuales accesorias

(vesículas seminales y próstata ventral) fueron

cuidadosamente extraídos y pesados. Uno de los testículos

de cada animal fue procesado histológicamente para su

estudio por microscopía óptica.

Este procedimiento fue realizado en cada uno de los

experimentos que se detallan a continuación y por lo tanto

no será enunciado en cada oportunidad.

II) Tratamiento gg los animales gon diferentes dosis gg hCG

por períodos gg tiempo variable

Tres grupos de animales fueron inyectados con una

única dosis de 200 UI de hCGy sacrificados a los 2, 3 y 5

días del tratamiento respectivamente. Un cuarto grupo fue

tratado con una dosis de 400 UI de hCGy sacrificado 3 días

después. El grupo control no recibió ningún tratamiento.
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Los animales fueron pesados y luego anestesiados con

éter. La extracción de sangre fue realizada por punción

cardiaca y' el suero obtenido almacenado a -20°C para la

posterior determinación radioinmunológica de T.

III) Tratamiento gg lg; animales con una dosis alta “g hCG

g intervalos gg tiempos ggrtos. Estudio del entorng
hormonal

Se evaluó el efecto de la hormona a intervalos de

tiempos cortos luego de la inyección de la misma. Estos

tiempos fueron: 6, 12, 24 y 48 horas respectivamente. El

grupo control no recibió ningún tratamiento.

Los animales fueron pesados y luego anestesiados con

éter. La extracción de sangre fue realizada por punción

cardiaca y' el suero obtenido almacenado a -20°C para la

determinación radioinmunólogica de T, FSHy E2.



IV) Estudio gg la reversibilidad gg la lesión tubular

Conel propósito de analizar la posible reversibilidad

de este proceso, un grupo de animales fue inyectado con una

dosis única de 200 UI de hCGy sacrificado tres meses luego

del tratamiento. Un grupo similar no recibió tratamiento

hormonal (grupo control).

En cada animal, se realizó el análisis histológico de

uno de los testículos con el objeto de explorar la

presencia de lesiones en los túbulos seminiferos.

V) Tratamiento gg los animales con hCG1 hCG i FSH

purificada

Un grupo de animales fue inyectado con una dosis única

de 200 UI de hCGy los animales fueron sacrificados a las

24 horas del tratamiento. Otro grupo recibió una única

dosis de 200 UI de hCG, y 20 UI de pFSH cada 12 horas, y

fue sacrificado al mismotiempo que el grupo anterior.

Los animales fueron anestesiados con éter y la sangre

obtenida por punción cardiaca. El suero fue almacenado a

-20°C para la determinación radioinmunológica de FSH.
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VI) Tratamiento gg los animales con benzoato de estradiol

pq: ¿(Lasymptínga e. in ratsssiqula;

Dos grupos de animales fueron inyectados (SC) con una

solución de 50 ug y 200 ug de BE: en aceite de girasol por

dia respectivamente. El grupo control recibió un volumen

idéntico de vehiculo (0.5 m1de aceite de girasol).

Dos grupos de animales fueron tratados con inyecciones

intratesticulares bilaterales de BEz. El primer grupo

recibió una dosis de 2 ng en 20 ul de aceite de girasol. El

segundo fue inyectado con 4 ng en igual volumen de

vehiculo. Los animales controles recibieron inyecciones

intratesticulares bilaterales de 20 ul de aceite de

girasol. El esteroide fue administrado en un volumen lo

suficientemente pequeño como para prevenir distorsiones

mecánicasproducidas por alta presión intratesticular.

Todos los animales fueron sacrificados a las 48 horas

del comienzo del tratamiento. Luego del sacrificio ambos

testículos fueron extirpados y procesados histológicamente

para su estudio de microscopía óptica.
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A.4. Procesamiento1 análisis histológicos

En cada uno de los diseños experimentales que se

detallaron, el procedimiento fue el siguiente: una vez

extraídos, los testículos fueron inmediatamentefijados por

inmersión en solución de Bouin alcohólico (picro-formol

aceto-alcohólica) previa sección de ambos polos

testiculares para facilitar la penetración del fijador. 30
minutos más tarde‘ se cortaron de 2 a 4 secciones

transversales de la región ecuatorial del testículo y se

prosiguió con la fijación por dos horas más. Las secciones

fueron luego deshidratadas por tratamiento con soluciones

de etanol de concentraciones crecientes, aclaradas en xilol

e incluidas en parafina. Las piezas incluidas fueron

cortadas en un micrótomo Reichert tipo rotatorio en

secciones de 5 a 7 um de espesor y coloreadas con

hematoxilina-eosina y PAS-hematoxilina.

Con el objeto de cuantificar el daño existente en cada

individuo de los diferentes grupos experimentales, se

realizó un barrido de los preparados histológicos

correspondientes a cada animal. Todos los túbulos

seminíferos que integran el corte entero del testículo,

realizado en el plano ecuatorial, fueron evaluados. Esto se

llevó a cabo mediante la proyección de los preparados

histológicos y el calcado del contorno de todos los túbulos
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seminiferos (aprox. 500) que aparecen en cada corte. Este

método permitió confeccionar mapas del testiculo, los

cuales luego fueron cotejados con su correspondiente

preparado histológico con el fin de analizar la

distribución topográfica de las áreas afectadas y calcular

el porcentaje de túbulos seminiferos lesionados. Asimismo

se realizó la caracterización de la lesión desde el punto

de vista morfológico, estableciendo los criterios de daño.

Por otro lado, se analizó 1a posibilidad de que exista

un efecto deletéreo preferencial de la hCG sobre

determinados estadios del ciclo espermatogénico. En la

rata las células que integran el epitelio germinal de los

túbulos seminiferos, espermatogonias, espermatocitos y

espermátides, no se hallan distribuidas al azar sino
formando 14 asociaciones celulares bien determinadas

(Leblond y Clermont, 1952b). Utilizando la coloración de

PAS que permite visualizar la evolución del aparato

acrosomal de las espermátides, fue posible clasificar a

cada túbulo seminifero dentro de los 14 estadios que

conforman el ciclo espermatogénico (Leblond y Clermont,

1952b; Clermont y Perey, 1957a). De esta manera se

determinó la distribución porcentual del daño tubular en

cada uno de los mencionados estadios.
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La respuesta a1 tratamiento hormonal del tejido
intersticial fue evaluada en formacualitativa.

A.5. geparación gg túbulos seminiferos gor l: n m oa ¡.1 o ¡m IS‘

transiluminación

La variabilidad en la composición celular de los

distintos estadios del ciclo, se traduce en diferencias de
absorción de la luz cuando los túbulos seminiferos son

estudiados por transiluminación (Parvinen y Vanha-Perttula,

1972).

Se puso a punto la técnica de Parvinen y Vanha 

Perttula utilizando ratas machoadultas sacrificadas por
dislocación cervical.

En cada animal se extirparon los testículos, se

decapsularon y se colocaron en buffer fosfo-salino frio.
Por disección manual los túbulos seminiferos fueron

separados del tejido intersticial. Los túbulos fueron

colocados en una caja de Petri conteniendo buffer y

estudiados por transiluminación en un estereo-microscopio
a 25 X.
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De este modose pueden distinguir 4 zonas diferentes a

lo largo de los túbulos seminiferos, dependiendo de la

composición celular de cada estadio (fig. 4):

- Transición de una zona oscura a pálida, la cual

corresponde al momentode la espermiación: limite entre

estadios VIII y IX.

- Zona clara, dada por la presencia de espermátides

elongadas no dispuestas en grupos, lo cual se refleja en

una pálida absorción de la luz: estadios IX al XII.

- Zona punteada clara: ya al finalizar el estadio XII las

espermátides se disponen en grupos o manojos asociados a

las células de Sertoli, aumentando la condensación

nuclear, lo cual resulta en una absorción que puede ser

reconocida comoun punteado pálido: estadios XIII-XIV-I.

- Zona punteada oscura, aumenta la densidad de los manojos

de espermátides, los que se desplazan hacia el lumen del

túbulo seminifero: estadios II al VI.

- Zona oscura: homogénea en el centro del túbulo debido a

la disposición de las espermátides formando una capa

continua hacia la luz: estadios VII y VIII.
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Fig. 4 Esquema del patrón de absorción de un túbulo
seminifero estudiado por transiluminación y su
relación con los estadios del ciclo espermatogénico.
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De acuerdo a este patrón de absorción se procedió a la

microdisección de segmentos tubulares de 2 mmde longitud,

que contienen cada una de las cuatro zonas mencionadas. La

exactitud del procedimiento de disección fue controlada por

estudios histológicos en parte del material obtenido (ver
resultados).

A.6. gggición gg receptores gg gg gg la fracción particula
gg tubular

En el material tubular recolectado según la técnica

descripta en el punto anterior, se procedió a 1a medición

de sitios receptores de LHde acuerdo a la metodologia que

se detalla a continuación.

Se utilizaron 12 ratas a las cuales se les extirparon

ambostestículos. Los segmentos tubulares resultantes de la

separación, por la técnica de transiluminación, fueron

agrupados en dos lotes: uno que abarca los estadios pre

espermiación (II al VIII) y otro los post-espermiación

(IX al XIV-I). Los túbulos seminiferos de ambos lotes

fueron homogeinizados en cuatro volúmenes de buffer

Dulbecco (PBS) pH 7,4 utilizando un homogeinizador del tipo

Polytron. E1 homogenato se filtró por Nitex (malla de poro
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50) y se centrifugó a 14.000 rpm, durante 30 minutos, en

una Centrifuga International, modelo 8-20 refrigerada. El

pellet se resuspendió en igual volumen de buffer PBS y se

utilizó para determinar la posible existencia de receptores

para LH.

La mezcla de incubación contenía 50 ul de hormona

marcada 125I-hLH (actividad especifica: 50 uCi/ug;

12.500-100.000 cpm), 50 ul de BSA al 10% y 100 ul del

pellet de membrana tubular. La unión inespecifica fue

evaluada agregando una cantidad mil veces superior de

hormona no radioactiva. La incubación se efectuó a 6°C

durante toda la noche y se detuvo por dilución con 2 ml de

PBS frio. Luego de la centrifugación de los tubos de

determinó la radioactividad del pellet utilizando un

contador gammaautomático Beckman.

A.7. Determinación gadioinmunológica de testosterona T) 1

estradiol (E2) séricos

Una vez obtenida la sangre de los animales se le

permitió coagular y el suero se separó para las
determinaciones hormonales.
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Para el dosaje de cada uno de estos esteroides, una

alícuota del suero fue extraída dos veces con 2 ml de éter

etílico (Merck). El residuo evaporado de los extractos

etéreos fue resuspendido en 0.5 ml de buffer de enSayo

(NazHP04 — 0.04 M; NaH2P04. 0.03 M; azida sódica 0.015 M:

NaCl 0.15 M; EDTA 10 mM y gelatina 0.1%, pH=7) y una

alícuota apropiada fue utilizada para la determinación del

contenido de T y E2.

I) gestosterong: el dosaje de T se realizó utilizando

un suero anti-testosterona, obtenido por inmunización

activa de conejos, a intervalos de dos semanas, con un

conjugado de testosterona - BSApreparado por acoplamiento

de la carboxi-metil-oxima de la testosterona a BSA. Este

anticuerpo tiene una alta reacción cruzada (80%) con la DHT

y por lo tanto ambos esteroides fueron determinados en

formaconjunta. El suero anti-testosterona utilizado poseía

una constante de afinidad de 101° M'1 y se utilizó en una

dilución apropiada (1:2.500) para ligar el 50% de la

aH-testosterona de referencia (aprox. 10.000 cpm).

El rango de utilidad fue de 25 a 800 pg de T en un

volumen final de 0.5 ml.
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II) Estradiol: para su determinación se utilizó un

anticuerpo altamente especifico (estradiol 6

carboximetiloxima - BSA) gentilmente cedido por los Dres.

K. Pirke y P. Doerr (Max Planck Institut, Münich); El

anticuerpo fue utilizado en una dilución 1:10.000 para

ligar el 50%del 3H-estradiol de referencia (aprox. 10.000

cpm). El rango de utilidad fue de 12.5 a 800 pg de E2 en un

volumen final de 0.5 ml.

La incubación se realizó durante 16 horas a 4°C y la

hormona libre fue separada de la hormona unida por agregado

de 0.2 ml de una suspensión de carbón (Norit A). - dextrano

(dextrano 70); 0.5 - 0.05% (P/V) en buffer de ensayo

respectivamente. La radioactividad se determinó, en cada

caso, en un contador de centelleo liquido Beckman.

A.8. Determinación radioinmunológica de FSHsérigg

La FSH fue cuantificada usando el juego de reactivos

provistos por NIAMDD, Instituto Nacional de Salud,

Maryland, EEUU.Se utilizó un radioinmunoanálisis por doble

anticuerpo (Libertun, 1980). Para la marcación, la hormona

utilizada fue NIAMDD-Rat-FSH-I-S. Se usó 125I Na (New
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England Nuclear) y la iodinación fue realizada por el

método de la cloramina T limitante (Molinolo y cols.,
1987).

El primer antisuero fue obtenido en conejos contra FSH

purificada de rata (NIAMDD-AntiRat FSH-serum 10) y la

dilución de trabajo fue 1:2.000 a 1:2.500. El standard de

referencia fue FSHpurificada de rata (NIAMDD-Rat-FSH-RP1)

con contaminación casi nula de LH y TSH. La curva standard

se construyó con cantidades de FSHfria que variaron entre

7.8 y 1.000 ng por tubo y fueron preparados en buffer

fosfatosalino con 1%de albúmina de huevo. La separación de

los complejos inmunes de la hormona libre se logró usando

antisuero de oveja contra globulina de conejo en una

dilución aproximada 1/30 en buffer fosfatosalino (100 ul).

