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CONSIDERACIONES GENERALES

Los atributos más sobresalientes de los seres vivos son

quizá, su complejidad, su alto grado de organización y la ex

traordinaria capacidad de reproducirse.

Los organismosunicelulares son capaces de realizar todas

las funciones necesarias para mantener la vida. La célula

asimila los nutrientes del medio y lleva a cabo todas las

reacciones metabólicas para adquirir energia y sintetizar
nuevas moléculas. Enlos organismos pluricelulares, en cambio,

la situación es máscompleja. Las células se han diferenciado

para cumplir funciones especificas y se encuentran agrupadas

en tejidos, órganos y sistemas. La supervivencia de estos

organismos, que deben coordinar todas esas funciones tan

diversas y a su vez adaptarse constantemente a los cambios del

medio ambiente, depende en gran medida de la habilidad con que

se interrelacionan sus distintos componentes. La comunicación

intercelular es fundamentalpara el desarrollo de cada célula,

la organización de un tejido, el control del crecimiento y la

división y para lograr la correcta coordinación de toda la

actividad del organismo.

La existencia de moléculas que actuan comotransmisores
de información entre células ha sido sin duda el mecanismode

comunicación biológica más estudiado. La importancia y

complejidad de la comunicación intercelular en los animales
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superiores sugiere que una gran parte de sus genes estan

involucrados en tal proceso, codificando una extensa variedad

de señales químicas y estructuras capaces de reconocer e

interpretar los mensajescelulares.

En la mayoria de los organismos superiores, la comunica

ción mediada por sustancias químicas se organiza en dos

grandes sistemas de información: el sistema endócrino y el

sistema nervioso. Las células endócrinas y nerviosas están

altamente especializadas para lograr una eficiente comunica

ción. Las primeras sintetizan y secretan hormonasque viajan

a través de los fluidos biológicos hasta sus células efectoras

dónde son reconocidas y ejercen su acción. Las células

nerviosas, en cambio, están adaptadas para conducir un impulso

nervioso que, desde su lugar de origen, viaja comouna des

polarización secuencial hasta el terminal, donde desencadena

un proceso que culmina con la liberación de un neurotransmisor

al espacio sináptico. Estas señales químicas especificas de

cada tipo neuronal estimulan la membranade su célula efectora

interactuando con receptores especificos.

Estos dos sistemas se hallan interrelacionados y esta

interrelación es la base de la neuroendocrinologia. Las

células neurosecretoras capaces de convertir una señal

nerviosa en una secreción hormonal constituyen la interfase

neuroendócrina más estudiada, y han eclipsado en parte todos
los demásfenómenos de interacción entre las células nervio



sas y endócrinas.

Sin embargo, en las últimas décadas se ha reconocido que

los nervios periféricos que llegan a un tejido u órgano

endócrino son capaces de ejercer una función regulatoria, la

que hasta entonces se consideraba exclusivamente dentro del
terreno hormonal.

En el caso particular del testículo se dispone de una

extensa información sobre los mecanismos de regulación

hormonal que afectan sus dos funciones primordiales: la

producción de espermatozoides y la sintesis de andrógenos. La

posibilidad de una regulación neuroendócrina periférica a

nivel testicular ha recibido sin embargomenosatención. Fue

el propósito del presente trabajo contribuir a esclarecer la
existencia de este fenómeno.
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El tracto genital masculino de los mamiferos comprendeun

conjunto de órganos y conductos cuya principal función es la

producción de espermatozoides aptos para la fecundación

(fig.l). Los mismospuedenclasificarse según sus funciones en

3 grupos:

a) los testículos, cuya función principal es la producción de

espermatozoides y la sintesis de andrógenos y una serie de

factores que proveen el medio adecuado para el desarrollo de

la espermatogénesis.

b) las vías eferentes, constituidas por los conductos eferen

tes, el epidídimo, el conducto deferente y la uretra. Este

sistema está involucrado en el transporte, maduración y

almacenamiento de espermatozoides.

c) las glándulas sexuales accesorias (vesículas seminales,

próstata, glándulas coagulantes, glándulas bulbouretrales y

glándulas uretrales) cuyas secreciones constituyen la fracción

principal del líquido seminal.

MORFOLOGIA TBBTICULAR

El testículo de los mamíferos es un órgano ovoide que se

encuentra de a pares, ubicado fuera del abdomen, en el

escroto. El parénquimatesticular, rodeado externamente por la

cápsula testicular, está formadopor dos compartimientos, uno
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no vascularizado compuesto por una serie de túbulos semini

feros que constituyen la unidad funcional productora de

espermatozoides y un compartimiento intersticial, altamente

vascularizado, que rodea los túbulos seminiferos, y contiene

entre otros tipos celulares a las células de Leydig responsa
bles de las sintesis de esteroides (fig. 2).

Compartimiento tubular

Los túbulos seminiferos tienen un diámetro de 200 a 250

umcon longitudes que varian según la especie. Se ha demostra

do que el testículo de rata contiene aproximadamente 30

túbulos con una longitud promedio de 12 m por cada gramo de

testículo. Ambosextremos de cada túbulo se abren hacia la

rete testis, una estructura que se conecta con el epididimo a
través de los conductillos eferentes.

La pared de los túbulos seminiferos esta compuesta por

4 capas. La capa más interna o membranabasal está rodeada por

una capa de células mioides probablemente responsables de los

movimientosperistálticos del túbulo. La tercera capa está

formada por fibras de colágeno y hacia el exterior se encuen

tra una capa de células endoteliales que revisten los sinusoi
des linfáticos del tejido intersticial. Por dentro de la
membranabasal los túbulos estan revestidos por un epitelio

estratificado que contiene dos tipos de células: las células
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de Sertoli y las células espermatogénicas o germinales (fig.
2).

El estudio histológico de los túbulos seminiferos llevó

a la descripción de la espermatogénesis como un proceso

ordenado que conduceal desarrollo de espermatozoides a partir

de células precursoras ubicadas en los túbulos seminiferos. El

ciclo espermatogénico puede subdividirse en un número fijo de

estadios (14 en la rata), cada uno de los cuales se carac

teriza por una organización única de las células germinales en

diferentes estadios de su desarrollo (Leblond y Clermont,

1952). En la mayoria de las especies, estas etapas se encuen

tran en una secuencia ordenada a lo largo del túbulo semini

fero formando una onda espermatogénica. Sin embargo, esta

situación no es estática, ya que un dado estadio progresa con

el tiempo hacia el siguiente a medida que el complejo de

células germinales madura. Deesta manera, la distribución de

estadios a lo largo del tübulo cambiaconstantemente (fig. 3).

La duración del ciclo espermatogénico es fija, siendo de
12.8 dias en la rata. Asu vez cada estadío tiene una duración

caracteristica y constante que puede variar desde 6 horas en
el estadio III hasta tanto como62.8 horas en el estadio VII

(Clermont y col, 1959).

Una vez clasificados los distintos tipos de células

germinales, se observó que las células menos maduras, las

espermatogonias, se dividen para formar los espermatocitos



F1ggra 2: Microfotografía de un corte de testículo
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primarios los que por un proceso de división reduccional dan

origen a células haploides llamadas espermátides. Las espermá

tides sufren una compleja metamorfosis (espermiogénesis) que

lleva a la formación de los espermatozoides altamente diferen
ciados.

Las células de Sertoli se extienden desde la membrana

basal hacia el lumentubular emitiendo proyecciones que rodean

a las células germinales. Presentan un núcleo irregular

próximo a la membrana basal. y el citoplasma es pobre en

reticulo endoplasmático pero contiene numerosasmitocondrias,

lisosomas y vacuolas. Las células de Sertoli se describieron

originalmente como"células nodrizas" debido a que se observó

que las mismas envuelven a las células germinales casi en su

totalidad (Sertoli, 1965). Más tarde se comprobó que las

células de Sertoli proveen lactato y piruvato, nutrientes

necesarios para el metabolismo energético de las celulas

germinales, por lo que son esenciales para el mantenimiento de

la espermatogénesis (Fawcett, 1975). Por otro lado, presentan

actividad fagocítica que permite la degradación de los cuerpos

citoplasmáticos residuales que se desprenden de las esper

mátides (Clegg y col, 1965). Es importante también destacar la

alta actividad secretoria de estas células que producen y

secretan proteinas tales comola proteina ligadora de andróge

nos (ABP), ceruloplasmina, trasferrina testicular y una

proteina sulfatada. Otros factores producidospor las células
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Representación esquemática del ciclo espermatogénico en
la rata que ilustra la particular asociación de los distintos
tipos de células germinales en el epitelio seminifero en cada
estadio del ciclo y 1a distribución secuencial de los estadios
a lo largo de un segmento de túbulo seminifero. (A1, A2, A3 y
A4 = espermatogonia tipo A; estadios del espermatocito
primario: PL= preleptoteno, L= leptoteno, Z= zigoteno, P=
paquiteno, Di= diploteno; II= espermatocito secundario, 1=
espermátide redonda, 2-9: distintos estadios de espermátide)
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de Sertoli son 1a inhibina, un polipéptido mitogénico y un

factor inhibidor de la meiosis (Bardin y col, 1988).

En la región basal hay uniones estrechas entre células de

Sertoli adyacentes, las que junto con la membranabasal y la

capa de células mioides constituyen la llamada barrera

hematotesticular. Dicha barrera restringe el pasaje de
sustancias del sector intersticial al interior tubular y
viceversa (Dymy Fawcett, 1970). De esta manera el ultrafil

trado del liquido intersticial y los productos de secreción de
la célula de Sertoli determinan el ambiente en el cual se van

a diferenciar los espermatozoidesa partir de las células ger
minales.

Tejido intersticial

El compartimiento intersticial está compuesto por una

malla irregular de tejido conectivo laxo que llena los

espacios entre los túbulos seminiferos y contiene a los vasos

sanguíneos y linfáticos y los nervios del testículo.

Sin duda el componente celular más importante de este

compartimento es la célula de Leydig, responsable de la

producción de los andrógenos, esenciales para el mantenimiento

de la espermatogénesis y el trofismo de todo el tracto

reproductivo y de los caracteres sexuales secundarios.

Las células de Leydig se encuentran generalmente agrupa
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das en cúmulos asociados a los vasos sanguíneos o bien

cercanos a la pared de los túbulos seminiferos. La estructura

de la célula de Leydig muestra caracteristicas comunesa todos

los vertebrados, con algunas diferencias entre especies

(Christensen, 1975). Es una célula poligonal, con un diámetro

de 15 - 20 um. Presenta un núcleo grande, esférico u ovoide y

abundante citoplasma acidófilo que contiene gotas lipidicas,

principalmente compuestaspor ésteres de colesterol, microtú

bulos y microfilamentos. La célula de Leydig posee un número

moderado de mitocondrias y el complejo de Golgi está bien

desarrollado y comunmenteubicado en un polo del núcleo. La

organela citoplasmática másabundante es el reticulo endopla

smático liso, característico de células esteroidogénicas y
secretoras (fig. 4).

Hasta hace unos años la sintesis de andrógenos era con

siderada como la única función de la célula de Leydig. Sin

embargo, actualmente se sabe que la célula de Leydig sintetiza

otras sustancias bioactivas principalmente involucradas en la

regulación parácrina y autócrina de la función testicular. Las

células de Leydig proveen varias hormonasy factores potenci

almente activos: oxitocina (Guldnaar y Pickering, 1985)

péptidos derivados de la pro-opiomelanocortina (POMC)tales

como hormona melanocito estimulante (MSH) y B- endorfina

(Bardin y col, 1984), prostaglandinas (Abayaskeara y col,

1988), leucotrienos (Sullivan y Cooke, 1985), activina (Lee y
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col, 1988), renina/angiotensina (Parmetier, 1983; Sharpe,

1984) y factor liberator de corticotrifina (CRF) (Thompsony

col, 1987).