El protocolo de rutina fue el siguiente: el primer dia

se agregó el primer antisuero a los sueros, se incubó 24

horas a 4°C, se agregó 1a hormona marcada, se incubó

nuevamente 24 horas a 4°C y finalmente se agregó el segundo

anticuerpo. 48 a 72 horas más tarde se centrifugó. El

sobrenadante fue aspirado y se leyó la radioactividad en el

pellet (complejo hormona-anticuerpo) en un contador gamma.
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PARTE B. VARIACIONES ONTOGENICAS DE LA MORFOLOGIA Y FUNCION

DEL INTERSTICIO TESTICULAR. SU RELACION CON EL

DESARROLLO DE LESIONES TUBULARES

B.1. Animales de _xperimentación

Se utilizaron ratas macho inmaduras de la cepa Sherman

(Lab. Elea). Los animales fueron mantenidos a temperatura

constante (25°C) bajo un régimen luminico de 12 horas de

luz y 12 horas de oscuridad, recibiendo dieta balanceada y

agua "ad libitum".

Las edades de los animales fueron seleccionados

teniendo en cuenta ciertos momentosrepresentativos a lo

largo de la maduración del epitelio germinal (Clermont y

Perey, 1957b): 7 dias (proliferación espermatogonial), 11

dias (comienzo de la meiosis), 20 dias (meiosis en

desarrollo), 26 dias (finalización de 1a meiosis y comienzo

de la espermiogénesis), 35 dias (espermíogénesis en

desarrollo) y 45 dias (espermíogénesis tardia).

Los animales más inmaduros (7 y 11 dias) fueron

alojados de! a 10 por jaula con una madre lactante. Los

restantes fueron colocados en jaulas en grupos de a 5.
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8.2. ggrmonasutilizadas x vias de administración

Se utilizó gonadotrofina coriónica humana (hCG; 1.000

UI/ml; Endocorion, Lab.E1ea), administrada en dosis únicas

por via subcutánea. Las dosis empleadas fueron calculadas,

para cada edad, en base al peso de los animales y teniendo

en cuenta que en ratas de 80 a 90 dias de edad una dosis de

200 UI de hCGgenera lesiones de los túbulos seminiferos.

De este modolas dosis utilizadas fueron las siguientes: 50

UI (7 y 11 dias), 100 UI (20, 26 y 35 dias) y 200 UI (45

dias).

Para cada edad, un grupo de animales considerado como

control recibió una inyección de vehiculo (buffer Dulbecco

pH 7.4). El efecto de la inyección de gonadotrofina fue

evaluado a las 48 horas. En ese momento todos los animales

fueron pesados y sacrificados por decapitación. La sangre

troncal fue recogida y el suero separado para la

determinación radioinmunológica de T.

B.3. Estudio gngggénico gg la morfología testicular

En el momento del sacrificio, los testículos

provenientes de los diferentes grupos experimentales fueron

45



extirpados y procesados histológicamente para su estudio de

microscopía óptica según fue detallado en el punto A.4.

Se llevó a cabo un análisis morfológico de los túbulos

seminiferos y del intersticio:

- Túbu o semini_eros: para evaluar cualitativamente los

cambios ocurridos luego del tratamiento con hCG en las

distintas edades estudiadas, se examinaron secciones

ecuatoriales enteras de los testículos prestando especial
atención a 1a presencia de lesiones tubulares, las cuales
fueron consideradas de acuerdo a los criterios

establecidos en el animal adulto (ver parte A). En cada

caso los preparados histológicos fueron comparados con su

correspondiente grupo control.

- Intersticio: se realizó un análisis morfométricode las

poblaciones celulares intersticiales mediante el conteo

diferencial de células de Leydig (CL) y precursores

mesenquimáticos (PM). Esta última categoria celular abarca

a los precursores de las CL y a aquéllos que se hallan en
transformación hacia CLdiferenciadas. Las caracteristicas

morfológicas de todas estas células intersticiales serán
descriptas con detalle en la sección de Resultados.
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Las figuras mitóticas en todas las etapas de división

fueron identificadas en células poligonales de tipo CLy en

células elongadas de tipo fibroblásticas. Sin embargo, como

fue imposible estimar en estas células el diámetro nuclear,

se realizaron estimaciones cuantitativas aunque éstas no se

pudieron corregir por diámetros nucleares.

Las células endoteliales de los vasos sanguíneos y los
macrófagos no fueron contadas.

La cuantificación fue realizada en un microscopio

Zeiss usando un objetivo plano apocromático de 100 X. Dicho

procedimiento fue diseñado con el objeto de obtener

información sobre la composición celular del intersticio

testicular. Dado que los estudios esteroidogénicos y de

receptores fueron llevados a cabo en animales de distintas

edades, utilizando tejido testicular total, consideramosde

importancia conocer una estimación de las posibles

variaciones en la composición relativa de los PM y CL

diferenciadas a lo largo de la maduración de la gonada.

Esto fue realizado cuantificando 25 espacios intertubulares
seleccionados al azar en el testículo de cada animal de los

distintos grupos experimentales. Se determinó asi el número

de CL diferenciadas y PM. Estos valores fueron corregidos

debido a las variaciones que pueden existir en el diámetro

nuclear medio (D) y el espesor del corte (T), de acuerdo a
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la ecuación de Floderus NV = NA / D + T — 2h, donde NA es

el contaje crudo obtenido en el microscopio y h es la

altura de 1a menor sección distinguible de un núcleo. Se

asume que el valor de h es de D/lO (Christensen y Peacock,

1980).

Los valores promedio de los diámetros nucleares fueron

obtenidos por la medición microscópica directa de 10

células de Leydig por sección en los animales control y

tratados con hCGen cada una de las edades estudiadas. En

las células de Leydig cuyos núcleos eran de forma ovoide se

determinaron los diámetros mayor y menor y se calculó el

promedio de ambos. Los valores obtenidos fluctuaron entre

6 y 7 um sin variaciones debidas a la edad o al tratamiento
hormonal.

En el caso de los fibroblastos no fue posible realizar

una medición directa de los diámetros nucleares dado que 1a

forma de los núcleos no es esférica. Mediante un análisis

seriado se concluyó que estos núcleos son lentiformes, lo

cual coincide con datos de Mendis-Handagamay cols. (1987).

En estos tipos celulares se obtuvieron mediciones

microscópicas de los ejes mayores y menores y se calculó el

diámetro medio utilizando la fórmula D = b + (a/E). arcosen

E donde a y b son los semiejes mayor y menor

respectivamente y E es igual a [1 - (b/a)2]'/2 (Elias y
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cols., 1971).

El espesor de los cortes fue obtenido enfocando los

mismos en la superficie superior e inferior de acuerdo al

método de Christensen y Peacock (1980).

Luego de corregir los contajes celulares de acuerdo a

las variaciones en diámetro nuclear y espesor del corte, se

calculó en cada animal la proporción relativa de células de

Leydig diferenciadas (CL) y precursores mesenquimáticos

(PM) mediante el cociente entre CL y PM. El cociente R asi

obtenido representa una estimación de las cantidades
relativas de células diferenciadas e inmaduras en cada

animal y expresa el grado de madurez alcanzado por el

intersticio testicular a una edad determinada o bajo

diferentes condiciones experimentales.

Cuanto mayor es el valor del cociente R = CL/PMmayor

es 1a proporción de células de Leydig diferenciadas (de la

generación fetal y/o adulta) en relación a sus precursores

mesenquimáticos. De este modo se obtuvo un indice que

refleja directamente la composición celular del

intersticio, el cual constituye una herramienta para las

comparaciones con el contenido de receptores testiculares y

la capacidad esteroidogénica dado que representa el balance

entre la población testicular de células maduras e
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inmaduras. Para nuestros propósitos, resulta más adecuado

expresar los resultados por este métodoy no utilizando los

valores absolutos de CL y PMpor testículo. El cociente R

reune en un solo número los valores de las distintas

poblaciones celulares intersticiales el cual puede ser

comparado con los datos bioquímicos.

Con el objeto de explorar posibles variaciones con la

edad, se cotejaron los valores R con las distintas edades

de los animales y se calculó la recta de regresión en

animales controles y tratados con hCG. Las diferencias

estadisticas entre estos dos grupos, a cada edad, fueron

calculadas utilizando el test "t" de Student y las

significaciones fueron expresadas como valores de

probabilidad.

8.4. Determinación radioinmunológica gg 2 sérica

En todos los grupos de animales se llevó a cabo la

determinación radioinmunológica de T de acuerdo a la

técnica descripta en el punto A.7.
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3.5. Producción ig vitro gg andrógenos totales

SI t REI .+.-39-; Sii.°1_)

Los testículos fueron obtenidos inmediatamente después

de sacrificar los animales de todos los grupos

experimentales por decapitación.

Las incubaciones se realizaron en medio 199 (Difco

Laboratories, Detroit, MI) conteniendo 0.1% de albúmina

sérica bovina (Fracción V, Sigma, St. Louis, MO)y l-metil

isobutil-xantina (MIX) 0.1 mM (Aldrich Chemical Co.

Milwaukee, WI).

En los animales de 7 y 11 días de edad se incubaron

dos testículos (provenientes de dos animales diferentes) en

un volumen de 2 ml del medio mencionado, para evaluar la

producción de andrógenos en forma basal. A1 par de

testículos contralaterales se los incubó en presencia de 20

ng de LH humana (hLH) (7500 UI/mg) gentilmente provista por

el Dr. P. Torgensen, HormoneLaboratory, Aker Hospitalet,

Oslo, Noruega, para determinar la respuesta a la

gonadotrofina.

En los animales de 20, 26, 35 y 45 días de edad, las

incubaciones fueron realizadas en un volumen de 3 m1 de

medio y utilizando un testículo y su contralateral, en
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ausencia o en presencia de LH para determinar las

producciones de andrógenos basales y bajo estimulación

gonadotrófica respectivamente. La incubación se llevó a

cabo durante 4 horas a 37°C en un incubador Dubnoff, en una

atmósfera de 95% 02 y 5% C02 y con agitación constante.

Finalizada la incubación, los medios fueron separados por

centrifugación a 1500 xg durante 10 minutos y se tomaron

alicuotas adecuadas de los sobrenadantes, que sin

extracción previa, fueron utilizadas para la determinación

radioinmunológica de 'T (+DHT) y' 5a-androstan 3a,17Bdiol.

Los resultados fueron expresados en ng de andrógenos

totales/testículo. La técnica utilizada para el

radioinmunoanálisis de T(+DHT)fue descripta en el punto

A.7.

Para 1a determinación de 5a-androstan-3a,176diol se

utilizó un anticuerpo altamente especifico (3a - diol - 15

-CMO- HSA, Inmunotech Diagnostic, Montreal, Canadá) en una

dilución 1:4000 para ligar el 40% del andrógeno marcado.

Este anticuerpo posee una muy baja reacción cruzada con

otros andrógenos (5% con T y DHT y menos del 2% con otros

andrógenos). El rango de utilidad fue de 12.5 a 800 pg de

3a-diol en un volumen final de 0.5 ml.
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8.6. Determinación gg sitiqg receptores de gg e_ 1

fracción particuladg testicular

Los testículos provenientes de los animales controles

e inyectados con hCG fueron homogeneizados en 4 volúmenes

de buffer PBSDulbecco. La homogeneización fue realizada en

un homogeneizador Polytron a 0°C. El homogeneizado se

centrifugó en una centrífuga International B- 20 a 12000

rpm durante 30 minutos. El precipitado se resuspendió en

igual volumen de buffer PBS, se filtró por Nitex y fue

usado para determinar el número de sitios receptores de

LH/hCG.Alicuotas de 100 ul de esta preparación se

incubaron con 100.000 cpm de l“I-hLH (act. especifica 50

uCi/ug). Para evaluar la unión inespecifica se agregó un

exceso de hormona fria, (100 UI, Endocorion). Se agregó

albúmina hasta una concentración del 1% final. Se incubó

durante 3 horas a 34°C y se detuvo la incubación con el

agregado de 2 ml de PBS frio. Se centrifugó 15 minutos a

5000 rpm a 4°C y el sobrenadante se aspiró con bomba de

vacio. El precipitado se contó en un contador gamma

automático Beckman.
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Estadistica

Los datos cuantitativos fueron analizados de la siguiente
manera:

en el caso de comparaciones múltiples mediante un

análisis de la varianza seguido por un test de Dunnett,

el cual permite comparar a cada dato experimental con su

correspondiente valor control.

en el caso de pares de datos, mediante un test "t" de

Student.

en caso de existir diferencias significativas, éstas

fueron expresadas comovalores de probabilidad.
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RESULTADOS

PARTE A. ACCION DE LA hCG SOBRE LOS TUBULOS SEMINIFEROS.

EFECTO, CARACTERIZACION Y MECANISMOS INVOLUCRADOS

EN LA PRODUCCION DEL DAÑO TUBULAR POR hCG

Lesiones de los túbulos seminiferos inducidas por el

tratamiento con dos preparaciones gg n99 gg gistinta pureza

Observaciones preliminares de los Dres. Charreau y

Chemesrealizadas en testículos de ratas adultas sometidas

a un estimulo agudo con 100 UI de hCG (Pregnyl: Organón)

evidenciaron en este material lesiones tubulares de

variable intensidad.

Con el objeto de confirmar la existencia de dichas

lesiones y demostrar que el efecto lesional observado luego

del tratamiento hormonal no era debido a la presencia de

posibles contaminantes en la preparación de hCG

(Endocorion), sino que obedecia a la acción misma de 1a

gonadotrofina coriónica, se comparó la acción de 100 UI hCG
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con 1a misma dosis de gonadotrofina purificada (hCG p)

sacrificando los animales a los 3 dias de la inyección.

La tabla 1 reúne los pesos testiculares y de las

glándulas sexuales accesorias y los valores de T sérica. El

peso testicular no varió con los distintos tratamientos.

Por el contrario, se observa que existe una tendencia clara

al aumento de los pesos de las vesículas seminales y de la

próstata en los grupos experimentales con respecto a los

animales control, el cual no llega a ser estadísticamente

significativo. La T sérica muestra un incremento

significativo.

El análisis microscópico testicular reveló un

incipiente daño a nivel de los túbulos seminiferos en los

animales tratados con ambas gonadotrofinas, no hallándose

diferencia morfológica alguna entre los dos tratamientos
hormonales.

Estos resultados indican por lo tanto, que la

preparación de hCG usada por nosotros (Endocorion, 1000

UI/ml) es una hormonaútil para nuestros estudios.