En el espacio intersticial también se encuentran fibro

blastos, macrófagos (Niemiy col, 1986), linfocitos (Ritchie

y 001,1984; Póllánen y Maddocks, 1988) y en algunas especies

mastocitos (Nistal, M. y col, 1984).

Líquidointersticial

Los túbulos seminiferos y las células del tejido inter

sticial se hallan rodeadospor el liquido intersticial. Todas
las hormonasy los nutrientes que llegan al testículo por la

circulación deben pasar de los capilares hacia el liquido

intersticial para llegar luego hasta sus células efectoras.
Este fluido contiene además hormonas y factores localmente

producidos y es el medio a través del cual se comunican

bidireccionalmente los túbulos, las células de Leydig y otras

células del intersticio (Fawcett y col, 1973; Clark, 1976).

Se ha observado un importante aumento en el volumen del

líquido intersticial luego de la inyección de hCG (Sharpe,

1979, 1980,1981) o LHRH(Sharpe y col, 1983), debido a un

aumento en la permeabilidad de los capilares testiculares

(Setchell y Sharpe, 1981). El mismo fenómeno se observó

también cuando el testículo es sometido a condiciones que
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afectan la función espermatogénicatales comola criptorquidia

(Damber y col, 1985; Sharpe, 1983), la irradiación (Wangy

col, 1983) o altas temperaturas locales (Galil, 1982).

La composición hormonalde este fluido constituye el in

dicador más exacto de los niveles hormonales que rodean a las

celulas de Leydig y a los túbulos seminiferos, mientras que el

volumendel mismorefleja cambios en la permeabilidad capilar

(Sharpe y Cooper, 1983).

Utilizando un sistema de canulación para la recolección

de liquido intersticial, Maddocksy Setchell (1988) determina

ron que las concentraciones de sodio, potasio y proteínas
totales en el interior del testículo son similares a las

plasmáticas y! el nivel de testosterona en este fluido es

similar al determinado en sangre de la vena testicular.

EL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO. LA INERVACION DEL TRACTO

GENITAL MASCULINO

El sistema nervioso autónomo

El sistema nervioso autónomo ha sido tradicionalmente

descripto comoun sistema motor que controla las funciones

viscerales. Sin embargo, este sistema no es exclusivamente

eferente, ya que la mayoria de los nervios viscerales tienen

también fibras sensoriales (aferentes) entremezcladas con las
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fibras motoras, que llevan información desde los receptores

localizados en los terminales periféricos hacia el sistema

nervioso central (SNC) (Loewy, 1990).

El sistema nervioso autónomo está compuesto por dos

divisiones principales: el sistema nervioso simpático y el

parasimpático. Actualmente se incluye como una tercera

división al sistema nervioso entérico constituido por un

complejo conjunto de neuronas presentes en la pared del

intestino que regulan las secreciones y la motilidad gastroin
testinal.

La porción motora de los sistemas simpático y

parasimpático está formada por dos conjuntos de neuronas

conectadas en serie. Las neuronas preganglionares, cuyos

cuerpos neuronales se encuentran en el SNC,envian sus axones

a ganglios especificos del sistema nervioso periférico y hacen

sinápsis con neuronas postganglionares las que a su vez

inervan sus tejidos efectores.

Los ganglios parasimpáticos se localizan cerca o dentro

de la pared del órgano que inervan y consecuentemente los

axones de estas neuronas postganglionares son más cortos que

los correspondientes a neuronas postganglionares simpáticas.

Todaslas fibras preganglionares utilizan comoneurotransmisor

a la acetilcolina (Ach), mientras que el neurotransmisor de

las fibras postganglionares varía. La mayoria de las fibras

simpáticas postganglionares son adrenérgicas, es decir que el
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neurotransmisor es la norepinefrina (NE), y la totalidad de

las neuronas parasimpáticas postganglionares utilizan Ach.

Las fibras preganglionares parasimpáticas se originan en

medula espinal y salen a través de los nervios cranianos o las

raices sacras ventrales. Las fibras motoras simpáticas se

originan a nivel cervical, torácico y lumbar superior de la

médula espinal. Los axones de estas fibras preganglionares

salen a través de las raices ventrales, del mismosegmento de

la médula en que se encuentran sus cuerpos neuronales, hacia

la cadena paravertebral de gánglios simpáticos. Algunos axones

pasan por la cadena simpática sin hacer sinapsis y forman los

nervios esplácnicos que se proyectan hacia los ganglios

prevertebrales.
AunqueAch y NEson los "clásicos" neurotransmisores del

sistema nervioso autónomo, recientemente se han identificado

un número importante de péptidos a los que se les atribuye una

función de neuromoduladoro neurotransmisor. Mediante estudios

histoquimicos se ha demostrado que algunas neuronas postgan

glionares simpáticas contienen péptidos inmunoreactivos que

coexisten en la mismaneurona productora de NE (Hókfelt y col,

1977; Schulzberg y Lindh, 1988).

Tambiénse han identificado fibras serotoninérgicas en el

sistema nervioso periférico de los mamíferos, especialmente en

el intestino (Gershon y col, 1977; Furness y Costa, 1978).
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Catecolaminas

Tanto en el sistema nervioso autónomo como en el SNC

existen vias neuronales adrenérgicas que emplean comoneuro

transmisores a las catecolaminas. La Figura 5 muestra la

biosintesis de catecolaminasa partir de tirosina. En tejido
nervioso, la síntesis de las enzimas ocurre en el cmerpo

neuronal y estas migran hasta los terminales neurales por un

proceso de transporte axoplasmático (Ochs y Worth, 1978).

La tirosina es hidroxilada por la tirosina hidroxilasa

para formar dihidroxifenilalanina (DOPA)(Mayer 1980). Esta

enzima es especifica para L-tirosina y cataliza el paso

limitante tanto en la síntesis central comoperiférica de NE

(Costa y Neff 1970; Mayer 1980). La descarboxilación de L-DOPA

es catalizada por la descarboxilasa de L-aminoácidos con poca

especificidad de sustrato (Mayer, 1980). Por último, la

dopaminase convierte en NEdentro de las vesículas por acción

de la dopamina-B-hidroxilasa. Una vez sintetizada la NE se

almacena en vesículas sinápticas donde forma un complejo

estable con ATPy proteinas especificas.

En la médula suprarenal, a diferencia de las terminales

noradrenérgicas postganglionares, la NEse metila a epinefrina

(E) por acción de la feniletanolamina N-metiltransferasa

(fig.5).
Las catecolaminas ejercen sus efectos biológicos a través
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de la interacción con receptores especificos de membrana.

Ahlquist (1948) analizó los efectos de NE, E y diferentes

agonistas en distintos efectores, encontrando que el orden de

potencia de estos compuestosdependía del tejido estudiado.

Estas observaciones dieron origen a la clasificación de

receptores adrenérgicos en dos grupos: alfa y beta. Los

receptores tipo B se caracterizan por el siguiente orden de

potencia de agentes adrenérgicos: isoproterenol > E :> NE

>fenilefrina y por ser susceptibles al bloqueo especifico por

bajas concentraciones de propranolol. Los receptores alfa

pueden definirse comoaquellos que median una respuesta en la

cual los agonistas adrenérgicos muestran el siguiente orden de

potencia: E ).NE> fenilefrina > isoproterenol y son especifi

camente bloqueadas por bajas concentraciones de fentolamina o

fenoxibenzamida.

Serotonina

La serotonina (5-HT)se sintetiza en dos etapas a partir

del aminoácido triptofano (fig. 6). En las células que sin

tetizan 5-HTel triptofano se hidroxila para dar 5-hidroxi

triptofano (5-HTP)por acción de la triptofano hidroxilasa,

enzima que presenta un absoluto requerimiento de oxigeno

molecular, pteridina reducida y de Fe" (Hamony col, 1981).

La segunda etapa consiste en la descarboxilación del 5-HTP
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(1): triptofano hidroxilasa, (2): descarboxilasa de
aminoácidos aromáticos, (3): monoaminoxidasa, (4): aldehido
dehidrogenasa, (5): aldehido reductasa.
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catalizada por una descarboxilasa no especifica de L-aminoáci

dos aromáticos que utiliza como cofactor al fosfato de

piridoxal e interviene también en la síntesis de catecolami
nas. La 5-HTasi sintetizada se almacena en vesículas secre

toras en forma de complejos no difusibles con ATP.

El catabolismo de esta monoaminaocurre a nivel mitocon

drial a través de dos pasos enzimáticos: la 5-HTsufre primero

desaminación oxidativa por acción de .ha monoamino-oxidasa

(MAO)para formar 5-hidroxiindolacetaldehido el cual es

rápidamente degradado por la aldehido dehidrogenasa a ácido 5

hidroxiindolacético (5-HIAA),principal metabolito de la 5-HT,

y en menor proporción también se forma 5-hidroxitriptofol por

acción de la aldehido reductasa (fig. 6).

Aproximadamente el 90%de la 5-HT presente en el orga

nismode los mamíferosse aloja en el tracto gastrointestinal

principalmente en las células enterocromafines. La 5-HT

también se encuentra en las plaquetas y en el SNCdónde actúa

comoneurotransmisor inhibitorio. En los roedores y vacunos se

encuentra 5-HT almacenada en los mastocitos y como se mencio

nara anteriormente también se han identificado fibras seroto

ninérgicas periféricas.
Se han descripo tres tipos de receptores serotoninér

gicos: 5-HT1, S-HT2y 5-HT3. En los últimos quince años, el

desarrollo de nuevasdrogas agonistas o antagonistas serotoni

nérgicos, másespecíficas y selectivas, ha permitido la
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AGONISTAS ANTAGONISTAS

5-HT1 8-0H-DPAT (1A) spiperona (1A)
5-carboxamidotrip- 21-009 (IB)
tamina (1A, IB, ID) metiotepin
(+)-S- —metil-S-HT (10) mesulergina

mianserina (IC)

5-HT2 (+)-S-°<-metil-5-HT ketanserina
4-bromo-2,5-dimetoxi- metiotepin
fenilisopropilamina mesulergina

spiperona

S-HT3 2- metil serotonina ICS 205-930
(-) cocaina
MDL 72222 (3A,
3B)

Tabla 1: Clasificación de receptores serotoninérgicos

Entre paréntesis se indica el subtipo de receptor por el cual
la droga presenta mayor afinidad.
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descripción de diferentes subtipos dentro de los receptores

tipo 1 y 3, los cuales se encuentran tanto en el sistema

nervioso central como periférico (Humphrey, 1984; Leysen,

1984; Richardson y Enggel, 1986, Martin, 1990).

La Tabla 1 muestra una serie agonistas y antagonistas

serotoninérgicos que, por su diferente afinidad por cada tipo

o subtipo de receptor, permiten la clasificación de los
mismos.

Inervación del tracto genital masculino

El testículo, epidídimo y glándulas sexuales accesorias

reciben inervación simpática y parasimpática del sistema

nervioso autónomo, y poseen también un sistema sensorial

aferente. La inervación visceral eferente de estos órganos

deriva de los plexos nerviosos prevertebrales que rodean a las

arterias. En la rata, existen cinco plexos prevertebrales

principales, los cuales se hallan interconectados. Estos son:

el plexo celíaco (o solar), intermesentérico (o aórtico),

mesentérico inferior, hipogástrico y plexo pélvico (fig. 7).

El plexo celíaco recibe el aporte adrenérgico de los nervios

esplácnicos tóracico y lumbar, mientras que los demás plexos

reciben solamente nervios esplácnicos lumbares. El plexo

celïaco recibe el aporte parasimpático del nervio vago. El

plexo intermesentérico se encuentra ventral y ventrolateral a



25

la aorta y conecta al plexo celiaco con los plexos más

caudales. El plexo mesentérico inferior rodea a la arteria

homónima y contiene uno o más ganglios.

En el humanouna red de nervios localizada después de la

bifurcación de la aorta constituye el plexo hipogástrico, en

cambio en la rata y otras especies se observa un único nervio

simpático, el nervio hipogástrico, que comunica el plexo

mesentérico inferior con el plexo pélvico. El componente

parasimpático del plexo pélvico proviene de los 3 nervios

pélvicos que se originan en los nervios sacros (fig.7).

En la mayoria de las especies, el plexo pélvico presenta

varios ganglios dispersos que presentan múltiples intercone

xiones. En la rata en cambio, hay un ganglio principal, el

ganglio pélvico mayoro hipogástrico, ubicado en el ligamento

lateral de la vejiga al costado de la próstata. El plexo

incluye varios ganglios accesorios menores. El ganglio mayor

en ratas macho mide aproximadamente 4 x 2 mmy provee inerva

ción al recto, uretra, pene, lóbulo dorsal de la próstata,

vejiga y conducto deferente.
Existen tambiénfibras sensoriales aferentes en todas las

vías nerviosas descriptas en los párrafos precedentes. Estas

fibras viajan por el nervio pélvico, entrando a la médula a

través de los nervios sacros, o bien por el nervio hipogás

trico y otros plexos más proximales. Luego a través los

nervios esplácnicos y los ganglios de la cadena simpática
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entran a la médulaespinal a través de las raices dorsales de

los nervios espinales.

Se ha observado que el control intrínseco de un número de

funciones del tracto genital masculino no puede atribuirse a

1a inervación adrenérgica o colinérgica. La descripción de

neuropéptidos en tejidos del tracto urogenital sugiere que

dichas sustancias podrian estar involucradas en la regulación

de la función reproductiva. Mediante técnicas de inmunohisto

quimica se han descripto numerosos péptidos en el tracto

genital masculino los cuales habian sido originalmente

aislados de cerebro o intestino (Tabla 2).

La presencia de péptidos y su significado funcional en

órganos sexuales tanto masculinos como femeninos está

actualmente en pleno estudio, asi comotambién las implican

cias fisiológicas de una probable inervación peptidérgica.

Inervación testicular

La inervación del testículo ha sido estudiada tanto en

humanoscomoen diferentes animales de experimentación. En el

humanolos nervios espermáticos se presentan en tres grupos:

uno superior, uno intermedio y otro inferior. Los nervios

espermáticos superiores provienen de los nervios intermesenté

ricos y del plexo renal, descienden a lo largo de la arteria

testicular y terminan en el testículo. El nervio espermático
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Péptido Localización Referencia

VIP Parénquima testicular Hakansony col, 1982.
Pene Polak y col, 1981.

Dail y col, 1983.
Steers y col, 1984.

Tejido intersticial y Larsen y col, 1977,
1981.

músculo liso de próstata Gu y col, 1983.
vesícula seminal, Greenbergy col, 1985.
vas deferens y epidídimo

BP Pene Anderson)rcol, 1983.
vesícula seminal y Gu y col, 1983.
epidídimo Greenberg y col, 1985.

NPY Músculo liso de vas defe- Polak y Bloom, 1984.
rens, epidídimo y vesícula Lundberg y col, 1983.
seminal.

GRP Músculo liso del vas defe- Stjernquist y col,
rens y vesícula seminal 1983.

leu-E, Próstata, vas deferens y Almy col, 1981
met-E epidídimo.

Vesícula seminal Vaalash y col, 1980.

B-end. Células de Leydig, epidí- Sharp y col, 1980.
dimo, vesícula seminal y
vas deferens.

Tabla 2: Presencia de neuropéptidos en el tracto genital
masculino.

VIP: péptido intestinal vasoactivo, SP: sustancia P, NPY:
neuropéptido Y, GRP: péptido liberador de gastrina, Leu-E:
leucina-encefalina, met-E: metionina-encefalina, B-end: B
endorfina.
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intermedio se origina en la porción superior del plexo

hipogástrico y se extiende hasta el canal inguinal interno,

por donde entra al cordón espermático. Las ramas terminales de

este nervio inervan el epidídimo y la porción proximal del vas

deferens. El nervio espermático inferior se origina prin

cipalmente en el plexo pélvico, y en menor grado en el plexo

mesentérico inferior e inerva el vas deferens, el epididimo y

también provee fibras al testículo.

La Figura 7 muestra esquemáticamente la localización y

el origen de las nervios espermáticos en la rata macho. A

diferencia del humano,en la rata no se encuentra el nervio

espermático intermedio.

Mediante la localización de las fibras que degeneran a

causa de la sección especifica de cada nervio, se ha podido

trazar el recorrido de las distintas vias que llegan al
testículo, epididimo y vas deferens de la rata. En 1946,

mediante técnicas argénticas, Kuntz y Morris observaron que la

interrupción de la via espermática superior provoca la

degeneración de gran parte de las fibras nerviosas asociadas

a las arterias y venas testiculares mientras que la inervación

del vas deferens y su arteria permanece intacta. Indudable

mente, aquellas fibras perivasculares del testículo que no
degeneraron provienen del nervio espermático inferior. Los

nervios del epididimo aparecen intactos después de dicha

desnervación pero no se observan fibras remanentes en el
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Figura 7: Inervación del testículo de rataÏVÍ
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simpática, los plexos prevertebrales de la rata y los nervios
espermáticos que inervan el testículo. azarteria; n: nervio.
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interior del testículo.

La extirpación del plexo mesentérico inferior interrumpe

la inervación del plexo pélvico excepto aquellos componentes

que se originan directamente del plexo aórtico. Esta operación

resulta en la degeneración de las fibras del nervio espermá

tico inferior y permite confirmar que esta via inferior

inerva principalmente al epididimo, el vas deferens y sus

arterias, y provee algunas fibras al testículo.

En la cápsula testicular se encuentran abundantes fibras

nerviosas principalmente en la túnica albuginea y vasculosa.

Mediante técnicas de histofluorescencia Bell y McLean (1973)

describieron la existencia de un denso plexo de finas fibras

catecolaminérgicas en 1a cápsula testicular y una densa

inervación de los vasos sanguíneos en la región de la rete
testis. Los estudios de tinción de acetilcolinesterasa

revelaron la presencia de un moderado número de fibras

colinérgicas distribuidas uniformementeen la cápsula testicu
lar. Dichas fibras no se encontraron asociadas al recorrido de

los vasos sanguíneos (Bell y McLean, 1973).

El estudio histológico de cortes de testículos normales

ha demostrado la presencia de finos nervios en el mediastino

testicular y entre el tejido conectivo intertubular. Estas
fibras se encuentran próximas a los vasos sanguíneos, y se ha

sugerido que estan relacionadas al control de la irrigación

testicular. No se observaron fibras que penetren la membrana
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de los túbulos seminiferos ni tampoco nervios que terminen

próximos a las células intersticiales. Recientemente se ha

descripto en ratas (Koji y col, 1986) y en humanos (Yamamoto

y col, 1987) la presencia de nervios adrenérgicos cercanos a

las células mioides que rodean a los túbulos seminiferos, los

cuales regularian la contractilidad tubular y el transporte de
espermatozoides hacia los conductos eferentes y epidïdimo.

FUNCION ENDOCRINA DEL TESTICULO

Biosíntesis testicular de andrógenos

La síntesis de andrógenos en las células de Leydiq
comienza con la movilización de ésteres de colesterol de las

gotas lipïdicas citoplasmáticas (Hall, 1963). En la rata un 60

%del colesterol es producido localmente por las células de

Leydigy el resto es aportado por las lipoproteinas plasmáti

cas (Freedmany Ascoli, 1983; Chen y col, 1980). El testículo

posee una hidrolasa de ésteres de colesterol, sensible al

estimulo gonadotrófico (Albert y col, 1980) que, tal como

ocurre en la adrenal, interviene en la movilización del coles

terol (Naghshineh y col, 1978).

El camino biosintético, esquematizado en la Figura 8,

comienza con la conversión de colesterol a pregnenolona

catalizada por un complejo multienzimático, dependiente de
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citocromo P-450, que rompe la cadena lateral del colesterol

(SCC), ubicado en la membranainterna mitocondrial (Shikita y

Hall, 1973).

La pregnenolona formada pasa al compartimiento microsom

al, donde es sustrato de un complejo enzimático de membrana

(17-20 liasa) semejante al SCC (Nakajim y Hall, 1981) que

convierte los esteroides de 21 átomos de carbono en andrógenos

de 19 carbonos. Esta conversión ocurre en dos pasos, primero

una 17<X-hidroxilación seguida por la ruptura de la unión

C 17-20 para dar androstendiona o dehidroepiandrosterona

según se trate del camino A4 o A5 (Sweet y col, 1985).

Estos dos sistemas enzimáticos comparten el mismo

mecanismo para lograr el clivaje de los enlaces C-C pero

difieren en su localización y en el númerode pasos requeri

dos. El sistema 17-20 liasa requiere de solo dos pasos ya que

el sustrato ya está oxigenado en la posición 20 mientras que

el sistema SCCrequiere de dos hidroxilaciones contiguas para

luego escindir la cadena lateral.

En el siguiente paso, la enzima microsomal 17-Bhidroxi

esteroide deshidrogenasa cataliza la interconversión de

androstenediona al andrógeno más importante, testosterona.

Esta enzima es activada por producto (Oshima y Ochi, 1973),

reversible y posee dos sitios activos (Samuelsy col, 1975).

En el compartimiento microsomal también se encuentra el

sistema enzimático 3-B- hidroxiesteroide deshidrogenasa
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isomerasa (3B-HSD) que convierte los anillos A yr B de 1a

pregnenolona a una estructura ¡A4-3 ceto: la progesterona.

Otro posible sustrato de este complejo enzimático es la

dehidroepiandrosterona que pasa a androstenediona. Luego, la

conversión de pregnenolona a androstenediona en la fracción

microsomal puede ocurrir por dos caminos, dependiendo del

orden en que actuen los sistemas 3B-HSDy 17-20 liasa. Cuando

la 3B-HSDactua primero sobre la pregnenolona y en segundo

término el sistema 17-20 liasa convierte la progesterona en

androstendiona, se habla del camino de la progesterona o

caminoA, ; cuando se invierte el orden de las reacciónes se

esta en presencia del camino ¿:5 o camino de la dehidro
epiandrosterona.

La elección del caminoesteroidogénico no está librada al

azar. Se ha descripto que la rata usa casi exclusivamente el

camino A, (Samuels, 1960) mientras que en el cerdo (Ruokenen

y Vihko, 1974) conejo y perro (Hall y col, 1964) se utiliza el

camino¿%en distintas proporciones. Teóricamente la preferen
cia de un camino sobre otro puede deberse a la afinidad

relativa de cada enzima por sus distintos sustratos o a la

disposición de las enzimas en las membranas.

El testículo de animales inmadurosy püberes sintetiza,

además de testosterona, varios metabolitos 5<X-reducidos,

siendo el 3C>(-androstanediol (3 0<-diol) el más abundante

(Podestá y Rivarola, 1974). El testículo prepuberal se
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caracteriza por poseer una gran actividad de las enzimas 50(

reductasa y 3°(-HSD (Van der Molen y col, 1975; Oshima y col,

1970) mientras que el 38- androstenediol es más abundante en

testículo de ratas adultas que prepuberes.
Los perfiles de variación de las concentraciones plasmá

ticas (ng/ml) y testicular (ng/testículo) de testosterona son

semejantes. Se observan niveles bajos y estables desde el

nacimiento hasta la 4‘3' semana de vida, a partir de ese

momentoy hasta aproximadamente la 9nl semana se verifica un

rápido e importante incremento en la concentración de testos

terona. En cambio, la concentración plasmática de dihidrotes

tosterona, 3 d-y 3B-androstanediol alcanza un máximososte

nido entre la 5ta y la 9“- semana y luego decrece marcadamete

(Corpéchot y col, 1981).