TABLA 1

Pesos de órganos y niveles séricos de T en ratas tratadas con

hCG (Endocorion, Elea) y hCGpurificada

Peso Pese Peso Peso

ccrporal testicular vesículas próstata
seiinales

(q) í|ql ilg) ílg) (ng/100 Ill

control 203.0 : 2.0 1257.5 t 48.7 295.0 2 84.3 150.0 z 22.1 281.0 t 31.2

100 UI hGG/Jd 211.7 t 11.9 1363.7 t 56.4 507.7 t 53.9 224.3 t “5.9 658.] t 192.4

100 UI hCGp/Bd 203.3 z 3.8 1229.8 t 43.2 430.0 e 81.3 187.5 1 30.2 831.3 t 110.5'

X t Es

' significativalente diferentes p ( 0.05



Caracterización_ del daño tubular inducido_ por gl

tratamie o _gg hC

Con el fin de caracterizar el daño tubular hallado

luego de la administración aguda de hCG se realizó el

estudio del efecto de diferentes dosis (200 y 400 UI) y

tiempos de administración de dicha gonadotrofina.

Puede observarse en 1a tabla 2 que no existen

diferencias estadísticamente significativas en el peso de
los testículos, de las vesículas seminales y de la próstata

en los grupos tratados con respecto al control. Las

glándulas sexuales accesorias muestran, sin embargo, una

clara tendencia a aumentar comoen el experimento anterior.

Como es de esperar los niveles de T sérica se

incrementan significativamente a los 2 y 3 días de la

administración de 200 UI y 400 UI de la gonadotrofina.

La figura 5 corresponde a una microfotografía del

testículo de un animal control. En los grupos de animales

tratados con 200 y 400 UI de hCG (figs. 6, 7 y 8)

encontramos numerosas alteraciones en la morfología de los

túbulos seminíferos cuya intensidad varía de acuerdo a cada

individuo en particular. Las características de la
mencionadalesión son las siguientes y pueden presentarse
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TABLA 2

Pesos de órganos y niveles séricos de T en animales tratados con

diversas dosis de hCGpor periodos de tiempo variables

Peso Peso Peso Peso T sérica

corporal testicular vesículas próstata
seninales

(q) (¡q! (lo) (lg) (ng/100 ll)

control 207.3 t 1.3 1202.3 t 64.9 316.7 t 47.9 146.0 t 19.1 391.1 t 47.8

200 UI hCG/Zd 214.0 1 9.5 1224.3 t 93.1 409.7 t 37.6 174.0 t 15.5 1091.7 t 36.4 "

200 UI hCG/Jd 215.0 t 16.0 1256.3 t 36.1 498.0 t 63.8 206.0 e 27.2 1166.7 t 216.4 '

200 UI hCG/Sd 217.7 t 4.2 1160.7 t 54.9 391.0 t 42.8 199.] t 29.2 300.0 z 50.0

400 UI hCG/Jd 231.3 t 3.8 1205.7 t 89.8 537.0 t 68.2 269.3 t 30.4 729.2 t 90.9 '

X t ES

Significativalente diferentes '(p ( 0.05) y "(p ( 0.01)



Fig.

Fig.

5.

6.
d

Túbulo seminifero animal
control. perteneciente a un

Se observa la organización del epitelio
germinal en el cual se distinguen dos generaciones
de espermatocitos meióticos y una de espermátides
elongadas. Estadio XII. PAS-HX 350

400 UI hCG, 3 dias luego de la inyección. El
epitelio germinal se halla altamente desorganizado.
Se evidencian áreas de necrosis (N), marginación de
la cromatina de las espermátides redondas (E),
formación de células gigantes multinucleadas y
parcial depleción celular. PAS-HX 360 '
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Figs. 7 Y 8. Ambasmicrofotografias corresponden a túbulos
seminiferos de animales tratados con 200 UI
hCG, 3 dias luego de la inyección. Se observan
las mismas alteraciones morfológicas en los
túbulos seminiferos que en la Fig. 6. Cabe
destacar numerosos núcleos de células de
Sertoli (S) con su estructura conservada y una
mitosis (M) de una célula de Leydig.
PAS-H X 390
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tanto en forma aislada como más de una a la vez:

- desplazamiento marginal de la cromatina de las

espermátides redondas.

- formación de células gigantes multinucleadas en

espermátides o espermatocitos.

- desorganización del epitelio germinal.
- descamación masiva de células.

- áreas focales de necrosis.

Modificaciones menores, como células individuales

eosinofilicas o picnóticas, no fueron tenidas en cuenta. En

las áreas afectadas, la mayoria de los núcleos de las

células de Sertoli mantuvieron una morfología normal aunque

no es posible excluir problables alteraciones

citoplasmáticas más finas no detectables por microscopía

óptica.

De acuerdo a esta descripción, hemos establecido los

criterios de daño los cuales serán tenidos en cuenta en los

próximos experimentos.

El daño tubular descripto se halla bien instalado a

los 2 dias del tratamiento y mantiene las mismas

caracteristicas a lo largo del tiempo estudiado (5 dias)

independientemente de la dosis (200 ó 400 UI de hCG)

administrada.
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En la tabla 3 mostramos los porcentajes de túbulos

dañados existentes en cada uno de los animales de los

distintos grupos experimentales. Esta cuantificación fue

llevada a cabo teniendo en cuenta todos los túbulos que

integran el corte ecuatorial del testículo (aprox. 500) de
acuerdo a 1a metodologia descripta en la sección A 4.

No existe ninguna clase de daño en el grupo control.

En los grupos tratados no se aprecian diferencias

intergrupales en 1a intensidad de la lesión pero si son

notables las variaciones intragrupales. En uno de los casos

del grupo tratado con 400 UI de hCG, la intensidad alcanza

su máxima expresión siendo su magnitud del 67%.

El análisis exhaustivo de los cortes enteros del

testículo permitió realizar mapas de la gonada en cuanto a

ubicación topográfica de las áreas afectadas. Con tal

propósito para cada grupo tratado se realizó un mapeo de

los túbulos seminiferos lesionados. Hemosseleccionado los

mapas más significativos en los cuales representamos en

blanco los túbulos normales y en negro los lesionados

(figs. 9 a 12).

Observamos que el daño no involucra túbulos

seminiferos aislados sino áreas enteras del testículo con

64



TABLA 3

Porcentaje de túbulos seminiferos lesionados
(valores individuales)

0%

CONTROL 0%

0%

14%

200 UI hCG/2d 48%

47%

44%

200 UI hCG/3d 18%

24%

25%

200 UI hCG/Sd 2%

42*

67*

400 UI hCG/3d 78

3%



,/’

“‘39

\

K :C
v‘ fi_

‘¿goor

ZOÜIUhCG/Sd LOUIUhCG/3d

Fig.

Fig.

Fig.

10.

11.

12.

Mapade un testículo
200 UI/2 días.
Mapade un testículo
200 UI/3 días.
Mapade un testículo
200 UI/5 días.
Mapade un testículo
400 UI/3 días.
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una distribución de tipo focal preferentemente

subalbuginea.

Con el objeto de estudiar si existe una acción

preferencial de la gonadotrofina en producir las lesiones
tubulares sobre determinados estadios del ciclo

espermatogénico, tratamos de correlacionarlos con el daño

observado.

Cuando los estadios pre-espermiación (I al VIII) y

post-espermiación (IX al XIV) fueron' agrupados, no fue

hallada ninguna diferencia significativa que indicara una

distribución preferencial del daño (datos no mostrados).

Al considerar los estadios IX al XIV, los valores

obtenidos muestran una tendencia al aumento de la

incidencia de túbulos lesionados en estos estadios (no

significativa) (56.3% vs 43.4%) (tabla 4). Cuando se

tomaron solamente los casos más patológicos (intensidad de

1a lesión 2 24%) y acotando el rango de los túbulos

post-espermiación a los estadios XI al XIII, los resultados

revelaron un predominio estadisticamente significativo de
la lesión en dichos túbulos seminiferos.

La respuesta del tejido intersticial al tratamiento
hormonal fue evaluada en forma cualitativa. La observación
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Estadios
IX - XIV

Estadios
XI - XIII

‘ X t DS

TABLA 4

post-espermiación ‘

8 Túbulos
seminiferos
normales

43.4 i 17.6

38.1 i 18.9

‘* Significativamente diferente (p<0.05)

Asociación de 1a lesión con los estadios

% Túbulos
seminiferos
lesionados

56.3 t 5.9

62.0 t 13.9 "



microscópica revela una hiperplasia de las células de

Leydig, principalmente notable en el grupo tratado con 400

UI de hCG. Esto concuerda con lo descripto por Christensen

y Peacock (1980), que registran un aumento del 35% en el

número de células de Leydig/cm3 del testículo adulto, a la

semana del tratamiento diario con 100 UI de hCG.

Estudio del tiempo reguggigg por g; tratamiento con hCG

¡.1para induci; la lesión gg; túbulo seminifero. Análisis de
entorno hormonal

En el punto anterior demostramos que dosis únicas y

elevadas de hCG de 200 y 400 UI generan diversas lesiones

en los túbulos seminiferos que se evidencian desde los 2

dias post-tratamiento y persisten con la misma intensidad

durante los 3 dias subsiguientes.

Administrando una dosis de 200 UI hCG analizamos la

aparición de las primeras lesiones tubulares sacrificando

los animales a tiempos cortos, luego de la inyección de la

gonadotrofina: 6, 12, 24 y 48 horas.
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De acuerdo a la tabla 5, observamos que tanto los

pesos testiculares comoel peso de las vesiculas seminales

y de 1a próstata no difieren estadísticamente con el de su

correspondiente grupo control. Un daño tubular incipiente

fue detectado tan precozmente como a las 6 horas de la

inyección hormonal. Este consiste en pequeños focos de

células germinales en degeneración presentes en túbulos

seminiferos aislados (fig. 13). Este fenómeno aumenta su

intensidad progresivamente y alcanza las caracteristicas

descriptas en el experimento anterior a las 24 horas.

En la tabla 6 mostramos el perfil hormonal encontrado

en los distintos grupos experimentales. La T sérica aumentó

significativamente a las 6, 12, 24 y 48 horas del

tratamiento. Un incremento en los valores de E2 circulante

fue observado a las 12, 24 y 48 horas post-hCG. Por el

contrario, los niveles séricos de FSH mostraron una

considerable disminución 24 y 48 horas luego de la

administración hormonal.



control

200 UI hCG/Ghs

200 UI hCG/12hs

200 UI hCG¡24hs

200 UI hCG/48hs

TABLA 5

Pesos de órganos a tiempos cortos luego de 1a

Peso

corporal

(gl

222.4 t 5.8

215.2 t 7.1

236.8 2 4.2

234.4 t 6.1

228.4 z 9.8

administración de hCG

Peso
testicular

'|g)

1494.2 z 62.2

1484.2 z 53.7

1473.2 t 46.]

1491.6 t 43.5

1462.8 t 44.3

Peso
vesículas
seninales

ing)

358.0 t 22.5

366.6 t 55.0

Peso

próstata

(Ig)

249.0 t 25.5

222.0 t 33.5

216.0 t 13.3

217.0 z 11.1

234.2 z 26.4



Fig.

13.

14.

200 UI hCG, 6 horas luego de la inyección. Se
observa la presencia de una célula gigante
multinucleada dentro de un epitelio germinal por
lo demás normal. PAS-H X 390

200 UI hCG, 3 meses luego de la inyección. Se
destaca un grupo de túbulos seminiferos con
depleción germinal severa que representan la
secuela de una lesión anterior alternando con
túbulos normales. PAS-HX 70
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control

200 UI hCG/óhs

200 UI hCG/llhs

200 UI hCG/24hs

200 UI hCG/48hs

X t BS

Significativalente diferentes '(p ( 0.05) y " (p ( 0.01)

TABLA 6

Niveles séricos de T, Ez y FSH a tiempos

luego de 1a administración de hCG

T séríca

(aq/lüülli

186.3 t 45.2

1710.0 t 139.5 "

1725.0 z 287.3 “

1880.0 t 239.8 "

1131.5 t 309.9 '

Ex sérico

(pg/¡1‘

21.8 2 1.9

23.3 t 1.3

55.8 t 10.6'

89.5 t 1.5 "

83.0 t 3.1 "

cortos

FSH sérico

ing/:1)

339.2 t 34.4

330.2 t 73.9

351.9 t 52.]

195.7 z 56.7 '

152.9 t 51.1 '



Es udio de la reversibilidag gg; daño g_bu1ar

Con el propósito de analizar la evolución temporal de

este proceso, ratas adultas de edades idénticas a las

anteriores fueron inyectadas con una dosis de 200 UI de hCG

y sacrificadas 3 meses después.

La fig. 14 muestra un área importante de localización

subalbuginea que denota la evolución tardia de este

fenómeno lesional. Puede observarse una desaparición casi

total del epitelio germinal lo cual resulta en túbulos

seminiferos poblados únicamente por células de Sertoli. En

otros casos 1a desaparición celular involucra a todas las

células que integran el túbulo seminifero, dando lugar a

túbulos fantasmas con hialinización de la pared tubular.

Reposición de los niveles gg FSHgg los gpimales tratados
con hCG

Teniendo en cuenta que el daño tubular coexiste con

niveles séricos deprimidos de FSH, se llevó a cabo un

esquema experimental de reposición de FSH. En él se evaluó

la histologia testicular con el fin de detectar la posible
reversión de 1a lesión.
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Como era de esperar los niveles circulantes de FSH

disminuyeron a las 24 horas de la inyección de 200 UI de

hCG (tabla 7). La administración simultánea de hCG y FSH

resultó en niveles circulantes de FSH que superaron al

control 24 horas luego de la inyección.

La tabla 7 muestra que los pesos testiculares de los

animales experimentales no variaron con respecto al

control. El incremento del peso de las glándulas sexuales

accesorias no alcanza niveles significativos luego del

tratamiento con hCG y hCG + FSHp.

Por otro lado, el análisis histológico de los
testículos tratados, reveló la existencia de lesiones en

los túbulos seminiferos, similares a las descriptas

anteriormente, tanto en el grupo inyectado con hCGcomo en

el que recibió hCG+ FSHp (figs. 15 y 16). Estos resultados

indican que la disminución de los tenores de FSH séricos

inducidos por la inyección de hCGno se hallan involucrados

en la producción del daño tubular, dado que la lesión

persiste aún cuando los niveles de FSH son superiores al

valor control en los animales que reciben hCG+ FSHp.
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TABLA 7

Pesos de órganos y niveles séricos de FSHluego del tratamiento

con hCG y hCG + FSHp

Peso Peso Peso Peso

corporal testicular vesículas próstata
serinales

(q) (¡gl (Ig) ‘¡ql

control 174.0 t 1.7 1203.2 t 51.3 192.4 t 25.3 117.1 t 10.7

200 UI hCG/24hs 185.0 t 3.4 1228.3 t 33.5 181.6 t 18.5 131.0 t 9.4

200 UI hCG

+ 136.0 2 4.8 1219.5 i 38.] 229.8 t 24.5 133.6 I 13.]