Regulación de 1a sintesis de andrógenos por la hormona
luteinizante

La regulación fisiológica más importante de la síntesis

de andrógenostesticulares es ejercida por la adenohipófisis

a través de la secreción pulsatil de hormonaluteinizante

(LH). El efecto de la LH sobre la célula de Leydig ha sido

ampliamente utilizado comomodelopara el estudio del mecanis

mo de acción de las hormonas proteicas sobre sus órganos
efectores.
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En los últimos años, se ha demostrado que la mayoria de

las las células utilizan un número limitado de mecanismos

moleculares que involucran a las proteinas. Cuandouna célula

responde a un estimulo lo hace mediante alteración de las

propiedades o 1a velocidad de sintesis de proteinas preexis

tentes o iniciando la sintesis de nuevas proteinas. Los

mensajeros intracelulares y los cambios que ellos producen en

las proteínas intracelulartes modifican las funciones de

varios componentescelulares, los cuales, a su vez, proveen 1a

respuesta al estimulo oiginal.

En el caso particular de la célula de Leydig el mecanismo

desencadenado por la unión de la LHa sus receptores especi

ficos de membranaha sido extensamente estudiado. El primer
efecto de la LHsobre estas células consiste en la activación

de la adenilato ciclasa (AC), (dependiente de GTP y Mg)

ocasionando un aumento en la sintesis de AMPC(Dufau y col.

1973), considerado el principal segundo mensajero de esta

hormona. El AMPczresultante se une a la subunidad regulatoria

de una quinasa de proteina (PK) causando la liberación de una

subunidadcatalitica activa. Asi, la PKactivada cataliza la

fosforilación de proteinas intracelulares que intervienen en

la sintesis de esteroides (Podestá y col, 1976). Una de las

proteinas afectadas por este tipo de modificación postraduc

cional es la hidrolasa de ésteres de colesterol cuya actividad
aumenta por fosforilación. Esta hidrolasa activada libera
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colesterol el cual es transportado a las mitocondrias por un

mecanismo que involucra microfilamentos. Este mecanismo se

detiene al degradarse el AMPcpor acción de una fosfodieste
rasa.

Los primeros estudios sobre la acción de la LH demos

traban que la estimulación de la esteroidogénesis por esta

hormona ocurría a nivel del complejo SCC (Hall,1963; Hall y

Eik Nes, 1963). sin embargo a medida que se fueron descri

biendo mecanismos de transporte intracelular como fenómenos

biológicos regulables, se llegó a la conclusión de que la LH

es capaz de estimular el transporte de colesterol a la

membranainterna mitocondrial (Hall y 001,1979).

La estimulación de la esteroidogénesis por LHen células

de Leydig es reproducida. por activadores de la adenilato

ciclasa y por análogos del AMPc,y es además potenciada por

inhibidores de la fosfodiesterasa. Estas evidencias experimen

tales permitieron postular al AMPccomo segundo mensajero en

la acción de la LH. Sin embargo, no se puede descartar la

existencia de mensajeros alternativos.

Si bien la función del caminode la adenil ciclasa-qui

nasa de proteinas en la estimulación de la esteroidogénesis en

células de Leydigestá bien establecida, no puede excluirse la

existencia de otras respuesta rápidas, particularmente a nivel

de la membranaplasmáticas. Procesos tales comocambios en el

flujo iónico transmembranay en la distribución de calcio y
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alteraciones en el metabolismo y recambio de fosfolipidos,

podrian ser parte de los mecanismos desencadenados por la LH

en su célula efectora.

Además de la LH, la prolactina (PRL) y probablemente la

ACTHtambién determinan el estado funcional de la células de

Leydig (Bartke, 1971; Liptrap y Raeside,1975; Juniewicz y

Johnson, 1981, 1983; Bartke y col, 1985; Calandra y col.

1982).

El compartimiento tubular se encuentra también bajo

control hipofisario ya que la hormonafolículo estimulante

(FSH), junto con los andrógenos sintetizados en el intersti

cio, constituyen los principales factores regulatorios del
epitelio seminifero.

Relaciones parácrinas testiculares

Si bien la función testicular se halla básicamente regu

lada por la LH’y la FSH, que ejercen su efecto trófico

mediante la interacción con sitios receptores especificos en
las células de Leydigy Sertoli respectivamente, la intensidad

y duración de las respuestas a las gonadotrofinas estan modu

ladas por complejas interacciones parácrinas y autócrinas.
Los diferentes tipos celulares del testículo se regulan

mutuamente mediante factores difusibles que pasan de un

compartimiento a otro. La Figura 9 intenta esquematizar los
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conocimientos actuales acerca de la regulación parácrina
testicular.

Si bien la testosterona es el factor más importante que

mantiene el normal funcionamiento tubular, los péptidos

derivados de la POMCtambién podrian estar involucrados en

esta comunicación parácrina (Davey col, 1985). Inicialmente

se pensó que los estrógenos producidos por las células de

Sertoli eran el vinculo entre los tübulos y el intersticio (di
Zerega y Sherins, 1981). La actividad aromatasa en Sertoli

parecería estar restringida al periodo prepuberal y una vez

alcanzada la maduraciónsexual la principal fuente de estróge

nos seria la célula de Leydig (Payne y Valladares, 1980).

Las células de Leydig poseen receptores para LHRHy se

han aislado péptidos testiculares producidos por las células
de Sertoli similares al factor liberador. Se han descripto

efectos tanto estimulatorios como inhibitorios de la LHRHy

sus agonistas sobre la microcirculación testicular (Dambery

col, 1985), los receptores de LH y' la esteroidogénesis

(Sharpe y col, 1982).

Existen evidencias de que el desarrollo normal del ciclo

espermatogénico depende de la coordinación tanto temporal como

espacial de las células de Leydig, las cuales adecuan su

actividad endócrina a los requisitos de cada fase espermatogé

nica de los túbulos seminiferos más próximos o adyacentes

(Aoki y Fawcett, 1978; Parvinen, 1982; Bergh, 1982, 1983;
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Sharpe y col, 1983; Parvinen y col, 1984; Syed y col, 1985).

Esta divergencia funcional entre distintos grupos de células

de Leydig requiere de una transferencia recíproca de informa

ción altamente localizada entre las células de Leydig y los

tübulos seminíferos (Wilton y de Kretser, 1984).

Losandrógenossintetizados en el sector intersticial son

esenciales para el normal funcionamiento de las células de

Sertoli y la espermatogénesis en todos los mamíferos. (Stein

berger, 1971). La dependencia androgénica del ciclo espermato

génico está asociada con cambiosmorfológicos y funcionales de

las células de Leydig peritubulares. Se observó que dichas

células son más grandes cuando estan próximas a una porción de

túbulo en los estadios VII y VIII y muypequeñas en los esta

dios Ix a XII (Bergh, 1982). Dadoque el tamaño de las células

de Leydig está directamente relacionado con su capacidad

esteroidogénica, estas observaciones indican que el estadio

del ciclo espermatogénicodetermina, mediante la liberación de

uno o más factores, la actividad de las células de Leydig.

Asimismose describió que las células de Leydig perivasculares

son las más pequeñas y su tamaño no presenta variaciones

ciclicas comolas observadas para las células de ubicación

peritubular (Bergh, 1982).

Los receptores de andrógenostesticulares se localizan en

los núcleos de las células de Leydig (Hansony col, 1976) y en

las células de Sértoli (Tindall y col, 1977; Mulder y col,
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1975), pero no están presentes en las células germinales

(Grootegoed y col, 1977). Asi, se ha propuesto que el efecto

de los andrógenos sobre la espermatogénesis está mediado por
su interacción con las células de Sertoli.

La normal actividad de las células de Sertoli es un
requisito absoluto para la multiplicación y maduraciónde las

células germinales, las cuales, a su vez, regulan ciclicamente
el funcionamiento de las células de Sertoli de modode obtener

los requerimientos especiales de cada estadio del ciclo esper

matogénico. Dicha interacción bidireccional está mediada por

contactos directos célula-célula o bien por factores pará
crinos difusibles. La actividad funcional de las células de

Sertoli es claramente dependiente del ciclo espermatogénico.

En los estadios VII y VIII se observa la máxima actividad

secretoria de ABP (Ritzen y col, 1982), y activador de

plasminógeno (Lacroix y col, 1981; Vihko y col, 1984). Estos

estadios se caracterizan también por presentar la máxima

actividad de fosfodiesterasa (Parvinen, 1982), minimaunión de

125I-FSH y también una disminuida producción de AMPc en

respuesta a FSH (Parvinen, 1982). Se ha descripto también la
secreción cíclica de otros factores tubulares tales como:un

inhibidor de fosfatasa de alto peso molecular (Boitani y col,

1981), transferrina, ceruloplasmina (Wright y col, 1981) y

otros péptidos aún no identificados.
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Mediante técnicas de cocultivo se ha demostrado que la

célula de Sertoli estimula en las células germinales la

síntesis de ADNy ARN.Aún no se conocen los factores respon

sables de esta estimulación, pero se han descripto varios

factores que podrian mediar dicha regulación: MIS (sustancia

inductora de meiosis) (Parvinen y col ,1982), polipéptidos

mitogénico (Bellve, 1984), factores de crecimiento y sustan

cias del tipo de la somatomedina (Tres y col, 1986). Por otro

lado se observó que las células germinales inhiben 1a sintesis

de ARNy ADNen células de Sertoli (Rivarola y col, 1986).

Los macrófagos testiculares secretan un factor capaz de

aumentar la producción de testosterona en células de Leydig,

aún en presencia de una dosis máxima de LH. Se ha observado

que los macrófagos son sensibles a1 estimulo de la FSH, y el

agregado de esta hormonaa cultivos de macrófagos testiculares

potencia la secreción de dicho factor (Yee y Hutson, 1985).
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NEUROTRANBMISORES Y FUNCION TESTICULAR

Presencia de neurotransmisores en el testículo

La descripción histoquímica de fibras nerviosas en el

testículo llevó, años mástarde, a la cuantificación bioquí
mica de catecolaminas, así comotambién de otros neurotransmi

sores.

En el año 1968 Kormano y Pentilla demostraron por

técnicas espectrofluorométricas la presencia de 5-HT en

testículo y epidídimo de ratas adultas. Observaron también,

que luego de la administración de dosis farmacológicas de 5-HT

(100 mg/kg) la mismase concentra en el sector intersticial.

Unos años más tarde, Zieher y col (1971) estudiaron la

presencia de diversas aminas biógenas (S-HT, DA, NEe hista

mina) en el testículo de rata de distintas edades y analizaron

su localización histoquímica mediante técnicas de fluores

cencia inducida por formaldehído. Describieron altas concen

traciones de todas las aminas en ratas neonatas, las cuales

disminuyen rápidamente con el crecimiento. Describieron además

la presencia de fluorescencia específica en las células
intersticiales y! en la pared de los túbulos seminíferos,

atribuyéndola a la presencia de S-HTy DArespectivamente. La

fluorescencia observada en animales neonatos disminuía en ani
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males püberes y adultos, lo cual les llevó a sugerir una

posible relación entre la concentración de aminas biógenas y

el estado de maduración gonadal. Sin embargo, otro grupo de

investigadores, intentando confirmar y profundizar este tema
obtuvo resultados notablemente diferentes. Lombard-desGouttes

y col. (1974) describieron concentraciones menores de aminas

testiculares y no encontraron variaciones de las mismasen los

primeros 14 dias de vida del animal. Probablemente las altas

concentraciones descriptas previamente en animales neonatos

pueda atribuirse a la contaminación con mastocitos presentes

en el tejido adyacente al testículo, durante la disección de

la gonada. Los estudios histoquimicos realizados por Lombard

des Gouttes y col. (1974) indican que la fluorescencia

observada en las paredes de los túbulos seminiferos es

inespecífica. En el sector intersticial observaron fluores
cencia tanto especifica comoinespecifica. Describieron la

presencia de células aisladas conteniendo gránulos con fluo

rescencia amarilla cuyo máximode emisión (510 um) coincide

con el de 5-HT, lo que les permitió suponer la presencia de

mastocitos en animales de 20 dias de edad.

Enrelación a la participación de otros neurotransmisores

en la función reproductiva del macho, puede citarse la

reciente descripción de la presencia de ácido gama-aminobuti

rico (GABA)en parénquima testicular de rata (Ritta y col,

1987). Se encontró que los niveles intratesticulares de GABA
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son máximosen la etapa prepuberal y presentan variaciones en

respuesta a la administración de LHRH,gonadotrofinas y

testosterona (Camposy col, 1989).

Los neurotransmisores y la función testicular

En los últimos años se ha descripto que un gran número de

factores endógenos, entre ellos varios neurotransmisores,

afectan la esteroidogénesis testicular. Es importante mencio

nar los antecedentes bibliográficos que sugieren la existencia

de un mecanismo de regulación neural de la biosintesis de

andrógenostesticulares.

Varios grupos de investigación han estudiado la influen

cia de las catecolaminas sobre distintos aspectos de la
función testicular. La administración in vivo de E se ha

asociado generalmente con una disminución en la concentración

plasmática de testosterona tanto en humanos (Levin y col,

1967) como en ratas (Damber y Janson, 1978 ; Gotz y col, 1983;

Stahl y col, 1984). Sin embargo, Eik-Nes (1969) describió que

la infusión del agonista B-adrenérgico isoproterenol por la

arteria testicular en perros, provoca un aumento en la

concentración plasmática de testosterona.

La administración de altas dosis de E y NE sistémica o

local produce una profunda vasoconstricción de la arteria

testicular de ratas (Free y Jaffe, 1972), en cambio al
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utilizar dosis menoresse obtuvieron resultados inconsisten

tes. En otros estudios similares en los que se registraron
variaciones en el flujo sanguíneo mediante un detector de

flujo Doppler (Dambery col, 1982) se observó una disminución

significativa en el flujo sanguíneo testicular luego de la
inyección de 10 ug de NEo E en la arteria de la cola de la

rata. Sin embargo con dosis menores (1 y 0.1 ug) no se ob

tuvieron variaciones significativas en el flujo sanguíneo.
Estos mismos autores sugieren que la función testicular no

estaria afectada de manera importante por variaciones en el

flujo sanguíneo dadoque se requirieron altas dosis de cataco

laminas para modificar el mismo. De acuerdo con estos resul

tados la disminución en los niveles plasmáticos de testoste

rona inducida por catacolaminas (Levin y col, 1967, Dambery

Janson , 1978) o por estrés (Bliss y col, 1972) no podria

asociarse directamente a eventuales cambios en el flujo

sanguíneotesticular.
Los estudios in vitro demuestran que las catecolaminas

tienen un efecto estimulatorio sobre la producción testicular

de andrógenos en distintas especies (Cookey col, 1982; Anakwe

y col, 1985; Mayerhofer y col, 1989). Se ha observado una

pequeña estimulación de la producción de de andrógenos por

testículos enteros decapsulados de ratas y ratones (Mogery

col, 1982; Anakwey Moger, 1984a). El efecto estimulatorio de

las catecolaminas sobre la producción de androgenos es mayor
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en cultivos primarios de células de Leydig (Cookey col, 1982;

Moger y col, 1982; Moger y Murphy 1983). Al coincubar isopro

terenol con bajas dosis de LH el efecto estimulatorio es

aditivo, en cambio, en presencia de una dosis máxima de LHel

isoproterenol es incapaz de superar el estimulo de la gonado

trofina. Esta observación está de acuerdo con el hecho que la

LHy el isoproterenol estimulan la producción de andrógenos en

células de Leydig a través del mismomecanismo: la formación

de AMPC.

Se observó que el efecto estimulatorio de las catecola

minas se anula en presencia del antagonista B-adrenérgico

propranolol lo que sugería la presencia de receptores B

adrenérgicos testiculares (Anakwe y Moger 1984b; Poyet y

Labrie 1983). Trabajando con células de Leydig aisladas y

purificadas Anakwey col. (1985) describieron y caracterizaron

receptores B adrenérgicos de tipo 2 que median la estimulación

de la esteroidogénesis en rata y ratón.

Se ha estudiado también el efecto de drogas adrenérgicas

en el sector tubular. El isoproterenol estimula la aromatiza
ción de testosterona en cultivos de células de Sertoli de

ratas (Verhoeven, 1980). Heindel y col (1981) describieron la

presencia de receptores Bl en cultivos de células de Sertoli.

Sin embargo, estudios de unión con 125I-pindolol demostraron

que los receptores B no están presentes en células de Sertoli

frescas ni en preparaciones de membranasde tübulos seminife
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ros. A lo largo del cultivo las células de Sertoli adquieren

receptores adrenérgicos y responden a los correspondientes

agonistas, y dicha aparición de receptores en cultivos se

bloquea en presencia de cicloheximida (Kierzenbaum y col,

1985).

Las primeras evidencias de que la 5-HTpodría afectar la

función testicular surgieron en los años 50 cuando se observó

que la administración exógena de dicha indolamina provocaba

una notable reducción en el peso testicular (Salgado y Green,

1955). Más tarde, Bocabella y col (1962) realizaron un

análisis detallado del efecto de S-HTsobre la histología

testicular, observando que la administración diaria de 20

mg/kg de S-HTa ratas adultas provocaba una caida significa

tiva en el peso testicular,al quinto dia de tratamiento. En

ese momentoya se encontraban lesiones importantes a nivel de

los túbulos seminiferos mientras que el sector intersticial no

presentaba cambios morfológicos evidentes. En los túbulos se

observó la aparición de espermátides gigantes multinucleadas

y espermatocitos primarios picnóticos. Apartir de los 15 dias

de dicho tratamiento la mayoria de los túbulos contenían

solamente células de Sertoli y espermatogonias, otros habian

perdido todos sus tipos celulares, mientras que los restantes
mantenian su epitelio germinal normal. El númerode espermato

zoides epididimarios disminuyó notablemente luego de 15 dias

de tratamiento y habian perdido su motilidad. Estas lesiones
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observadas fueron atribuidas a la isquemia testicular provo

cada por 5-HT ya que la administración simultánea de un

vasodilatador prevenia dichos cambios morfológicos. Estos

resultados indicaban que el lecho vascular del testículo es

otro compartimiento vascular afectado por 5-HT. Se ha demos

trado que 5-HTtiene efectos constrictores en la irrigación

renal y pulmonar, mientras que en otros sistemas su efecto es
variable.

Kormanoy col. (1968) administrando crónicamente dosis

menores de 5-HT observaron daños semejantes en los túbulos

seminiferos. Más tarde, Liu y Kinson (1973) estudiaron el

efecto de un implante subcutáneo de 10 mgde 5-HT. Coincidien

do con las observaciones anteriores, los implantes de 5-HT

causaron una disminución en el diámetro tubular y destrucción

progresiva del epitelio germinal. Estos autores describieron

una destrucción del tejido intersticial que rodea a los
tübulos seminiferos dañados, y una disminución significativa

en los niveles circulantes de andrógenos, sin embargotales
lesiones de las células endócrinas intersticiales no se

reflejaban en la concentración de testosterona en la vena tes
ticular.

Ladisminución en los niveles plasmáticos de testosterona

que se observa luego de la administración de S-HT ha sido

generalmente atribuida a la supresión de gonadotrofinas

(Reiter y Fraschi, 1969; Kamberi y col, 1971). Sin embargo,
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Kalla (1979) demostró que el tratamiento por 4 dias con 30

mg/kg/dia de ratas adultas hipofisectomizadas y suplementadas

con gonadotrofinas, induce una caida importante en la concen

tración plasmática e intratesticular de testosterona. Los
resultados obtenidos en este modeloexperimental sugieren la

existencia de un efecto directo de S-HTsobre la producción de

andrógenos, o sobre la acción de gonadotrofinas sobre el

testículo, no mediadopor modificaciones en las gonadotrofinas

hipofisarias o factores liberadores hipotalámicos.

Los antecedentes bibliográficos mencionadossugieren que

S-HTpodria estar involucrada en la modulación de la esteroi

dogénesis testicular. Sin embargo, los modelosexperimentales

en los que se administra S-HTin vivo no permiten discernir si

los efectos observados se deben a: 1) alteraciones en la

secreción de gonadotrofinas, 2) alteración del flujo sanguíneo

testicular c>3) un efecto directo sobre la producción de

andrógenos por las células de Leydig.

Esta última posibilidad fue considerada por Vermesy col.

(1979) quienes estudiaron el efecto de varios neurotrans

misoressobre el eje hipotálamo-hipófiso-testicular utilizando
un sistema in vitro de incubaciones celulares. Estos autores

describieron un efecto inhibitorio de 5-HT(10 ug/ml) sobre la

producción de testosterona por células intersticiales. Por
otro lado, Ellis (1972) aportó una explicación bioquímica a

este efecto inhibitorio, demostrando que el agregado de 5-HT
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a homogenatoso microsomastesticulares inhibe las actividades

de las enzimas 17oL-hidroxilasa, C17-20 liasa y 170<-reduc
tasa.

Como se mencionara anteriormente, el GABAes otro

neurotransmisor presente en el tejido testicular. Estudios ig

vitro demostraron que el GABAestimula la producción de

andrógenos por testículos enteros (Ritta y col, 1987) o

células intersticiales aisladas (Ritta y col, 1991) mediante

su interacción con receptores de membranatipo A y tipo B, los

cuales coexisten en la célula de Leydig (Ritta y col. 1991).

La posible participación del sistema nerviosc> parasimpá
tico en el control de la actividad testicular ha sido escasa

mente estudiada. Kansony col (1985) estudiaron el efecto de

diversas drogas colinérgicas sobre la producción de andró

genos, utilizando cultivos primarios de células testiculares

provenientes de ratas adultas hipofisectomizadas. observaron

que los agonistas colinérgicos nicotinicos, pero no los

muscarinicos, provocan una disminución en la biosintesis de

andrógenos estimulada por hCG, a través de una inhibición
selectiva de la enzima 17CK-hidroxilasa. Estos resultados

sugieren que la Achpodria estar involucrada en la regulación

de la esteroidogénesis testicular.



53

Desnervacióntesticular

La mayoria de los órganos endócrinos reciben inervación

del sistema nervioso autónomoy la participación de estos

nervios en el control de la producción de hormonas ha desper

tado gran interés. La desnervación tanto quirúrgica como

quimica ha sido una herramienta experimental utilizada para

analizar en qué medidala inervación testicular participa de

los mecanismos regulatorios gonadales. Varios grupos han

estudiado el efecto de la desnervación testicular, obteniendo

en general resultados contradictorios, los cuales parecerian
depender en parte, de la especie utilizada.

Se ha descripto que la sección de los nervios que llegan

al testículo provoca degeneración y reducción en el epitelio

germinal en perros (Kuntz, 1919; Marconi, 1923), cobayos

(Coujard, 1952) y gatos (King y Langworthy, 1940). En trabajos

más recientes (Nagai y col, 1982) se observó que tales

lesiones ocasionadas por desnervación solo se observan si

dicha operación se realiza en animales jóvenes y que pasada

esa edad critica la desnervación no causa reducción en el peso

ni daño a nivel de los túbulos seminiferos. Sugieren también

que la inervación simpática participaria en el crecimiento

testicular, y en especial en el desarrollo de los tübulos
seminiferos. En cambio, la sección de las pricipales vias de

inervación testicular en cerdos de 15 dias de edad, no afectó
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el desarrollo de la gonada (Noordhuizen-Stassen y Wensing,

1983). Se observó también que la desnervación testicular de
carneros adultos no alteró la calidad del semenanalizado 6

semanas después de realizada la cirugia (Martin y col, 1984).