20 UI FSHulllhs

Significativalente diferentes '(p ( 0.05) y "(p ( 0.01)

¡SH sérica

(ng/¡1)

491.2 t 61.2

247.0 t 25.2“

1453.2 t 162.9 "
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Fig. 15. 200 UI hCG + 20 UI FSHp, 24 horas luego de la
inyección. Se observa la marginación de la
cromatina de las espermátidas redondas y la
formación de células gigantes. PAS-HX 500
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Fig. 16.

4,v¿“,p “.5 ._"?E'm_w y
av .l “=}FF1ai ¡kwl “'¡7w

200 UI hCG + 20 UI FSHp, 24 horas luego de la
inyección. A1 igual que en la microfotografia
anterior, se observa la marginación de 1a
cromatina de , las espermátides redondas, la
formación de células gigantes, 1a existencia de
áreas de necrosis y una importante depleción
celular. PAS-HX 500
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Egpel del estradiol eg 1a producción gg la le ió tubul r

inducida por ggg

Dado que el daño hallado en los túbulos seminiferos

luego de la administración aguda con hCG coexiste con un

aumento de los niveles séricos de E2, fue nuestro propósito

investigar si el incremento de dicho esteroide juega un

papel en la producción del mencionado daño.

Se realizaron inyecciones subcutáneas o

intratesticulares de BE: tratando de reproducir las

condiciones experimentales halladas luego de la

administración aguda de hCG. En estos animales se realizó

un estudio histológico de ambas gonadas con el propósito de

establecer o no la presencia de lesiones.

En los animales tratados con soluciones de 50 y 200 ug

de BEz por via subcutánea, el análisis microscópico de los

testículos reveló una morfología normal no hallándose

diferencias con su correspondiente grupo control.

Cuando el tratamiento con BEz se hizo por via

intratesticular (2 ó 4 ng), se logró inducir lesiones.

El estudio histológico de los animales controles

inyectados intratesticularmente con aceite de girasol

mostró la existencia de una respuesta local a la inyección
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del vehiculo bajo la forma de un infiltrado leucocitario
intersticial. No se observaron en ellos lesiones tubulares

del tipo anteriormente descripto (fig. 17). En los grupos

experimentales inyectados con BE: se verificó, en algunos

casos, la presencia de una importante degeneración tubular

similar a la descripta luego de la administración aguda de

hCG: formación de células gigantes multinucleadas,

marginación de la cromatina, hipocelularidad del epitelio

germinal y necrosis tubular (fig. 18).

¡2112919622 d_e la existencia d_ _ec_e_p_t._or_es___e_L_ a. _túbu_10._s

seminiferos

Con el objeto de descartar una posible acción directa

de la hCG sobre los túbulos seminiferos se estudió la

presencia de receptores de LH/hCGen poblaciones tubulares

en los distintos estadios del ciclo espermatogénico.

Se llevó a cabo la técnica de transiluminación

anteriormente descripta introduciendo ciertas
modificaciones:

Se utilizaron 5 ratas macho de 80 a 90 dias de edad. A

cada una de ellas se les extirparon los dos testículos los

cuales fueron procesados separadamente. Para nuestros fines
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Fig.

17.

18.

Corte transversal de un testículo correspondiente
a un animal control inyectado intratesticularmente
con 20 ul de aceite de girasol. Obsérvense grandes
"lagunas" ocupadas por el vehiculo. Los túbulos
seminiferos vecinos conservan una morfología
normal, observándose un infiltrado leucocitario en
las márgenes del depósito de aceite. PAS-HX 100

2 ng BEz, a las 48 horas de la inyección
intratesticular. Este túbulo seminifero cercano al
área de la inyección muestra un daño severo: zonas
de necrosis (N), marginación de 1a cromatina de
las espermátides redondas (E), formación de
células gigantes multinucleadas y áreas de
depleción celular. PAS-HX 370
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experimentales se agruparon las cuatro zonas descriptas
anteriormente en dos lotes:

1. Zona punteada oscura seguida por zona oscura: abarca-los

estadios II al VIII los cuales son considerados como

estadios pre-espermiación.

2. Zona clara seguida por zona punteada clara: abarca los

estadios ZD<al XIV-I los cuales son considerados como

estadios post-espermiación.

En consecuencia, los segmentos tubulares poseen una

longitud mayor de 2 mmdado que abarcan más de una región.

De acuerdo a este patrón de absorción en cada uno de los 10

testiculos se procedió a la microdisección de al menos 60

segmentos tubulares pertenecientes a cada uno de los 2

lotes, totalizando aproximadamente 600 en cada uno de

ellos. Cada segmento fue medido mediante una grilla

colocada en la base del estéreo-microscopio y colocado de

inmediato en hielo seco; luego fue congelado a-70°C para

su posterior estudio de receptores. Asi se obtuvieron

7082 mmcorrespondientes al grupo post-espermiación y

9424 mmal grupo pre-espermiación.

Por otro lado, para controlar la precisión de la

técnica de separación de túbulos seminiferos por
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transiluminación, cada 10 segmentos de cada lote destinados

a la medición de receptores, uno elegido al azar fue

colocado en solución de Bouin-alcohólico para su estudio

por microscopía óptica. Por lo tanto, para cada testículo

un grupo de aproximadamente 6 segmentos tubulares de cada

lote fue considerado comogrupo de control histológico. La

precisión de la técnica de microdisección fue evaluada y se
muestra en la Tabla 8.

Se puede considerar como óptima la precisión de esta

metodologia dado que los porcentajes de contaminación

existentes en cada lote son despreciables. Habiendo logrado

reproducir con alta precisión (97 - 99%) la separación de

poblaciones homogéneasde túbulos seminiferos, procedimos a

analizar la existencia o no de receptores de LH en los 2

lotes de segmentos tubulares correspondientes a las zonas

pre y post-espermiación.

Cuando se intentó determinar la existencia de

receptores para LH/hCGen los túbulos seminiferos aislados

en distintos estadios del ciclo, la medición de

radioactividad en 1a fracción particulada tubular indicó la

ausencia de unión especifica de 1a gonadotrofina marcada,

en ambas poblaciones de túbulos seminiferos (fig. 19).
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TABLA 8

Precisión de la técnica de transiluminación para

identificar los estadios del ciclo espermatogénico de la

rata. Comparación de los resultados obtenidos por

transiluminación y por análisis histológico de los mismos

segmentos tubulares

Pool Pool
pre-espermiación post-espermiación

Estadios Estadios
II-VIII IX-I

N° total de túbulos
identificados por
transiluminación 87 67

N° total de túbulos
del grupo anterior
identificados por
examenhistológico
comocorrespondientes
a los mismos estadios 86 65

N° de túbulos
correspondientes
histológicamente a otros
estadios diferentes a los
supuestamente identificados
por transiluminación 1 2

8 de contaminación 1.1 3

8 de acierto 98.9 97.0
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Fig. 19. Unión especifica de 1251- LHha los distintos
compartimentos gonadales en la rata macho.

E_ne 1: Datos tomados de "Prolactin Binding in rat testis:
Specific receptors in interstitial cells".
Charreau, EH; Attramadal, A; Torjesen, PA; Purvis,
K; Calandra, R; Hansson, V. Mol. and Cel.
Endocrinol., 6, 303-307, 1977.

testículo total
tejido intersticial
túbulos seminiferos

y C fueron obtenidos por disección manual
UJÓU'JP

Panel g: Datos experimentales propios (ver punto A.6. en
Materiales y Métodos).

D: túbulos seminiferos estadios pre-espermiación
E: túbulos seminiferos estadios post-espermiación
D y E fueron aislados por la técnica de transiluminación
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PARTE B. VARIACIONES ONTOGENICAS DE LA MORFOLOGIA Y FUNCION

DEL INTERSTICIO TESTICULAR. SU RELACION CON EL

DESARROLLO DE LESIONES TUBULARES

Hemos demostrado en la primera parte del presente

trabajo, que la administración aguda de una alta dosis de

hCG genera lesiones degenerativas en los túbulos

seminiferos de la rata adulta que coexisten temporalmente

con la desensibilización de las células de Leydig ante una

nueva estimulación gonadotrófica.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos proponemos

analizar en esta sección, la evolución ontogénica de ambos

procesos en animales controles y tratados con una única

dosis de hCG, prestando especial atención a las

modificaciones cuali y cuantitativas de las poblaciones
celulares intersticiales.

Las edades de los animales utilizadas para este

estudio fueron seleccionados de acuerdo a los hallazgos de

Clermont y Perey (1957) en su investigación sobre la

evolución de la primera onda espermatogénica de la rata.

Estos autores demostraron que durante los primeros 4 a 10

dias de vida, los gonocitos primordiales dan nacimiento a
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las primeras espermatogonias A de tipo adulto. Durante este

periodo se observa. una importante proliferación ndtótica

tanto a nivel gonial (aparición de espermatogonias Iny B)

comoa nivel de las células de Sertoli. Entre los dias 10 y

12 de vida aparecen los primeros espermatocitos

preleptoténicos, evento que marca el comienzo de la

meiosis. Esta etapa se extiende hasta el dia 26 de vida en

el cual aparecen espermátides tempranas, finalizando de

este modo la meiosis y dando comienzo a la espermiogénesis.

La diferenciación y maduración de las primeras espermátides

concluye en el momentode la espermiación alrededor del dia

45 de vida.

Cambios histológicos en la composición celular del

i tersticio durante la maduracióntesticular 1 lgggg del
tratamiento con hCG

Durante el crecimiento prenatal y postnatal del

testículo, las células de Leydig muestran un complicado

patrón de crecimiento caracterizado por periodos de intensa

actividad mitótica, de diferenciación morfológica y de

degeneración. La diferenciación de las células de Leydig
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constituye un proceso progresivo que se origina a partir de

células precursoras mesenquimáticas. Estos tipos celulares

sufren una serie de modificaciones morfológicas hasta

convertirse en células de Leydig maduras.

En todos los animales estudiados (7, 11, 20, 26, 35 y

45 dias de edad) se pudieron identificar numerosos tipos de

células intersticiales cuyas caracteristicas morfológicas
describimos a continuación (fig. 20).

Se identificaron CL diferenciadas por sus núcleos

redondos con nucleolos prominentes y un anillo periférico

de heterocromatina. Estas células poseen abundante

citoplasma eosinofilico de forma poliédrica con bordes

celulares marcados y apariencia granular o vacuolada.

Todos los elementos elongados del tejido conectivo que

se encontraron en los espacios intertubulares, incluyendo

aquéllos que rodean a los túbulos seminiferos o a los vasos

sanguíneos, fueron considerados como posibles precursores

de las células de Leydig. Poseen núcleos lentiformes,

elongados y’ delgados con cromatina dispersa 'y nucleolos

inconspicuos. Sus citoplasmas muy delgados y alargados se

colorean débilmente con eosina, haciéndolos apenas

distinguibles del tejido conectivo de fondo. Asimismo se

puede identificar una serie de estadios intermedios entre
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CELULAS DE

LEYDIG MADURAS

CELULAS EN

TRANSFORMACION

CELULAS

PRECURSORAS

Dibujo esquemático del proceso de diferenciaciónFig. 20.
de las células de Leydig.
Las células precursoras y en transformación fueron
agrupadas en una sola categoria como precursores
mesenquimáticos (PM).
(Levemente modificado de Hooker, Ch.w., 1944).
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estas células precursoras y las CLmaduras. Estos elementos

intermedios fueron clasificados como precursores en

transformación hacia CL diferenciadas. Los núcleos aun

elongados y lentiformes evidencian un perfil engrosado

y un desarrollo progresivo de los nucleolos. Se observa un

aumento del tamaño de los citoplasmas, los cuales se hacen

más eosínofilicos y se destacan del fondo; a veces exhiben

una textura granular fina. Los precursores y aquéllos que
se hallan en su transformación hacia CL diferenciadas

fueron agrupados como precursores mesenquimáticos (PM).

Los PM se observan entremezclados con las CL (fig.

21). Los agregados de CL están constituidos por pequeños

grupos de células que se hallan, a veces, en estrecha

relación con los capilares sanguíneos (fig. 22) aun cuando

en otros casos esta relación no es evidente (fig. 23). Se

identificaron figuras mitóticas en PMy en CL (fig. 24).

En las ratas tratadas con hCG, se detecta un aumento

en el tamaño de los agregados celulares y en la frecuencia

de figuras mitóticas en relación con los animales control.

Las figuras 25 A y B muestran los cambios del cociente

R = CL/PM el cual expresa la modificaciones de 1a

composicióncelular del intersticio de las ratas control y
tratadas con hCG. A los 7 dias de edad, los animales
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En una rata de 7 dias de edad inyectada con hCG
observamos PM (flechas) entremezclados con CL
diferenciadas. PAS-HX 600

Rata de 26 dias control. A la izquierda del
capilar (*) se observa un precursor mesenquimático
(flecha) en proceso de diferenciación a CL el cual
posee caracteristicas citoplasmáticas y nucleares
intermedias entre una célula precursora no
estimulada y una CL madura. PAS-H X 560
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23.Fig.

Fig. 24.

Rata de 7 dias de edad inyectada con hCG. Se
destaca un grupo de CLdiferenciadas (flechas) las
cuales poseen núcleos tipicos, citoplasmas claros
y bordes celulares bien diferenciados. Se observa
un gonocito en mitosis (G) en el túbulo seminifero
que se encuentra a la izquierda. PAS-HX 470

En una rata de 7 dias de edad se observan 2 CL
diferenciadas en mitosis (P profase temprana; M
metafase). En la célula que se halla en profase
la cromatina aún conserva un patrón característico
de un núcleo interfásico. Ambascélulas poseen
citoplasmas tipicos de CL. PAS-HX 600
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7 11 20 25 35 ¿5 dins
p<0.05 NS 941.005 940.025 D<0.005 NS

Fig. 25 A. Cambios del cociente R = CL/PM con la edad
expresados mediante una regresión lineal.
Puntos negros: animales control.
Puntos blancos: animales tratados con hCG.
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CL/PM representados

45 .Edad
(días)

animales tratados con hCG.
: animales control.
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Barras blancas
Barras grisadas:

Cambios del cociente R
mediante un diagrama de barras en función de la
edad de los animales.
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control tienen similares proporciones de CL y precursores

mesenquimáticos (R = 1,14 t 0,14). A medida que avanza la

edad, el número relativo de CL aumenta progresivamente

alcanzando el valor máximoa los 45 dias (R = 6,11 t 0,66).

A esta edad las CL diferenciadas son, de lejos, 1a

población celular predominantedel tejido intersticial. En

las ratas tratadas con hCG, observamos similitudes y

diferencias con respecto a las controles. El cociente R

también aumenta con 1a edad y alcanza, a los 45 dias, el

valor de 7,52 t 1,05 que no difiere del control. Sin

embargo, a los 7 dias la proporción de CL es mayor que en

el control y se mantiene en casi todas las edades

estudiadas (fig. 25). Las ratas sometidas al tratamiento

hormonal alcanzan un valor de R = 6,1 t 0,67 a los 35 dias

llegando al valor más "maduro" diez dias antes que los

animales control. El coeficiente de correlación de ambas

rectas de regresión es de 0,85 (p<0.001‘.

En la tabla 9 mostramos los valores no corregidos

correspondientes al número de mitosis registrado en 25

espacios intertubulares. En las ratas más jóvenes (7, 20 y
26 dias de edad) observamos un aumento significativo de las

divisiones celulares en los grupos de animales que

recibieron el impacto de la hCG con repecto a su

correspondiente valor control. A medida que avanza la edad

el númerode mitosis hallado luego del tratamiento hormonal

no difiere del de su respectivo control.
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TABLA 9

Númerode mitosis en 25 espacios intertubulares en animales

control y tratados con hCG(valores no corregidos)

EDAD CONTROL hCG / 48 horas
(dias)

7 27 8 t 3.7 41 8 t 3.9 ‘

11 30.4 t 3.7 24.8 t 5.2

20 7.8 t 1.0 20.8 t 2.6 ‘

26 12.8 t 2.8 23.2 t 2.3 ‘

35 17.2 t 1.7 22.4 1 3.2

45 23.4 t 6.4 22.0 t 2.8

X i ES

Significativamente diferentes del control * p<0.05
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Niveles_ séricos gg 1 gg animales control gg distintas

edades 1 con estimulación gonadotrófica

En la tabla 10 se muestran los valores de testosterona

sérica basales y aquéllos alcanzados 48 horas luego de la

inyección de hCG, correspondientes a las distintas edades

estudiadas. En todas las edades se observa un incremento

significativo de los tenores de T circulante en los

animales sometidos al tratamiento hormonal, con respecto a

su correspondiente valor control. La magnitud de este

aumento varia entre 2 y 4,5 veces.

Variaciones ontogénicas de los_ niveles gg_ receptores

testiculares gg gg 1 gg la producción "in vitro" gg

andrógenos luego gg una estimulación aguda con hgg

La pérdida de receptores testiculares de LH 48 horas

luego de la administración de la gonadotrofina varia

notablemente de acuerdo a la edad de los animales. El

porcentaje de receptores de LH remanentes en cada edad se

halla expresado en la tabla 11. Se observa que existe una

relación inversa entre edad del animal y porcentaje de

receptores remanentes. En los animales de 7 dias de edad,

el nivel de receptores remanentes es del 47,3% de su
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TABLA 10

Niveles de T sérica (ng/100m1) a distintas edades en

EDAD (dias)

11

20

26

35

45

X i ES

Valores diferentes del control ‘

104.

90.

100.

197.

121.

366.

H

I+

|+

CONTROL

23.

24.

23.

60.

13.

69.

condiciones basales y de estimulación.

hCG / 48

271. t

224. i

268. t

886. t

320. t

760. i

horas

20.

32.

96

42.

85.

.6*

2h

6I



TABLA 11

Variaciones ontogénicas en el númerode sitios receptores

testiculares para LH/hCGen ratas control e inyectadas

con hCG48 horas antes.

EDAD CONTROL hCG 8 DE SITIOS
RECEPTORES
REMANENTES

N LOS
(dias) (fmol/test.) (fmol/test.) ANIMALESTRATADOS

7 0.74 t 0.07 0.35 i 0.05 47.3

11 1.12 t 0.09 0.41 i 0.05 36.6

20 13.11 t 1.10 2.54 i 0.23 19.4

26 76.62 t 0.98 15.32 i 1.10 20.0

35 531.60 i 3.70 N.D. 0

45 1844.00 i 101.00 N.D. 0

Valores son la media x i ES de pares de testículos

provenientes de 3 a 5 ratas.
N.D. = no detectable



correspondiente control. Este númerode sitios receptores

remanentes va disminuyendo progresivamente con la edad

(11 dias: 37%; 20 dias: 19%; 35 dias: 20%) hasta alcanzar

niveles no detectables en los animales de 35 y 45 dias.

En 1a figura 26 se halla graficada la produccón "in

vitro" de andrógenos (T + DHT+ 3a-diol) por los testículos

de los animales control y pretratados con hCG en las

distintas edades estudiadas.

La producción basal y luego de la estimulación "in

vitro" con hLH se hallan representadas en los paneles

superior e inferior respectivamente. En cada caso, los

datos correspondientes a los animales control fueron:
graficados mediante barras blancas y aquelïosï

correspondientes a animales pre-tratados con hCGmediante
a01"...

barras grisadas.

Puede observarse que a todas las edades la producción

androgénica basal se halla aumentada significativamente en

aquellos animales que recibieron hCG"in vivo" en relación

a sus correspondientes controles. Este incremento responde

a la estimulación producida en el testículo por la

gonadotrofina unida "in vivo". La producción androgénica

resultante de la estimulación con LHh"in vitro" (panel
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inferior) mostró diferencias con la edad. Los testículos

provenientes de los animales de 7 a 35 dias, inyectados con

hCG "in vivo" y sometidos a la estimulación máxima con LHh

"in vitro" alcanzan valores androgénicos que igualan o

superan a aquéllos obtenidos en ratas controles de la misma

edad. Por el contrario, a los 45 dias de edad el nivel de

andrógenos obtenido en los animales tratados con hCG "in

vivo" es inferior al de su correpondiente grupo control.

Estudio ontogénico de la morfología de los túbulos

seminiferos luego gg la estimulación aguda con hCG

Los animales control (inyectados con vehiculo)

muestran una histologia normal de los túbulos seminiferos

con un desarrollo de la espermatogénesis propio de cada

edad. A los 7 dias se observan espermatogonias A en proceso

de multiplicación y diferenciación, ubicadas en la

periferia del túbulo, alternando con células de Sertoli

inmaduras. A los 11 dias ya aparecen todos los tipos de

espermatogonias (A, In y B) asi como espermatocitos

preleptoténicos. A los 20 dias se observan espermatocitos

primarios en estadios lepto, cigo y paquiténicos, ocupando

la región más adluminal del túbulo. Las primeras

espermátides fueron detectadas a los 26 dias de edad,
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momentoen el cual la mayoria de los túbulos se encontraban

finalizando 1a meiosis. A los 35 dias se observan numerosas

espermátides redondas y elongadas, las cuales se

transforman en tardías (estadios 15-16) a los 45 dias,

indicando que la espermatogénesis está próxima a

completarse.

El análisis histológico de los testículos

pertenecientes a los animales inyectados con hCGno reveló

alteraciones morfológicas a los 7 y 11 dias de edad.

Signos ocasionales de lesión como la presencia de células

gigantes multinucleadas, se registraron a los 20, 26 y 35

dias. Este incipiente daño tubular aumentó su intensidad a

la edad de 45 dias, donde se detectan pequeñas áreas de

degeneración, necrosis e hipocelularidad del epitelio

germinal (figs. 27 y 28), lesión de similares

caracteristicas a las descriptas en el animal adulto (ver

parte A) pero de menor intensidad.
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Figs. 27 y 28. Testiculos pertenecientes a animales de 45
dias, 48 horas luego de la inyección de 200
UI hCG.
En estas microfotografias la lesión de los
túbulos seminiferos se manifiesta con áreas
de necrosis celular, hipocelularidad de
ciertas partes del epitelio germinal y
formación de células gigantes
multinucleadas. PAS-HX 370
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DISCUSION



DISCUSION

Se halla ampliamente documentado en la literatura el

efecto "desensibilizante" que posee una alta dosis de hCG

sobre las células de Leydig del testículo adulto (Dufau y

cols., 1978). Sin embargo, es poca la información

concerniente a la respuesta de los túbulos seminiferos a la

administración aguda de dicha gonadotrofina.

Existen referencias que describen el efecto del
tratamiento crónico con hCGsobre el testículo de hombres

adultos (Maddock y Nelson, 1952). Estos pacientes

recibieron inyecciones intramusculares de 5000 UI de hCG, 3

veces a la semana durante 46 a 65 dias. A1 finalizar el

tratamiento las biopsias testiculares revelaron cambios

regresivos en los túbulos seminiferos, los cuales

consistian en disminución del diámetro tubular, aparición

de fibrosis peritubular, hialinización de la membrana

basal, necrosis de células germinales y cese de la

espermatogénesis. En ningún caso se detectaron alteraciones

en la apariencia o en el númerode las células de Sertoli.

Sin embargo, esta última afirmación no ha sido sustentada

por un análisis cuantitativo de las células de Sertoli y

por lo tanto no es posible asegurar que el número de éstas

no haya variado con el tratamiento hormonal. Coincidiendo

con estos hallazgos en el testículo humano, se observó que
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la administración crónica de hCG, durante 10 dias, a ratas

inmaduras genera una disminución en el número de células

germinales (Chemesy cols., 1976b). Ambosgrupos de trabajo

atribuyen el daño observado en los túbulos seminiferos a

una disminución en la secreción de FSHhipofisaria debido a

niveles endógenos aumentados de andrógenos y/o estrógenos.

Más recientemente, Cusan y cols., (1982), examinan el

efecto de la administración de una alta dosis de hCGsobre

el testículo de la rata adulta por periodos de tiempo que

se extienden de 1 a 12 semanas. Este estudio muestra que el

tratamiento crónico con hCGproduce cambios degenerativos a

nivel de los túbulos seminiferos con inhibición de la

espermatogénesis, degeneración de las eSpermátides tipo 6

7, pérdida de receptores testiculares de LHy alteración

parcial de la esteroidogénesis. Según estos autores, el

mecanismo responsable del daño tubular podria estar

relacionado con el aumento de algún esteroide testicular

durante 1a desensibilización inducida por hCG. En este

sentido, ha sido comunicado que 1a progesterona posee un

efecto deletéreo sobre los túbulos seminiferos de la rata

adulta cuando es administrada en forma crónica (Flickinger,

1977).

Nuestro trabajo constituye el primer intento por

estudiar las lesiones tubulares que aparecen luego del

tratamiento agudo con hCG, e indica que 1a inyección de una
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dosis única de 100, 200 y 400 UI de hCGgenera lesiones en

los túbulos seminiferos del testiculo de la rata adulta.

Este fenómeno, detectado en forma temprana (a las 6 horas)

luego de la administración hormonal adquiere su máXima

expresión de 2 ¿a 5 dias luego de la misma. La dosis de

gonadotrofina más baja utilizada en nuestro experimento

piloto (100 UI) produce un efecto deletéreo de menor

intensidad. La administración de hCG (Endocorion) y hCG

altamente purificada produjo alteraciones morfológicas

similares, lo cual confirma que el efecto lesional
observado en los túbulos seminiferos es debido a la acción

de la gonadotrofina coriónica y no a la presencia de

posibles contaminantes en la preparación hormonal no

purificada.

Los primeros cambios que detectamos son picnosis

nuclear, marginación de la cromatina de las espermátides

redondas y comienzo de formación de células gigantes. Luego

observamos necrosis focal y descamación del epitelio

germinal. Estas alteraciones tubulares son evidentes en

todos los grupos experimentales e involucran principalmente

a las células germinales. Los núcleos de las células de

Sertoli preservan una apariencia normal pese a que no se

pueden descartar alteraciones ultraestructurales no
detectables al microscopio óptico.
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Es importante destacar que el grado de lesión tubular

que hallamos en los distintos grupos experimentales varia

de acuerdo a cada individuo considerado, lo cual sugiere la

existencia de susceptibilidades individuales al tratamiento

hormonal. Este hallazgo concuerda con 1a heterogeneidad de

1a respuesta a la administración de hCGhallada por Cusan y

cols. (1982) a la semana del tratamiento. Sin embargo, a

pesar de estas variabilidades podemos considerar al

fenómeno lesional como especifico dado que en nuestros

experimentos aparece en todos los animales tratados con la

gonadotrofina y nunca fue observado en testículos control.

El carácter temporario de las lesiones tubulares

descriptas es atribuido por Cusan y cols. (1982) al aumento

gradual en plasma de anticuerpos anti hCG, los cuales

neutralizarian la acción de la gonadotrofina inyectada. Sin

embargo, contrariamente a los hallazgos de estos autores,

nuestro análisis microscópico testicular realizado 3 meses

luego de la inyección de hCG, reveló la existencia de

pequeños focos de túbulos en degeneración con pérdida casi

total de células germinales. Las áreas afectadas se hallan

reducidas en comparación a la extensión que presentan en la

fase aguda, dependiendo su tamaño probablemente de la

magnitud de 1a lesión inicial. Estos resultados demuestran

una persistencia en el tiempo de las lesiones producidas
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por el fenómenoagudo, las cuales no tienen carácter activo

sino representan un daño cicatrizal residual.

Un hecho interesante para destacar en nuestros

resultados experimentales es la distribución focal y

periférica de las áreas afectadas en la proximidad de la

túnica albuginea. Si esta distribución topográfica
preferencial tiene alguna relación con el sistema vascular

del testículo es un punto que requiere aún más

investigación.