Las primeras evidencias de que la inervación testicular

modularia la producción de andrógenos fueron aportadas por

Frankel y Ryan (1981) quienes encontraron que la desnervación

testicular bloquea parcialmente el aumento de testosterona

plasmática inducido por estrés. La sección bilateral del

nervio espermático superior no afecta los niveles basales de

testosterona plasmática, el peso testicular, la espermatogéne

sis ni el comportamiento sexual de la rata (Frankel y Ryan,

1981). Unos años más tarde se demostró que la vasectomia, que

involucra la sección del nervio espermático inferior, bloquea

parcialmente el aumentoen la concentración de testosterona en

la vena testicular de ratas hemicastradas (Frankel y col,

1984). La administración del antagonista B-adrenérgico

propranolol, inhibe significativamente la concentración de

testosterona tanto en vena testicular como en el liquido

intersticial de ratas unilateralmente.orquídectomizadas (Moger

y Anakwe, 1986). Estos resultados indican que la respuesta

testicular" a la hemicastración :resultaria en parte de la

estimulación B-adrenérgica de la esteroidogénesis testicular

y estaria bajo control nervioso.
La actividad endócrina de otros tejidos también se
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encuentra sujeta al control nervioso. Existen evisencias de

que la inervación ovárica participa activamente en la res

puesta compensatoria a la hemiovariectomia (Burden and

Lawrence, 1977; Curry y col, 1984; Gerendai y col. 1978;

Gerendai, 1980; Burden y col, 1986), el proceso de ovulación,

el desarrollo folicular (Curry y col, 1985; Burden, 1978) y

la secresión de esteroides (Aguadoy Ojeda, 1984; Weiss y col,

1982). Luego de la adrenalectomia unilateral los mecanismos

compensatorios se encuentran también mediados por un reflejo

neural más que por hormonaspituitarias (Dallman y col, 1976;

Dallman y col, 1977; Kleitman y Holzwarth, 1985).

Experimentos de desnervación indican que el crecimiento

y la actividad secretoria de la tiroides están influenciadas

por la inervación que recibe la glándula (Romeoy col, 1988;

Romeoy col, 1985; Cardinali y Romeo, 1990), y una situación

similar ha sido descripta para la producción de calcitonina y

hormona paratiroidea (Heath, 1980; Cardinali y Ladizesky,

1985). Otro ejemplo de la participación de Ika inervación

autónoma en el control de la producción de hormonas es el caso

del páncreas donde la estimulación nerviosa provoca el aumento

de la secreción de glucagon e insulina (Miller, 1981; Marre y

col, 1982; Bobbioni y col, 1983) no sólo a través de clásicos

mecanismos simpáticos y parasimpáticos sino también mediante

la liberación de neuropéptidos (Ahren y col, 1986; Dunning y

Taborsky).



OBJETIVOS
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El propósito de este trabajo de Tesis fue contribuir a

esclarecer la existencia de un mecanismode regulación neural
.de la función testicular de la rata.

Se plantearon los siguientes objetivos:

- Determinar la localización de catecolaminas y serotonina en

el testículo de rata y su concentración en los distintos

compartimientostesticulares.

- Analizar el efecto de serotonina sobre la producción de

andrógenos y la presencia de receptores serotoninérgicos
testiculares.

—Estudiar la ontogenia del receptor B-adrenérgico en células

de Leydig.

- Investigar si la sección del nervio espermático superior
determina cambios en:

el contenido de monoaminastesticulares,

los receptores B-adrenérgicos en células de Leydig,

los niveles plasmáticos de andrógenos 37 hormonas hipo

fisarias,
la producción in vitro de andrógenos en condiciones

basales y en respuesta al estimulo de hCG,

. los receptores testiculares de gonadotrofinas y prolactina,
la morfologíatesticular.



MATERIALES Y METODOS
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DROGAS Y REACTIVOB

[1 °<—20(-3H(N)]-testosterone (AE 55,2 Ci/mmol), 5°< 

[1,2-‘3H(N)]-androstane-3,17B-diol (AE30.1 Ci/mmol), 5-[1,2

3H(N)]-hydroxitriptamina creatinina sulfato (AE 25-30 Ci/m

mol) y S-[metil-JH]-adenosil-L-metionina (AE 14.9 Ci/mmol)

fueron adquiridos a New England Nuclear Co. (Boston, MA,

EEUU).(-)-[3H]CGP-12177((-)-4-(3-t-butilamino-Z-hidroxipro

poxi)-[5,7-5H] benzimidazol-Z-ona) (AE 51 Ci/mmol) fue

adquirido a Amersham, (Buckinghamshire, Inglaterra). Las

soluciones empleadasen las técnicas de cromatografía liquida

de alta presión (hplc) se prepararon con agua grado hplc

provista por Sintorgan (Buenos Aires). La gonadotrofina

coriónica humana (hCG) (Endocorión) y la FSH (Eleagol),

utilizadas en la determinaciónde receptores para gonadotrofi

nas fueron gentilmente cedidas por Laboratorios Elea (Buenos

Aires). La hCG (APL)utilizada en los experimentos in vitro

fue provista por Laboratorios Ayerst (Princeton, NJ, EEUU).El

antagonista serotonérgico ketanserina fue generosamentepro

visto por Laboratorios Janssen (BuenosAires). Las preparacio
nes de células intersticiales se obtuvieron utilizando

colagenasa tipo I provista por Worthington Biochemical

(Freehold, NY, EEUU)y la metrizamida utilizada en la purifi

cación de células de LeYdig por Nyegaard & Co,(Oslo, Norue
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ga). En la determinación radioezimática de catecolaminas se

utilizaron placas Linear K, Whatman.Las incubaciones celula

res se realizaron en Medio 199 de Gibco (Grand Island NY,

EEUU).La alúmina utilizada fue provista por Bioanalytical

Systems Inc. (Indiana, EEUU).

Todoslos restantes reactivos y drogas utilizados fueron

obtenidos de Sigma Chemical Co. (St Louis, M0, EEUU). Los

solventes utilizados fueron adquiridos a Merck (Darmstadt,

Rep. Federal Alemana) o Sintorgan (Buenos Aires).

LHLHALEE

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley,

provistos por el criadero del Instituto de Biologia y Medicina

Experimental. Los animales fueron mantenidos a temperatura

constante de 22 °C, con periodos de 12 horas de luz y 12 horas

de oscuridad, y recibieron una dieta balanceada y agua agum.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOB

1. Sección del nervio espermático superior: Las ratas fueron

anestesiadas con eter y desnervadas uni o bilateralmente según

se indica en cada experimento. Con la ayuda de una lupa de

disección (Zeiss) se separaron los nervios espermáticos supe
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riores de la arteria testicular y se seccionó una porción de

por lo menos 10 mmde los mismos. En los casos en que se

realizó desnervación bilateral, otro grupo de ratas fue some

tido a operación simulada y utilizadas comogrupo control,

mientras que en animales unilateralmente desnervados se tomó
comocontrol el testículo contralateral.

2. Se prepararon lotes de ratas adultas con desnervación
unilateral a las cuales se les seccionó únicamente la rama

nerviosa que se origina en el plexo renal. En este caso, el
testículo contralateral se utilizó comocontrol.

TEJIDOS:

Aislamiento de los compartimientostesticulares para la deter
minación de monoaminas

El estudio de la distribución intratesticular de monoa

minas se realizó en ratas adultas. El dia del experimento las

ratas se anestesiaron con eter y se perfundieron por via

cardiaca con solución salina (Na C1 0.9%) conteniendo 10 uMde

pargilina. Este inhibidor de la enzima monoaminooxidasa se

agregó a la solución de perfusión para evitar la degradación

enzimática de las catecolaminas y la 5-HTintratesticulares

durante la preparación de las muestras.
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El aislamiento de los diferentes compartimientostesticu

lares se realizó manteniendo los tejidos entre 0 y 4 °C para

evitar la degradación de las monoaminas.La cápsula testicular

se aisló del parénquima, cortó en pequeños trozos y se

homogeinizó en ácido perclórico (PCA)0.1 M, utilizando homo

geinizadores vidrio - vidrio. El parénquimatesticular se

colocó en una cápsula de Petri con solución salina fria y

mediante dispersión mecánicabajo lupa se aislaron los túbulos

seminiferosdel tejido intersticial.
El liquido intersticial se recolectó a partir de testicu

los individuales siguiendo la técnica descripta por Sharpe

(1983). Se hizo una incisión de aproximadamente 4 mmen el

polo inferior del testículo, se lo colocó en un tubo de poli

estireno, dejándolo luego durante 20 horas a 4°Cpara permitir

que el liquido percole dentro del tubo.

Los homogenatos obtenidos a partir de las cápsulas,

túbulos seminiferos y células intersticiales se centrifugaron

a 10.000 rpm durante 10 minutos, y los sobrenadantes se fil
traron a través de microfiltros de nitrocelulosa mediante una

centrifugación de 10 minutos a 10.000 rpm. En los extractos

perclóricos asi obtenidos se determinó la concentración de 5

HTpor hplc y 1a concentración de catecolaminas por la técnica
radioenzimática.
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Obtenciónde células intersticiales

Para la obtenciónde células intersticiales se utilizó la

técnica descripta por Mendelsony col (1975). Los testículos

decapsulados, colocados en tubos Falcon de plástico (hasta 6

testículos por tubo) fueron suspendidos en Medio 199 (M199)en

una relación de 1 g de testículo por ml de medio conteniendo

0.3 mg/ml de colagenasa. La incubación se realizó a 34 °C,

durante 10-12 minutos en un incubador tipo Dubnoff con

agitación constante. Finalizada la incubación, la acción de la

colagenasa se detuvo por dilución con M199 (8 ml por ml de

incubación). Conel objeto de dispersar mejor el tejido, los

tubos se agitaron en forma rotatoria, durante 3 1ninutos,

dejándolos reposar otros 3 minutos. Cuando los tübulos

hubieron decantado, se filtró el sobrenadante a través de una

malla de nylon (Nitex), recogiéndose el filtrado en otro tubo

de plástico. Laresuspensióny agitación rotatoria se repitie
ron una vez más, y el filtrado se juntó con el anterior. Las

células intersticiales obtenidas se centrifugaron a 700 x g
durante 10 minutos.

Para eliminar los glóbulos rojos presentes en este

preparado se resuspendieron las células en una solución

isotónica de Tris-NH4C1 (1.7 y 140 mMrespectivamente) e

incubaron durante 10 minutos a 34 °C con agitación constante.

La lisis de los glóbulos rojos se detuvo por dilución con
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M199, y la células se centrifugaron nuevamente a 700 x g

durante 10 minutos (Radicella, 1986).

Determinación del porcentaje de células con actividad de 33

hidroxiesteroide deshidrogenasa.

La técnica histoquimica que detecta la actividad 3B-HSD

(Levy y col, 1959) permitió evaluar el porcentaje de células

esteroidogénicas en las suspensiones celulares obtenidas por

colagenización. Unml de suspensión celular se incubó con 1 ml

de NAD(8 mg/ml), lml de p-nitro azul de tetrazolium (2 mg/ml)

y 0,1 ml de dehidroepiandrosterona (1 mg/ml), durante 1 hora

en un baño a 37 °C con agitación constante y en atmósfera de

carbógeno (95%Oy 5%C09. Finalizada la incubación, se evaluó

microscópicamente la presencia de depósitos oscuros en las

células con actividad de 3B-HSD,que provienen de la reducción

del p-nitro azul de tetrazolium a azul de formazán.

Determinación del porcentaje de células viables

El porcentaje de células viables presentes en cada

preparación se determinó mediante el test de exclusión de azul

tripan. A 100 ul de suspensión celular en M199se le agregaron

500 ul de una solución 0.4% de azul tripan y 400 ul de M199

conteniendo 0.1 % albúmina sérica bovina (BSA). Las células
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permanecieron 5 minutos a temperatura ambiente en presencia de

azul tripan antes de su observación microscópica. El porcen

taje de células teñidas (muertas) se determinó utilizando una
cámara de Neubauer.