Si bien hemos hallado un aumento significativo en la
incidencia de túbulos seminiferos lesionados en los

estadios XI al XIII del ciclo espermatogénico es dificil

explicar el significado biológico de este fenómeno. Quizás

pueda tratarse de una susceptibilidad especial de ciertos

estadios a diversas manipulaciones hormonales comoha sido

demostrado por Russell y Clermont (1977).

Se conocen bastante poco hasta el presente, los

factores que se hallan involucrados en la regulación del

flujo sanguíneo y la permeabilidad vascular testicular. La

inyección de gonadotrofina coriónica a ratas inmaduras,

genera entre las 6 y' 20 horas subsiguientes, un aumento

temporario del peso testicular debido a un incremento del

fluido en la gonada (Sharpe, 1977a). Luego de periodos de
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tiempo similares, posteriores a la administración de una

única dosis de hCG, se registró un aumento en la

permeabilidad capilar del testiculo de la rata adulta que
fue acompañado por acumulación del fluido intersticial

(Setchell y cols., 1982). Estos resultados sugieren que los
cambios en 1a dinámica de los fluidos testiculares tienen

efectos importantes en regular el acceso de hormonas

tróficas a las células de Leydig y la velocidad de

secreción de esteroides por el testículo. Estos cambios

podrian estar de algún modo involucrados en la

desensibilización de las mismas luego de la administración

de hCG, como fue sugerido por Setchell y cols., (1982). Más

recientemente se demostró que la inyección de una alta

dosis de la gonadotrofina genera en el testículo de la rata

normal e hipofisectomizada, una reduccón del flujo

sanguineo, un aumento de la concentración de prostaglandina

E2 y una degeneración de las células germinales de los

túbulos cercanos a la cápsula testicular (Van Vliet y

cols., 1986). Estos autores postulan que la producción de

prostaglandinas por las células de Leydig podria estar

involucrada en la regulación del flujo sanguíneo y la

disminución de éste a su vez estaria relacionada con la

degeneración tisular.

Todas estas observaciones fueron confirmadas

recientemente por Damber y cols., (1986) los cuales
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demuestran que el tratamiento de ratas adultas con LH/hCG

induce cambios importantes en la microcirculación

testicular. Este concepto se ha extendido a animales
inmaduros en los cuales se observan diferencias en cuanto a

ciertas caracteristicas de la circulación testicular

(Damber y cols., 1988). Sin embargo, un estudio realizado

por Maddocks y Sharpe, (1988) se contrapone a lo antedicho

y sugiere por el contrario, que son los túbulos seminiferos

los que regulan el volumen de fluido intersticial.

Asimismo, ha sido descripto que la activación de los

macrófagos potencia los cambios regresivos inducidos por

hCG (Kerr y Sharpe, 1988) y que la hormona sola o en

combinación con los macrófagos regularian el transporte de
nutrientes desde la vasculatura hacia los túbulos

seminiferos adyacentes.

Queda bastante claro, por los datos bibliográficos

enunciados, que la hCG regula de algún modo el flujo

sanguíneo testicular dando lugar a la posible aparición de

un efecto deletéreo sobre la morfología de la gonada. Por

otro lado, el hecho que en nuestros resultados observemos

una distribución preferencial del daño tubular, pone de

manifiesto la posibilidad que la hCG ejerza una acción

sobre los túbulos seminiferos mediada por algún metabolito
a través del sistema vascular testicular. Posibles

candidatos serian los andrógenos y/o los estrógenos que se
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hallan aumentados luego de la administración aguda de hCG,

como postularon Maddock y Nelson, (1952); Chemes y cols.,

(1976a) y Cusan y cols., (1982).

Consideramos en primer término si el aumento de los

niveles séricos de testosterona registrado a las 48 horas

de la inyección de hCG, podria estar involucrado en la

producción del daño tubular. No existen datos en la

literatura de acción negativa de altas dosis del andrógeno

sobre el testículo. Por el contrario, numerosos trabajos
citan un efecto estimulatorio directo de la testosterona

sobre la función de la célula de Sertoli (Kotite y cols.,

1978) y sobre la espermatogénesis (Chowdhuryy Steinberger,

1975; Chemes y cols., 1976b). Por lo tanto, podemos

descartar a la testosterona como factor responsable del
efecto deletéreo observado en los túbulos seminiferos.

Otros cambios en el entorno hormonal que acompañan a

este fenómenoson la disminución de los niveles circulantes
de FSHy el aumentodel estradiol sérico e intratesticular.

La administración simultánea de FSHpurificada a animales

inyectados con hCG repone los valores de FSH sérico a

niveles que superan el basal. En estos grupos

experimentales persisten cambios regresivos de iguales

caracteristicas a aquellos descriptos luego de la
administración aislada de hCG (que produce una disminución
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del 60% de los tenores de FSHendógenos). Esta observación

demuestra que la disminución de la FSH no se encuentra

involucrada en la producción del daño tubular, dado que su

reposición no modifica las lesiones inducidas por hCG.

Consideramos entonces si el aumento del estradiol

circulante podia jugar un papel en la etiología de este

fenómeno. Se sabe que la administración de hCG a ratas

macho adultas induce un aumento en la aromatización

testicular de la T a Ez. Valladares y Payne han descripto

que el tratamiento in vivo" de estos animales con

cantidades crecientes de LHo hCG, pero no de FSH, resulta

en un incremento dosis dependiente en la actividad de la

aromatasa testicular (1979a) y que la estimulación de este

complejo enzimático por la gonadotrofina ocurre también en

células de Leydig aisladas provenientes de animales adultos
(1979b). Estos autores extendieron esta observación a

ratas inmaduras de 25 dias de edad en las cuales obtienen

una estimulación aguda de la aromatización mediante hCG y

AMPc(Valladares y Payne, 1981).

En nuestro experimento el benzoato de estradiol (BEz)

fue administrado por via intratesticular en una dosis

similar o superior a la concentración de estradiol

testicular en los animales inyectados con hCG (Cigorraga y

cols.; 1980, Nozu y cols.; 1982). El contenido
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intratesticular de E2 alcanzado luego de una estimulación

con una dosis elevada de hCGes de 0.1 ng/testiculo. Siendo

nuestras dosis de trabajo 20 y 40 veces superiores

respectivamente al contenido endógeno del esteroide

alcanzado luego de una máxima estimulación con hCG,

consideramos que son las adecuadas como para reproducir

dicha situación. Por otro lado, hay que tener en cuenta que

el E2 en forma de benzoato tiene liberación lenta, por lo

que la dosis administrada no se encuentra disponible en su

totalidad en forma inmediata.

Pensamosque la inyección local de este esteroide debe

crear dentro de la gonada un gradiente de concentraciones

tal que en un punto determinado puede mimetizar el aumento

de E2 que se registra luego del tratamiento con hCG. Las

lesiones tubulares que observamos en estos grupos

experimentales tienen las mismas caracteristicas

morfológicas que aquellas descriptas post-hCG. Estos

resultados podrian por lo tanto indicar que el aumento en
los tenores intratesticulares de E2 se halla involucrado en

este proceso degenerativo. Sin embargo, el hecho que

encontremos túbulos seminiferos normales en animales

sometidos al tratamiento con BEz plantea un interrogante

sobre el papel de este esteroide como mediador del daño

tubular. Podria ser que la susceptibilidad individual de

los diversos animales fuera responsable de la no
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homogeneidad de este fenómeno, de la misma manera que se

observa luego de la inyección de hCG.

Investigaciones recientes han revelado que la LH-RHy

sus agonistas generan una alteración en la función gonadal

de los animales hipofisectomizados, de similar

caracteristica a la observada luego de la administración de

altas dosis de LH o hCG (Sharpe, 1980). Por otro lado, la

demostración de sitios de unión especificos y de alta

afinidad para la LH-RHy sus agonistas en células luteales

del ovario y' células de Leydig del testículo (Clayton y

cols., 1980; Labrie y cols., 1980; Sharpe y Fraser, 1980)

hablaria de una regulación local de las gonadas por

factores LH-RHsimil. Otro hallazgo interesante es la gran
similitud entre los efectos inhibitorios de la hormona

liberadora y los de la hCG sobre las gonadas (Sharpe,

1980). Una explicación posible de este último hecho fue

detallada por Sharpe y Fraser en 1980. Estos autores

demuestran que el tratamiento con hCG estimula la

producción testicular de un factor LH-RH simil

biológicamente activo y que, por lo tanto, las conocidas

acciones inhibitorias de la gonadotrofina sobre las células

de Leydig podrian estar mediadas por la producción local de

este factor. El mismo se originaria probablemente en la

célula de Sertoli y constituiría un mensajero entre el

túbulo seminifero y el intersticio (Sharpe y cols., 1981).
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Un daño similar al que describimos luego de la

administración aguda de hCGfue hallado en el testículo de

la rata adulta tratada crónicamente con un potente agonista

LH-RH.Este consiste en cambios degenerativos de los

túbulos seminíferos e inhibición de la espermatogénesis

(Pelletier y cols.: 1978). Teniendo en cuenta esto último,

no se puede descartar que un factor LH-RH simil pueda

mediar 1a acción de la hCGproduciendo un efecto deletéreo

sobre los túbulos seminíferos.

Queda aún por considerar la posibilidad que la hCG

pudiera inducir fenómenos involutivos tubulares por una

acción directa. Ello implicaría la existencia de sitios

receptores de membranaespecíficos para dicha gonadotrofina

en el epitelio seminífero. Esta posibilidad se encuentra

basada en la conocida participación de la hCG en el

mecanismo de espermiación de los anfibios (Burgos y

Vitale-Calpe., 1967, 1969; Burgos y cols., 1968). Estos

autores describen, a nivel ultraestructural, el proceso de

liberación de los espermatozoides en el testículo del sapo

luego de la inyección de LH. El blanco de la acción

hormonal es 1a célula de Sertoli en cuyo citoplasma se

producen varios cambios como respuesta inmediata a 1a

gonadotrofina administrada. Estos son: distensión de las

vesículas del retículo endoplásmico liso y edema del

citoplasma apical, desprendimiento apical de las
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espermátides con la consiguiente liberación de

espermatozoides al lumen. En este proceso intervendrian

también un aumento de agua y sodio LHdependientes.

Pese a que estas observaciones fueron extendidas a los

mamíferos (Vitale-Calpe y cols., 1970 a y b; Burgos y

Cavicchia, 1981), esta interpretación del mecanismo de

espermiación no fue ampliamente aceptada (Fawcett, 1975).

En efecto, no se conoce cual es el mecanismo de acción de

la LHy muchos autores niegan que dicha hormona actúa sobre

los túbulos seminiferos, dado que hasta el momento, no se

han detectado receptores de LHen los mismos.

La microdisección de segmentos tubulares por la

técnica de transíluminación constituye tu) arma sumamente

útil para el estudio de la fisiología de los túbulos

seminiferos dado que permite la separación del tejido

intersticial con óptima precisión y una contaminación

prácticamente nula con otros estadios de la

espermatogénesis (ver detalles en la sección Materiales y

Métodos y Resultados). Por otro lado, el hecho de poder

agrupar los túbulos seminiferos de acuerdo a los distintos

estadios del ciclo espermatogénicoposibilita un análisis
de las variaciones ciclicas de determinados parámetros

tubulares. Aprovechando las ventajas de esta metodologia,

investigamos la presencia de receptores de LHen fragmentos
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tubulares pertenecientes a estadios pre y post

espermiación, obteniendo resultados negativos en cuanto a
la existencia de los mismos. Estos resultados demuestan en

forma concluyente la ausencia de sitios de unión de la LHa

los túbulos seminiferos, aclarando definitivamente este

tema, dado que hasta el presente la literatura no habia

aportado resultados definidos al respecto.

Clásicamente, se considera que las hormonas proteicas

ejercen su acción biológica mediante su interacción con

sitios receptores especificos localizados en la membrana

plasmática de las células blanco. Por lo tanto, la ausencia

de receptores de LHen los túbulos seminiferos descarta la

posible acción directa de la hCGe indica la existencia de

otros procesos desencadenados por la inyección aguda de

esta hormona, que serian responsables del efecto lesional
observado en los túbulos seminiferos.

Nuestros resultados demuestran que a las 48 horas de

la administración aguda de hCG se observan en los

testículos de la mayoria de los animales tratados, lesiones

degenerativas de los túbulos seminiferos cuya intensidad

varia de acuerdo a la susceptibilidad de cada individuo y

las cuales coinciden temporalmentecon la desensibilización

testicular descripta en la rata adulta agudamente

estimulada con gonadotrofina coriónica. De acuerdo a lo
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discutido hasta el momento, serian varios los posibles

mecanismos fisiopatológicos involucrados en 'la producción

de este fenómeno. Hemosdemostrado la ausencia de sitios de

unión de la LHa la fracción tubular testicular y con ello

la imposibilidad de una acción directa de esta hormona

sobre los túbulos seminiferos.

Demostramosque 1a disminución de los niveles séricos

de FSH no es responsable del mencionado daño ya que la

reposición de los mismosno revierte la lesión tubular. Por

el contrario demostramos que el aumento de E2, que se

registra luego de la inyección de hCG, puede estar

implicado en la producción de este fenómeno ya sea por una

acción directa sobre los túbulos seminiferos o por

mecanismos indirectos desencadenados por este esteroide.

Asimismo hemos planteado la posibilidad de que otros

factores tales como la LH-RH o LH-RH simil, aumentados

luego de la inyección de hCG, puedan generar sobre los

túbulos seminiferos un efecto deletéreo del tipo aqui

descripto.

Pese a que las dosis de gonadotrofina utilizadas en

nuestros esquemas experimentales son muy superiores a los

niveles fisiológicos de LH, la respuesta patológica

obtenida constituye un arma sumamenteútil para el estudio

de la fisiopatologia del tubo seminifero ya que permite
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identificar varios de los mecanismosbásicos que se hallan
implicados en el funcionamiento normal del túbulo

seminífero.