Purificación de células de Leydig

Las células de Leydig se purificaron utilizando dos
técnicas diferentes:

1) Purificación por metrizamida:

Las células intersticiales se resuspendieron en 4 ml de

M199 conteniendo 30 ug/ml de ADNasa, se ubicaron sobre una

capa de 8 ml de Metrizamida al 11%y centrifugaron a 3.300 x

g durante 10 minutos (Radicella, 1986). El precipitado asi

obtenido contenía entre un 95 - 98%de células de Leydig , de

acuerdo con la técnica histoquimica que detecta la actividad

de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

2) Purificación por Percoll:

En este caso la purificación se realizó por centrifuga

ción de la suspensión de celulas intersticiales libres de

glóbulos rojos, a través de 2 bandas de Percoll de 90 y 40%,

segun describe Khuny Velten (1982). El gradiente discontinuo

se centrifugó a 1100 x g durante 15 minutos. La fracción de

células de Leydig se ubicó en 1a interfase de las dos bandas

de Percoll y entre 92 y 95% de estas células mostraron
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actividad de 3B-HSD.Dichas células fueron aspiradas, diluidas

con M199y centrifugadas a 700 x g durante 10 minutos.

DETERMINACION DE MONOAMINABTESTICULARES

Determinación de monoaminaspor histoggimica de fluorescencia

Para la determinación histoquimica de monoaminas se

siguió la técnica descripta por de la Torre y Surgeon (1976)

basada en la reacción del ácido glioxilico con las monoaminas

del tejido para dar un derivado fluorescente.

Las ratas se anestesiaron con eter y se disecaron los

testículos, colocándose trozos de los mismos dentro de un

crióstato a -25 °Chasta su total congelamiento. Se prepararon

cortes de 16 u de espesor y se recogieron en porta objetos

previamente enfriados. Cada corte se sumergió en una solución

0.2 M de sacarosa, 0.23 MKHZP04,1%ácido glioxilico, pH7.4,

durante 3 segundos dejándose secar bajo una corriente de aire

frio. Los cortes se pasaron a una estufa a 80 i 1 °C donde

permanecieron exactamente 5 minutos y luego se montaron para

su observación microscópica.

Los cortes fueron observados y fotografiados en un

microscopio de fluorescencia Zeiss, utilizando un filtro de

exitación ultravioleta de banda amplia (emisión máxima: 425

nm, exitación máxima: 355 nm).
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Técnica espectrofluorométrica para la detección de S-HT

Para la determinación del contenido de S-HTen testículos

enteros, se utilizó la técnica espectrofluorométrica descripta

por Curzon y Green (1970). Los animales se sacrificaron por

dislocación cervical y se extrajeron los testículos colocan

dolos en cápsulas de vidrio sobre hielo. El tejido se pesó y

procesó inmediatamente o bien se guardó a —20°Chasta el

momentode la determinación.

Las siguientes soluciones se prepararon el mismodía del

experimento: 0.004% o-ftalaldehido (OPT) en HCl 10 N y 0.1%

cisteina en HCl 0.1 N. Los testículos descapsulados se

homogeneizaron en 10 volúmenes de n-butanol acidificado y

frío, utilizando un homogeinizador Ultraturrax. Luego de

centrifugar el homogenato por 5 min a 3000 rpm, a 2.5 ml del

sobrenadante se le agregaron 5 ml de n-heptano y 0.4 ml de HCl

0.1 Nconteniendo 0.1%cisteína, las fases se agitaron vigoro

samente para lograr la extracción y luego se separaron por

centrifugación.
Para la determinación de 5-HTse tomaron alícuotas de 0.2

ml de la fase acuosa a los cuales se les agregó 1.4 ml de OPT.

Los tubos se mantuvieron en un baño a 100°C durante 15 min. y

una vez fríos la fluorescencia se cuantificó utilizando un

espectrofluorómetro Aminco-Bowman.Las longitudes de onda de

excitación y emisión fueron 360 y 470 umrespectivamente. Los
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blancos de reacción se prepararon haciendo reaccionar 1.4 ml

de solución OPTcon 0.2 ml de cisteina 0.1% en HCl 0.1 N.

La relación entre fluorescencia y cantidad de 5-HT

presente resultó lineal entre 10 y 400 ng, obteniéndose

duplicados que no diferian en más de un 1%del promedio. El

punto de la curva conteniendo 25 ng de S-HTdio una lectura

que resultó el doble de 1a correspondiente al blanco de

reacción. Se observó además, que el triptofano, precursor de

la 5-HT, no interfería en esta determinación (fig. 10 A). Por

otro lado, se verificó que la cantidad de 5-HTtesticular

determinada por este métodoespectrofluorométrico resultó ser

lineal con la cantidad de tejido utilizado para la extracción

y posterior reacción (fig. 10 B) en el rango de 1 - 6 g.

Determinación de S-HT por HPLC

El contenido de 5-HT en cada compartimiento testicular

aislado se determinó mediante la técnica de cromatografía

liquida de alta presión (hplc) y detección electroquimica. El

método seguido fue el descripto por Koch y Kissinger (1973),

con algunas modificaciones que permitieron aumentar la

sensibilidad y la resolución de los metabolitos.

Las mediciones se realizaron en un cromatógrafo de

Bioanalytical Systems (West Lafayette, IN., EEUU)equipado con

una válvula de inyección de 6 puertas (Rheodyne) con un loop
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de 50 ul, una columna de fase reversa (uBondapak Cm), con

tamaño de partícula 10 um, y dimensiones de la columna 30 x

3,9 mm.Se utilizó un detector amperométrico (LC-4Bioanalyti

cal System) con un electrodo de pasta de carbón (CP-O) al que

se le aplicó un potencial de 0.6 V versus un electrodo de Ag/

AgCl como referencia.

La fase móvil utilizada fue un buffer AcOH/AcONH,0.5 M

pH 5.1 que contiene 4,8 %de metanol (calidad hplc). Esta fase

móvil se impulsó mediante una bombade un solo pistón (Altex

modelo 110 A) con un flujo de 1 ml/ minuto (1300 psi) y se

recicló.

En estas condiciones experimentales los tiempos de

retención de obtenidos fueron: S-HT: 14,8 min y 5-HIAA: 10,8

min (fig 11). En este sistema las catecolaminas y sus metabo

litos se eluyen en el volúmenmuerto y el triptofano no se

detecta al potencial escogido. La sensibilidad alcanzada es de

alrededor de 20 pg, dependiendo del electrodo de trabajo. A

fin de asegurar una buena sensibilidad y reproducibilidad se

pulió el electrodo repetidas veces a lo largo de su uso.

Con las alturas de los picos correspondientes a los

patrones se construye una curva de calibración . La concen

tración de S-HTen las muestras se calcula a partir de la

altura del pico utilizando la curva de calibración.
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Determinación de catecolaminas por HPLC

El contenido de NEen cápsulas de testículos controles y

desnervados se determinó mediante la técnica de hplc. El

tejido fue homogeinizado en PCA0.2 N, bisulfito de sodio

0.3%, EDTA 0.5% junto con ESng de standard interno 3,4

dihidroxibenzilamina (DHBA).El homogenato se centrifugó a

12.000 x g durante 10 minutos a 4°C, descartándose el precipi

tado. A una alícuota de 500 ul de sobrenadante se le agrega

ron 1 ml de buffer Tris-HCl 0.5 M, pH 8.6 y 5 mg de alúmina y

agitó vigorosamente durante 2 minutos. La alúmina se separó

por centrifugación a 12.000 x g durante 5 minutos y se lavó

dos veces con agua tridestilada. Posteriormente las

catecolaminas se eluyeron en ácido fosfórico 0.1 M, y 1a

alümina se eliminó por centrifugación. El extracto se filtró

a través de filtros Milipore, guardándoseel filtrado a -70 °C

hasta la determinación en el sistema hplc.

Se utilizó el mismoequipo descripto para la medición de

S-HT. La fase móvil usada fue 0.1 M acetato de sodio, 0.02 M

ácido cítrico, 100 mg/l EDTA,0.5 mMoctil sulfato de sodio,

8% metanol, pH 4.2. Las soluciones standard de NE, DAy DHBA

se prepararon el día de la medición de las muestras en ácido

fosfórico 0.1 M. El potencial de oxidación aplicado fue de 0.7

V.

Los cromatogramas se obtuvieron sobre un registrador
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F'ggra 12: Cromatogramaobtenido con soluciones standard de
catecolaminas.

1: dopamina; 2: 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA); 3:
epinefrina; 4:norepinefrina.
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gráfico y la altura de los picos se comparócon las alturas de

los picos correspondientes a las soluciones standard (fig.12).

Técnica radioenzimática para la determinación.de catecolaminas

El contenido de catecolaminas en cada compartimiento
testicular aislado se determinóutilizándo el métodoradioen

zimático originalmente descripto por DaPrada y Zürcher (1976)

y modificado por Chiocchio y col. (1984). El ensayo se basa en

la metilación de las catecolaminas por la enzima catecol-O

metil tranferasa (COMT)en presencia de3H-S-adenosilmetionina

(3H-SAM).Los productos O-metilados radiactivos se transforman

luego en cmmplejos menos polares mediante el agregado de

tetrafenilborato (TPB),son extraídos en eter y luego separa

dos por cromatografía en capa delgada.

Para cada serie de determinaciones se prepararon 2

blancos de reacción :1) conteniendo 100 ul de PCA0.3 %a lo

largo de todo el procedimiento y 2) conteniendo 100 ul del

extracto perclórico, que se procesa obviando el agregado de

COMT.

Las muestras (100 ul de extractos perclóricos) se

colocaron en tubos Eppendorf. Para la preparaciónk de las

standards internos y externos se agregaron 50 ul de una
solución conteniendo una masa adecuada de cada una de las

aminas disueltas en 0.1N HCl (0.1 - 1 ng) a 100 ul de la
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muestra o a 100 ul de PCA0.3 N, respectivamente. Se agregaron

50 ul de HCl 0.01N tanto a las muestras comoa los blancos.

La reacción se inició con el agregado de 100 ul de la

siguiente preparación: 0.1 mgditiotreitol, 50 ul de buffer

Tris-HCl 2 M pH 9.6, 20ul de 25mMMgClZ, 25 ul de COMT y 2 ul

de 3H-SAM(0.27 nmoles). Los tubos se taparon y la mezcla de

reacción se incubó durante 60 min a 35°C en un baño con

agitación constante.
Finalizada la incubación la reacción se detuvo colocando

los tubos en hielo y agregando 150 ul de buffer borato 1 M

pH8.0. Se agregaron luego 50ul de una solución acuosa de TBP

(1,5% p/v) y 50 ul de una solución carrier conteniendo 0.5

mg/ml de los tres derivados metilados no marcados en HCL0.01

N. Los productos 3-O-metilados [metoxitiramina (MT), metane

frina (MN)y normetanefrina (NM)]se extrajeron de la solución

(pH 8.2) en 10 ml de eter dietilico mediante agitación por 5

min. Las fases se separaron por centrifugación a baja veloci

dad, y 9.7 ml de la fase eterea se transfirieron a otra serie

de tubos conteniendo 0.5 ml de HCl 0.1N. Despues de la

agitación y posterior centrifugación se aspiró y descartó la

fase orgánica y la fase acuosa se evaporó bajo vacio en un
baño a 20°C. El residuo fue tomado en 80 ul de una solución

conteniendo metanol y 0.001N HCl. Cada muestra se sembró en

una placa linear K, Whatman.La cromatografía se desarrolló

durante aproximadamente 30 min en cubas mantenidas en oscuri
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dad con el siguiente solvente: cloroformo: etanol: etilamina