La evaluación de la respuesta del tejido intersticial
al tratamiento hormonal demostró una hiperplasia de las

células de Leydig, principalmente notable en el grupo

tratado con 400 UI de hCG. Este hecho coincide con

resultados previos descriptos en la literatura. Es conocido

desde hace tiempo, que durante la estimulación crónica con

altas dosis de hCG, los agregados de células de Leydig del

testículo adulto aumentan notablemente su volumen (Greep y

cols., 1936; Greep, 1937). Este incremento resulta tanto

del aumento en el número de células de Leydig como en el

tamaño de cada una de ellas. Similares resultados fueron

hallados en el testículo humanocrónicamente estimulado con

hCG (Maddock y Nelson, 1952). En la rata inmadura, se

observa una respuesta parecida atribuida a la combinación

de un incremento en las mitosis de las células de Leydig y

en la diferenciación de los fibroblastos precursores

(Chemes y cols., 1976a). Asimismo, Christensen y Peacock,

(1980), describieron un aumento del 3596 en el número de

células de Leydig por cm3del testículo de la rata adulta a

la semana del tratamiento diario con 100 UI de hCG.



La hiperplasia e hipertrofia de células de Leydig

obtenidas por nosotros que concuerda con las descripciones

previas de la literatura llama la atención sobre un hecho

que si bien es conocido en su existencia, no es 'bien

comprendido en sus caracteristicas y mecanismos de

producción. Se trata de la acción trófica de la LH-hCG
sobre el intersticio testicular. Esta acción trófica de

aparición y desarrollo tardío sucede temporalmente a la

acción aguda o esteroidogénica de manifestación sumamente

rápida luego de la administración de la hormona. Es

interesante notar que en la literatura reciente si bien la

acción esteroidogénica (aguda) de la LH-hCGha sido muy

estudiada, poco se ha publicado sobre la acción trófica

(crónica) especialmente en lo referido a su mecanismo

celular y subcelular y modalidades de aparición en el

testículo inmaduro o adulto. En efecto, las descripciones

disponibles (ver referencias anteriormente citadas) se
limitan a consignar la estimulación de las mitosis de

células de Leydig o la diferenciación a partir de elementos

precursores como mecanismos reponsables del aumento del

número de células de Leydig. sin embargo, es poco conocido

qué relación tienen estos mecanismos con la dinámica de los

receptores de membrana a LH-hCG, la inducción de enzimas

involucradas en 1a biosintesis de testosterona o 1a

capacidad esteroidogénica del testículo incluyendo las

lesiones enzimáticas descriptas luego de la inyección aguda
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de LH-hCG. Estas preguntas y otras relacionadas con la

ontogenia de las lesiones tubulares descriptas previamente

en animales adultos inyectados con hCGmotivaron nuestro

interés en el estudio de las variaciones de la respuesta a

la estimulación con la gonadotrofina a lo largo de la

maduraciónpuberal del testículo.

La regulación de la función endocrina del testículo

por mecanismos hormonales depende de la acción conjunta de

las gonadotrofinas (LH, FSH y prolactina) y de los

esteroides (estrógenos y andrógenos) sobre las células de

Leydig. Asi comobajas concentraciones de LHson necesarias

para mantener la función trófica de dichas células

intersticiales, la elevación aguda de los niveles

plasmáticos de la misma, ya sea por administración exógena

de LH-RHo de la gonadotrofina, tiene un efecto negativo

sobre los receptores de LH y la subsiguiente respuesta
esteroidogénica (Dufauy cols., 1978).

En efecto, 1a inyección de altas dosis de hCGa ratas

adultas induce en las células blanco de la hormona una

serie de cambios que resultan en el proceso llamado de

"desensibilización". El primer cambioque se registra es la

rápida pérdida de la capacidad de respuesta de la adenilato

ciclasa a la hormona con la consiguiente disminución de 1a

producción de AMPc. Esta desensibilización inicial de la
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adenilatociclasa es la consecuencia inmediata de la

ocupación de receptores y ocurre más tempranamente que la

caida de los receptores de membrana. Las consecuencias más

tardías incluyen la pérdida de receptores y cambios más

distales como alteraciones en vías metabólicas que

modifican la capacidad de las células de responder a

futuros estímulos hormonales. Este fenómeno de

desensibilización fue objeto de numerosos estudios en los

últimos años y se halla ampliamente detallado en 1a
literatura.

La estimulación de las células de Leydig del testículo

adulto con LH/hCG exógena es seguida por una pérdida de

receptores de LHdosis dependiente y una disminución en la

repuesta de AMP;y de testosterona de las células de Leydig

aisladas cuando son incubadas con gonadotrofina "in vitro"

(Hsueh y cols., 1976, 1977: Tsuruhara y cols., 1977; Haour

y cols., 1977). Este último efecto es atribuido a un

bloqueo parcial en la actividad de las enzimas 17-20

desmolasa y 17a-hidroxilasa testicular (Cígorraga y cols.,

1978) y es particularmente más acentuado cuando la dosis de

hCG es administrada por vía endovenosa y no subcutánea

(Dufau y cols., 1978, 1979; Catt y cols., 1979, 1980). Dado

que se registra un aumento rápido del 17 Bestradiol

intratesticular luego de la inyección endovenosa de hCGo

de LH-RH, se postuló que el E2 jugaría un papel en la
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producción del, bloqueo enzimático. El efecto inhibitorio

del E2 endógeno sobre la esteroidogénesis testicular fue

confirmado por la capacidad del tamoxifeno, conocido

antagonista estrogénico de prevenir la disminución de la

respuesta de la testosterona que se observa luego de la

administración de la gonadotrofina (Cigorraga y cols.,

1980; Nozu y cols., 1981, 1982).

Varios estudios han sido realizados en el animal

neonatal y en maduración con el objeto de esclarecer las
modificaciones evolutivas en la función de las células de

Leydig observadas a través del desarrollo puberal de la

rata (Huhtaniemi y cols., 1981, 1982, 1983; Warren y cols.,

1982, 1984). En este periodo se detectan importantes

cambios funcionales de las células de Leydig que ocurren

paralelamente al desarrollo y diferenciación histológicos

del tejido intersticial (Roosen-Runge y Anderson, 1959;

Lording y de Kretser, 1972; Huhtaniemi y cols., 1982).

La edad de 15 a 20 dias constituye un periodo de

transición dado que la función testicular antes de esa edad

es claramente diferente que luego de la misma. Los trabajos

de Huhtaniemi y cols., (1981, 1982, 1983) muestran

diferencias funcionales entre el testículo neonatal y el

adulto. Es asi como la pérdida de receptores de LH luego

del tratamiento con una alta dosis de hCGse recupera muy
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rápidamente y la lesión esteroidogénica que se registra en
las células de Leydig adultas estimuladas con hCG "in

vitro" no se observa en el testículo del animal neonatal.

Sin embargo existe en la literatura cierta

controversia con respecto a este último punto. Datos

publicados por Moger (1980) indican 1a presencia de una

refractariedad testicular en animales inmaduros de 18 días

de edad y más recientemente, Cheng (1986) cita la

existencia de una desensibilización muy breve de las

enzimas testiculares sintetizadoras de andrógenos en el

animal neonatal. Resultados de Sharpe (1976) demuestran que

la unión de la hCGa sitios receptores específicos en el
testículo de la rata inmadura resulta en cambios en la

disponibilidad de los mismos, los cuales a su vez limitan

el potencial esteroidogénico del testículo. Un año más

tarde este mismo autor describe que la reducción de la

capacidad esteroidogénica que surge luego de la exposición

a la hCGno es atribuible a la depleción de receptores

sino a 1a capacidad del testículo de regular localmente su

capacidad de respuesta ante futuras estimulaciones

hormonales (Sharpe, 1977b).

Dado que la población de células de Leydig fetales

predomina en el testículo durante las dos primeras semanas
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de vida y de alli en más aumenta gradualmente la población

adulta (Lording y de Kretser, 1972) las observaciones

mencionadas anteriormente han sido interpretadas como

reflejo de las caracteristicas funcionales especificas de
las dos poblaciones celulares.

Ha sido demostrado que altos tenores de andrógenos son

necesarios en el animal fetal y neonatal para la

estabilización del conducto de Wolff y la masculinización

de los genitales externos y de ciertas áreas del sistema

nervioso central (Jost, 1953; Donovan, 1980). La ausencia o

transitoriedad de los mecanismos inhibitorios de la

producción de andrógenos (desensibilización esteroidogénica

y depleción de receptores de LH y prolactina) en 1a rata

macho inmadura proporcionan a la misma los niveles

androgénicos adecuados para llevar a cabo el proceso

mencionado anteriormente. Esta explicación daria sentido

fisiológico a 1a falta de funcionalidad de los mecanismos

de regulación negativa hasta después de la maduración

sexual puberal.

De acuerdo a los resultados enunciados, no existe

hasta el momento una información definitoria sobre los

mecanismos de control responsables de los cambios

evolutivos en la respuesta testicular a la hCGobservados

durante el desarrollo puberal de la rata.
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Ha sido ampliamente demostrado que la secreción de

testosterona obtenida luego de 1a inyección de una dosis

elevada de hCG sigue un patrón bifásico. Este modelo es

válido tanto en el animal adulto (Haarr y Saez, 1977:
Hodgson y de Kretser, 1982, 1984; Calvo y cols., 1984) como

en el neonatal (Huhtaniemi y cols., 1981) y consiste en un

primer pico de T sérica que se registra en las primeras

horas y un segundo que ocurre entre las 48 y 72 horas

posteriores a la administración de la gonadotrofina. En el

adulto, la disminución de los niveles circulantes del

andrógeno que se observa entre ambos picos estaria

relacionada con el bloqueo de la esteroidogénesis inducida

por la hCG. Esta explicación seria válida también en el

caso del testículo neonatal en el que algunos autores han

demostrado una refractariedad a la reestimulación con hCG.

Sin embargo, Huhtaniemi (1981) sugiere que la disminucuón

de los niveles séricos de T a las 24 horas podria

atribuirse, más que a bloqueos enzimáticos, a la ausencia

total de receptores estimulables por la gonadotrofina. Una

vez recuperados los mismos, la hormona residual que

permanece en la circulación podria inducir el pico
secundario de testosterona. Nuestros resultados indican

que, a todas las edades estudiadas la inyección de una alta

dosis de hCGgenera a las 48 horas un aumento significativo

de los tenores de testosterona sérica el cual posiblemente

represente el componente tardío de la mencionada secreción
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bifásica. Pese a que hemos observado que el nivel basal del

andrógeno es superior en los animales más maduros, la

magnitud del incremento en respuesta a la hCGes similar a

todas las edades.

En cuanto al fenómenode desensibilización testicular,

nuestros experimentos muestran que la depleción de

receptores de LHy la esteroidogénesis no siguen un patrón

uniforme a lo largo de la maduración de 1a gonada. Animales

de 7 a 35 días de edad, pretratados con hCG "in vivo"

tienen la capacidad de responder a una re-estimulación

gonadotrófica "in vitro" con 1u1 aumento de la secreción

androgénica igual o superior a la producción máximaque se

observa durante la incubación con LH en los testículos de

animales controles. Esto indicaría que las lesiones de las

vías biosintéticas de andrógenos que fueron descriptas en

la rata neonatal e inmadura (Cheng, 1986) se hallan

recuperadas a las 48 horas de la estimulación aguda con

hCG. Por el contrario, los testículos de los animales de 45

días no responden a la segunda estimulación gonadotrófica

dado que la producción androgénica no alcanza en dichas

condiciones los niveles obtenidos luego de la estimulación
máximade los testículos controles.

Estos resultados confirman datos hallados previamente

en la rata inmadura (Huhtaniemi y cols., 1981, 1982, 1983)
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aunque hacen extensivo a ratas de 35 dias el hecho de que

posean capacidad de respuesta a una re-estimulación

gonadotrófica. La refractariedad observada ¿a los 45 dias

coincide con lo descripto en el animal adulto.

El nivel de receptores de LHcalculado a las 48 horas

de la inyección de hCGmuestra variaciones con la edad. En

los animales de 35 y 45 dias no se detecta unión de hCG a

las membranas celulares lo cual indicaria una depleción

total de los sitios receptores. Esta situación cambia en

las edades más tempranas. A los 7 dias hay un 47% de

receptores remanentes con respecto a su correspondiente

control. A medida que avanza la edad se registra una

disminución progresiva del porcentaje, lo cual indica que

en las ratas inmaduras 1a recuperación de los receptores

testiculares de LH luego de la inyección de hCG es mucho

más rápida. Esta interpretación se halla sustentada por

datos publicados por Huhtaniemi (1981) y Sharpe (1976) en

ratas neonatales y puberales. Estos resultados muestran que

una alta dosis de hCG causa una depleción rápida de

receptores de LH con un tiempo de recuperación de 48 a 90

horas mientras que en el adulto es necesario un periodo de

10 a 14 dias para que los receptores de LH vuelvan a

niveles control.
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Nuestros resultados revelan que tanto la pérdida de

receptores comola lesión esteroidogénica, evaluados en el

testículo "in toto", son de naturaleza más transitoria en

el animal inmaduro y que la transición entre ambos

comportamientos ocurre durante el desarrollo puberal del

testículo. Surge entonces el siguiente interrogante: ¿por

qué el intersticio de 1a rata inmadura tiene la capacidad

de recuperarse del estado de desensibilización más

rápidamente?

Con el objeto de responder a esta pregunta se realizó

un estudio ontogénico de la composición celular del
intersticio.

En muchas especies de mamíferos, incluyendo la rata,

las células de Leydig (CL) provienen de un proceso de

diferenciación de células precursoras mesenquimáticas

(Hooker, 1944; Roosen-Runge y Anderson, 1959; Fawcett y

Burgos, 1960; Mancini y cols., 1963; Lording y de Kretser,

1972). Pese a que ha sido demostrado que en animales

inyectados con hCG, las CL pueden dividirse dando origen a

otras CL (Chemes y' cols., 1976a: Christensen y' Peacock,

1980) bajo condiciones normales éstas se originan

principalmente por diferenciación de células precursoras.
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En el testículo de 1a rata inmadura pueden

identificarse dos tipos celulares predominantes:

precursores mesenquimáticos y células de Leydig

diferenciadas. La primer categoria celular abarca a todas

las células elongadas de los espacios intertubulares, esto

es a los precursores de las CLy a aquellas células que se

encuentran en proceso de transformación hacia CL

diferenciadas. Estos tipos celulares carecen de los

criterios morfológicos aceptados para ser considerados como

CL diferenciadas. Sin embargo, datos publicados

recientemente en humanos (Chemes y cols., 1985) demuestran

que los fibroblastos peritubulares son esteroidogénicamente

activos. Este hallazgo se halla sustentado por resultados

previos los cuales indican que células mesenquimáticas

peritubulares de rata en cultivo, tienen la capacidad de

sintetizar testosterona. a partir de un sustrato como la

dehidroepiandrosterona (DHEA)(Dufau y cols., 1971).

Nuestros resultados muestran que durante la maduración

testicular de la rata las proporciones relativas de

precursores mesenquimáticos y CL se modifican. Los PM

alcanzan valores máximos a los 7 dias de vida y luego

disminuyen progresivamente hasta un minimoregistrado a los

45 dias de edad. Por el contrario, las CL presentan un

desarrollo inverso, esto es un aumento desde el nacimiento

hasta la edad adulta. Estos datos sobre número relativo de
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células precursoras y diferenciadas son muybien expresados

por el indice CL/PMresultante de dividir el número de CL

por el de sus precursores (figuras 25 A y B). Los valores

del cociente asi obtenido indican que mientras que a lOs 7

dias hay aproximadamente una célula de Leydig por cada

precursor mesenquimático, a los 45 dias la relación es de 6

a 1. Esto indica que en animales más jóvenes las células

precursoras son relativamente más abundantes.

Es probable que, en las ratas inmaduras, la

disminución de receptores de LH de las CL sea

contrarrestada por un incremento simultáneo de los mismos

en las células precursoras en diferenciación. Comohemos

señalado que en las edades más tempranas estas células son

preponderantes frente a las CL, el desarrollo de una nueva

generación de células esteroidogénicas resultante de la

estimulación hormonal, hace que en el testículo total el

fenómeno de depleción de receptores se recupere mucho más

rápidamente en animales inmaduros. Por el contrario, este

proceso transcurre a una velocidad menor en el animal

adulto dado que en él 1a población de precursores es

relativamente menos abundante. Muchos de los trabajos

clásicos sobre el tema de 1a desensibilización testicular a
la LH han sido realizados estimando las variaciones en el

número de sitios receptores y enzimas esteroidogénicas en

testículo total. En otros se han utilizado poblaciones de
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células de Leydig, asi definidas por sus caracteristicas

bioquímicas. Esto ha llevado en general a atribuir las
variaciones observadas durante la desensibilización a una

única población de células de Leydig diferenciadas. Los

resultados que presentamos en esta tesis demuestran que hay

varias poblaciones celulares, bien diferentes

citológicamente, que responden al estimulo de la LH/hCGen

forma distinta. Esto hace que cuando se examina el fenómeno

de la desensibilización en testículos totales, estas

diferentes respuestas se superponen dando un resultado que

depende del balance entre todas ellas. Esto explica
satisfactoriamente los diferentes resultados en animales

inmaduros y adultos aclarando que los mismos no se deben a

un cambio en los mecanismos celulares básicos implicados en

la desensibilización, sino más bien al predominio, según la

edad, de una u otra respuesta de acuerdo al tipo celular

intersticial predominante.

La cuantificación de células intersticiales de los

grupos de ratas tratados con hCGconfirman esta hipótesis.

48 horas luego de la exposición a la gonadotrofina se

produce un cambio en 1a composición celular del intersticio

testicular a favor de las CL diferenciadas. Esto implica

que durante ese lapso de tiempo se produjo una

transformación de precursores a células de Leydig como lo

muestran los aumentos significativos del cociente CL/PMa



los 7, 20, 26 y 35 dias de edad. Este proceso se halla

además reforzado por el aumento de mitosis intersticiales

en los animales más jóvenes, que dan como resultado un

aumento en el número de CL. Por lo tanto, a las 48 horas de

1a inyección de hCGel tejido intersticial de las ratas

inmaduras estaria compuesto por una mezcla de las CL

pre-existentes que sufrieron el agudo impacto hormonal y

por una nueva generación de células esteroidogénicas. El

primer grupo celular responde a 1a gonadotrofina con una

depleción de sus receptores de LH y una lesión de 1a

esteroidogénesis. El segundo tipo celular es el resultado

de la acción trófica de la hormona inyectada y expresa una

nueva generación de receptores de LH y de enzimas

esteroidogénicas. Por ende el resultado final observado en

nuestros experimentos proviene de una balance entre ambas

poblaciones celulares. Esta interpretación coincide con

datos de la literatura que muestran que 1a administración

de hCG a ratas inmaduras genera un aumento rápido de 2 a 4

veces de las CL y los PM (Chemes y cols., 1976a; Huhtaniemi

y cols., 1981) en contraste a la necesidad de un periodo de

tiempo más prolongado en el animal adulto (Christensen y

Peacock, 1980). De este modo podria explicarse que la

lesión esteroidogénica se halla parcialmente neutralizada

por el desarrollo de una nueva maquinaria enzimática en los

fibroblastos en diferenciación. Esta seria probablementela
razón del aumento sostenido de T sérica hallado en la rata
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inmadura sometida a repetidas exposiciones con hCG (Chemes

y cols., 1976a).

Durante el desarrollo del testículo de la rata; se

demostró la presencia de 2 fases de crecimiento de las

células intersticiales: la generación fetal y la adulta
(Roosen-Runge y Anderson, 1959; Lording y de Kretser,

1972). Las células fetales se diferencian entre los 15 y

16 dias de vida intrauterina, alcanzando una concentración

máxima en el dia 19. Luego del nacimiento disminuyen

gradualmente hasta desaparecer de la gonada durante la

tercera semana de vida post-natal. La población adulta
comienza a diferenciarse en ese momento alcanzando su

máximaexpresión alrededor de la pubertad y persiste a lo

largo de la vida adulta.

Existe en la literatura cierta controversia si se

trata de dos poblaciones celulares diferentes. Se piensa

que las CL fetales degeneran o se atrofian alrededor del

nacimiento y aparecen luego la CL adultas (Lording y de

Kretser, 1972). Otros estudios más recientes describen la

presencia de células fetales hasta el dia 20 de vida y su

desaparición en el testículo adulto (Mendis-Handagamay

cols., 1987). Por el contrario, (Kerr y cols., 1988)

postulan que dichas células no desaparecen durante la vida

postnatal, sino que persisten durante el periodo de
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diferenciación y proliferación de las células adultas,
siendo una población celular diferente. Huhtaniemi y

cols., 1982 propusieron que las diferencias funcionales

observadas en el testículo neonatal y adulto en respuesta a

1a hCG, se deben a la existencia de estas dos generaciones

de CL a lo largo de la maduración de la gonada. Ello

implicaría que las CL adultas y fetales poseen mecanismos

subcelulares distintos que les permiten reaccionar con un

estado de desensibilización o no, como respuesta a la

inyección aguda de hCÓ. Sin embargo, resulta dificil

aceptar la existencia de este tipo de mecanismos que

implicarian un turn-over diferente de los receptores y de

las enzimas esteroidogénicas en las células fetales en

relación a lo que ocurre en las adultas.

En nuestros experimentos no hemos cuantificado

diferencialmente las dos poblaciones de CL, pero los datos

obtenidos arrojan diferencias importantes en la composición

relativa de las diversas poblaciones celulares del
intersticio testicular. De acuerdo a nuestros resultados

creemos que una CL diferenciada (ya sea fetal o adulta)

responde a la hCG con una desensibilización. Por el

contrario, en la población de fibroblastos precursores
predominan los efectos tróficos de la gonadotrofina, los

cuales involucran la neosintesis de receptores de LHy de

enzimas esteroidogénicas. Luego de la desensibilización
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inicial, las CL diferenciadas también evidencian los

efectos tróficos de la hCGcomo fue demostrado por Hodgson

y de Kretser, 1984, quienes han propuesto la hipertrofia

celular como mecanismo responsable de la carencia de un

periodo refractario luego de una segunda inyección de la

misma hormona.

Pese a que no podemos descartar completamente la

interpretación de Huhtaniemi, nosotros creemos que la mejor

respuesta a la hCGobtenida en la rata inmadura es debida a

la población de precursores de las células de Leydig que

son esteroidogénicamente competentes y con alta capacidad

de respuesta a la hCG.

Este estudio también demuesta que la hCG, administrada

a ratas inmaduras no genera en los túbulos seminiferos

lesiones de caracteristicas similares a las descriptas en
el animal adulto en el cual concentraciones elevadas de Ez

intratesticular podrian ser las responsables del mencionado

daño. Pese a que la aromatasa se halla presente en el

testículo de la rata inmadura, su localización es

principalmente en Zlas células de Sertoli, las cuales no

responden a la LH/hCG(Dorrington y cols., 1978). Por el

contrario, durante la pubertad comienza a aumentar la

actividad de dicho complejo enzimático en las células de

Leydig y se torna estimulable por la LH/hCG(Valladares y
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Payne, 1979 a y b; 1981). Por lo tanto, en los animales

inmaduros la falta de efecto deletéreo de la gonadotrofina

sobre los túbulos seminiferos podria deberse a una

capacidad limitada de esta hormona de producir suficiente

cantidad de E2 intratesticular. Esto último podria también

explicar 1a carencia de una desensibilización

esteroidogénica, proceso que, en el animal adulto posee un

importante componente estrógeno-dependiente.

Adicionalmente, es posible que el testículo neonatal no

responda a los efectos inhibitorios del estrógeno debido a

la ausencia, en esa edad, de receptores estrogénicos

detectables (de Boer y cols., 1976; Abney y Melner, 1979;

Huhtaniemi y cols., 1982) y a niveles elevados de

a-fetoproteina que une ávidamente a este esteroide

disminuyendo posiblemente su biodisponibilidad (Raynaud y

cols., 1971; Nunezy cols., 1972; Uriel y cols., 1972).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados presentados en este

trabajo es posible extraer las conclusiones que se enumeran
a continuación:

La inyección de una única y elevada dosis de hCG

genera en el testículo de la rata adulta severas lesiones

de los túbulos seminiferos cuyas caracteristicas son las
siguientes:

1) - aparición precoz y evolución rápida

intensidad variable de acuerdo a la susceptibilidad de
cada individuo

distribución focal y localización preferentemente

subalbuginea

asociación de la lesión con los estadios post

espermiación (XI a XIII) del ciclo espermatogénico

2) A los 3 meses del tratamiento con hCG se observan

secuelas de la lesión inicial bajo la forma de una

cicatriz residual, lo cual indica la incompleta

reversibilidad de este fenómenoen el tiempo.
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El daño hallado en los túbulos seminiferos luego de la

administración de hCGcoexiste temporalmente con niveles

séricos aumentados de E2 y deprimidos de FSH.

La depresión de los tenores de FSH sérico no está

involucrada en 1a producción del daño dado que la

reposición de los niveles de FSHcirculante a valores

que superan a1 control, no revirtió la lesión tubular

hallada luego de la inyección de hCG.

Por el contrario, el aumento de E2 intratesticular

estaria implicado en la producción de la lesión dado que

mimetizando el aumento de E2 testicular hallado luego

del tratamiento con hCG, mediante la inyección

intratesticular de BEz, logramos reproducir un efecto

deletéreo de similares caracteristicas a las que se

observan luego del tratamiento con hCG.

Descartamos la posibilidad de que la hCG ejerza una

acción directa sobre los túbulos seminiferos dado que

demostramos la ausencia de receptores de LH en

fracciones purificadas de túbulos seminiferos

pertenecientes a distintos estadios del ciclo
espermatogénico.
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El análisis sistemático de parámetros morfológicos y

funcionales de los túbulos seminíferos y el intersticio

durante la maduración testicular de la rata indica que en

respuesta a la inyección aguda de hCG, existe. un

comportamientodiferente del testículo en maduración al del
adulto.

1) Asi comoclásicamente se describe en el testículo total

la pérdida de receptores de membrana para la LH como

consecuencia de una estimulación gonadotrófica, nuestros

datos demuestran que el porcentaje de receptores de LH

remanentes a las 48 horas de 1a administración de hCG,

disminuye progresivamente con la edad alcanzando valores

no detectables en los animales de 35 y 45 días. Esto

significa que a medida que avanza la edad, la

recuperación de los receptores de LHes más lenta.

2) En animales inmaduros (de 7 a 35 días) no se observa la

desensibilización testicular, evaluada por la producción

androgénica "in vitro" a las 48 horas de la inyección de

hCG. Por el contrario, este fenómeno es detectado en los

animales de 45 días de edad y se traduce en una

producción androgénica disminuida cuando los testículos

pre-tratados con hCG "in vivo" son sometidos a una

estimulación máximacon LHh"in vitro".
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Estos resultados nos permiten concluir que la respuesta

esteroidogénica a la hCGno sigue un patrón uniforme a

lo largo de la maduración de la gonada. Tanto la pérdida

de receptores como la lesión esteroidogénica son. de

naturaleza más transitoria en el animal inmaduro y la

transición entre amboscomportamientos ocurre durante el

desarrollo puberal del testículo.

Estas variaciones funcionales observadas a lo largo de
la maduración de la rata están correlacionadas con una

modificación de la composicióncelular intersticial la

cual podria explicar las diferencias de respuesta
obtenidas.

Las proporciones relativas de PMy CL halladas en cada

una de las edades estudiadas indican que en los animales

más jóvenes las células precursoras son relativamente

más abundantes y que, por el contrario, las células de

Leydig constituyen la población celular preponderante
del intersticio de los animales de 45 dias de edad. En

los animales tratados con hCG, la gonadotrofina produce

un cambio en la composición celular del intesticio
testicular a favor de las CLdiferenciadas. Esto es el

resultado de una transformación de células precursoras a

CL y de un aumento de las mitosis intersticiales en los

animales más jóvenes. En efecto, en las ratas

inmaduras, el predominio de células precursoras en



4
V

proceso de diferenciación proporciona una nueva

generación de células esteroidogénicas, resultante de la

estimulación hormonal, las cuales expresan un incremento

progresivo de receptores de IJI y sintesis de enzimas

esteroidogénicas. En consecuencia estos cambios

neutralizan parcialmente el proceso de desensibilización

que se observa en las células de Leydig diferenciadas y

por ende el resultado final se traduce en un

acortamiento en la duración del fenómeno.

La falta de efecto deletéreo de la hCGsobre los túbulos

seminiferos en los animales más jóvenes estaria

relacionada con la limitada capacidad de los testículos

inmaduros de responder a la estimulación gonadotrófica

(LH-hCG) con niveles aumentados de E2.% W
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