70%(16:3:2). Las placas se dejaron secar bajo una corriente

de aire frio y se identificaron las bandas correspondientes a

los derivados metilados por irradiación con luz UVde longitud

de onda 254mm.La banda corespondiente a MTtritiada se eluyó

en 1 ml de HCl 0.5 N y se cuantificó su radiactividad. En

cambio la MNy NMfueron fueron previamente oxidadas a ácido

3-metoxi-4-hidroximandélico. Para ello, se rasparon de la

placa las bandas correspondientes a MNy NMtransfiriéndolas

a otra serie de tubos. Los derivados metilados se eluyeron dos

veces en 1 ml de NH32N. Al eluido se le agregaron 0.25 ml de

NaIO¿ 3%y luego de una incubación a 35 °C durante 10 min, se

colocaron en hielo, y agregaron 0.5 ml de ácido acético y 10

ml de toluol. Los tubos se agitaron y centrifugaron y la fase

orgánica fue transferida a viales de conteo para la cuantifi
cación de su radiactividad.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION "IN VITRO“ DE ANDROGENOB

Incubación de testículo entero:

La capacidad esteroidogénica de los testículos de ratas
controles o desnervadas se estudió "in vitro" tanto en con

diciones basales comode estimulación con hCG, siguiendo las

técnicas utilizadas en el Laboratorio (Suescuny col, 1985).
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Los testículos descapsulados se colocaron en viales de

plástico conteniendo 3 ml de M199, 0.1 mMMIX y 0.1% BSA y

fueron incubados en condiciones basales, bajo atmosfera de

carbógeno, a 34°C, durante 2 horas. Luego de esta primera

incubación, los testículos se lavaron en M199, y fueron

colocados en 3 ml de medio fresco conteniendo 100 mUI de hCG,

0.1 mMMIX y 0.1% BSA, donde se incubaron por 2 horas más en

las mismas condiciones de 1a primera incubación.
Finalizada cada incubación el mediose transfirió a tubos

de Kahn y centrifugó a 1.500 x g durante 10 minutos. El

sobrenadante se guardó a -20 °C para la posterior determina

ción de andrógenos.

Incubación de células intersticiales o células de Leydig

purificadas

Las células intersticiales o células de Leydig se in

cubaron en un volumen final de 1 ml de M199 con 0.1 mMde MIX,

0.1% BSAy suplementado con distintas hormonas o reactivos

según se detalla para cada experimento. Las incubaciones se

llevaron a cabo durante 3 horas a 34 °C en un incubador tipo

Dubnoff, en atmosfera de carbógeno.

Finalizada la incubación, se descartaron las células por

centrifugación a 3.000 rpm durante 10 minutos yr el medio

sobrenadante se guardó a -20 °C para la posterior deter
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minación de esteroides. Cada tubo contenía 106 células

intersticiales o bien 1 - 3 x 10Scélulas de Leydig purifica
das.

Conel propósito de evaluar la capacidad esteroidogénica

de las preparaciones celulares se estudió su respuesta a

concentraciones crecientes de hCG (fig.13). La producción

basal de testosterona fue superior en la preparación de

células purificadas que en las suspensiones de células

intersticiales crudas, y respondieron con mayorintensidad al
estimulo de hCG.

DETERMINACION DE RECEPTORES TESTICULARES

Determinación de recgptores de S-HT

Para la determinación de sitios de unión para 5-HT se

utilizaron membranasobtenidas a partir de testículos descap
sulados <3células intersticiales aisladas. Los 'testiculos

enteros fueron homogeinizados en 5 volúmenes de sacarosa 0.32

M, pH7.4, mientras que las células obtenidas por colageniza

ción se sonicaron en la mismasolución de sacarosa. Los pasos

siguientes fueron comunesa ambas preparaciones.

Los homogenatos se centrifugaron a 1000 x g durante 10

min., separándose de esta manera los núcleos y células
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enteras. El sobrenadante fue posteriormente centrifugado a

48.000 x g durante 15 min. y el precipitado obtenido lavado

dos veces con buffer Tris 50 mM,pH 7.4. Entre los dos lavados

las membranas se resuspendieron e incubaron a 37°C durante 10

minutos para permitir que la monoaminoxidasa degrade la 5-HT

endógena. El precipitado final fue resuspendido en un volumen

adecuado de buffer Tris (Tris 50 mM,pargilina 10 uM, CaCl2 4

mM, ácido ascórbico 0.05%, pH 7.4)

El ensayo de unión se llevó a cabo en tubos de Kahn de

vidrio conteniendo 25 ul de buffer Tris con o sin 5-HT (in

especifico y unión total respectivamente), 25 ul de 3H-S-HT

(AE25 - 30 Ci/mmol) en concentraciones finales de 0.2 a 20 nM

y 200 ul de la preparación de membranas. Los tubos se incuba

ron a temperatura ambiente durante 60 minutos y la reacción de

asociación se detuvopor filtración rápida al vacio utilizando

filtros de fibra de vidrio WhatmanGF/B. Seguidamente los

filtros se lavaron tres veces con 4 ml de buffer frio. Unavez

secos los filtros se transfirieron a viales de vidrio conte

niendo 10 ml de tritón-tolueno centellante (30:60) y la
radiactividad extraída durante 20 horas se cuantificó en un

contador de centelleo líquido con una eficiencia aproximada

del 60%.
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Determinación de receptores de LH

La determinación de los receptores testiculares para LH

se realizó siguiendo la técnica descripta por Charreau y col.

(1978). Los testículos descapsulados se homogeinizaron

individualmente en buffer fosfato salino (PBS: 137 mMNaCl,

2,7 mM KCl, 8 mM NaZHP04, 1.5 mM KH2P04, 0.9 mM CaClZ, 0.5 mM

MgClZ, pH 7.4 ) en una relación de 4 ml por g de tejido. Los

homogenatos se centrifugaron a 20.000 x g durante 30 minutos

en una centrífuga refrigerada. El precipitado obtenido fue

resuspendido en 9 volúmenes de PBS, filtrado a través de una

malla de nylon y utilizado comofuente de receptores.

Alicuotas de 100 ul de fracción receptora fueron incu

badas con concentraciones crecientes de 125I-LH ( 5000 

200.000 cpm, AE: 10 -30 uCi/ug) en tubos de Kahn de plástico

durante 20 horas a temperatura ambiente, en un volumen final

de 250 ul. La unión inespecifica se determinó en incubaciones

paralelas conteniendo 100 UI de hCG.

Finalizada la incubación, las membranasse diluyeron con

2.5 ml de PBS frío y se centrifugaron a 3.500 rpm durante 30

minutos aspirándose luego el sobrenadante. La radiactividad

presente en los precipitados se determinó en un contador gamma

automático (BeckmanAuto-Gamma4000), con una eficiencia de

conteo del 74%.
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Determinación de receptores de FBH

Para la determinación de receptores testiculares para FSH

se utilizó el procedimiento descripto por Chiauzzi y col.

(1982). Los testiculos descapsulados se homogeinizaron en

Buffer Tris 25 mM, MgCl2 10 mM, pH 7.4 y las membranas se

obtuvieron tal comose describió anteriormente. El pecipitado

obtenido se resuspendió en 3 volumenes de buffer Tris-MgClr

Se realizaron experimentos de saturación en los que se incu
baron alícuotas de 100 ul de membranas con 50 ul de 125I-FSH

(300.000 cpm, AE: 26.4 uCi/ug) a temperatura ambiente por 20

horas. La unión inespecifica se determinó en presencia de 10

UI de FSHno marcada. Finalizada la incubación la separación

de la hormonaunida y libre se realizó tal comose describió

para la unión de 125I-LH.

Determinación de receptores de prolactina

Los receptores testiculares para prolactina se determi

naron en las mismaspreparaciones de membranasutilizadas para

receptor de LH, siguiendo el protocolo experimental descripto

por Charreau y col. (1977a). En estas determinaciones se uti
lizó 125I-PRLcon una actividad especifica de 20-50 uCi/ug y
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la unión inespecifica se determinó en presencia de 10 ug de

prolactina ovina (NIADDK-oPRL-17).

Para determinar el númerode sitios receptores y el valor

de la constante de afinidad (K9 los datos de los experimentos

de saturación se analizaron según el métodos de Scatchard

(1949). Para ello se utilizaron programas de computación para

una Hewlett Packard HP86, desarrollados en el IByME(Calvo,

1982).

Con el objeto de establecer la máximacapacidad de unión

(MCU)de la preparación de hormona radiactiva utilizada, se

incubaron diferentes alícuotas de la preparación de membranas

(25 -200 ul) de hormona marcada. La unión inespecifica se

obtuvo tal comose describió anteriormente. A partir de la

ordenada al origen de un gráfico de l/(radiactividad especi

ficamente unida) versus 1/(volumen de membranas) es posible

determinar la fracción de hormonamarcada que se uniria a una

concentración infinita de receptor (MCU). La Figura 14

muestra los gráficos correspondientes al análisis de MCUpara

LH, FSH y PRL iodadas .
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Determinación de Receptores B adrenérqicos:

Los receptores B adrenérgicos se determinaron en suspen

siones de células de Leydig purificadas a través de un colchón

de metrizamida. El ligando radioactivo utilizado fue el anta

gonista B adrenérgico [3H] CGP-12177, (4-(3-t-butilamino-2

hidroxipropoxi)-[5,7-fi{] benzimidazole-Z-ona) y se siguió 1a

técnica descripta por Anakwey Moger (1985). El CGP-12177es

un compuesto hidrofilico incapaz de atravesar la membranay

penetrar al interior celular (Hertel y Staehelin, 1983). Esto

permite la caracterización de receptores B adrenérgigos en

células intactas sin necesidad de utilizar preparaciones de
membranas.

Las células de Leydig purificadas se resuspendieron en

buffer Hepes (10 mMHEPES, 5 mMglucosa, 145 mMNaCl, 5 mMKCl

y 1 mMCaClz, pH 7,4) y se incubaron a 34°C durante 60 minutos

con concentraciones crecientes de ÜH]-CGP.La unión inespeci

fica se determinó en presencia de 10 uMdl-propanolol. Finali

zada la incubación la reacción se detuvo por dilución con 4 ml

de buffer Tris-Hcl 170 mM,pH 7,4 y centrifugación a 800 x g

durante 10 min.a 4°C. Los "pellets" resultantes se lavaron dos

veces con 4,5 m1 de buffer Tris-HCl frio y permanecieron

durante 16 horas en Protosol para permitir su disolución. Se

agregaron luego 10 ml de liquido centellante y la radiactivi
dad unida se cuantificó en un contador de centelleo Beckman.
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ESTUDIO HISTOLOGICO DEL TESTICULO: microscopía óptica 1

electrónica.

Se estudió la morfología testicular en ratas controles y
sometidas a desnervación testicular.

Los animales anestesiados con Nembutal (ip, 35 mg/kg) se

canularon a través de la aorta abdominal, a la altura de la

arteria renal. Se perfundió solución salina para eliminar la
sangre circulante y luego solución fijadora (1%paraformalde

hido, 4%glutaraldehido, 0.1Mcacodilato de sodio, pH 7.2) a

una velocidad de 2 ml/ min. Los testículos se disecaron y del

polo superior se cortaron bloques pequeños que permanecieron

por 2 horas más en el mismofijador y luego se lavaron 3 veces

por 30 min con buffer cacodilato 0.1 M, pH7.2. Los tejidos se

postfijaron en 2% Oso, en buffer cacodilato 0.1 M, por 2

horas. Previo lavado en H¿)se procedió a la deshidratación e
inclusión de los tejidos en Epon. Los cortes semifinos se

colorearon con azul de toluidina y se analizaron en un

microscopio óptico Zeiss, mientras que los cortes ultrafinos

se analizaron en un microcopio electrónico, Siemmens.
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DETERMINACIONES HORMONALES

Determinación de andrógenos

Para las determinaciones de andrógenosséricos se colectó

sangre truncal la cual fue centrifugada 10 min a 2000 rpm

luego de haber permanecido a temperatura ambiente para la

formación del coagulo. Los sueros obtenidos se mantuvieron a

-20 C hasta el momentodel ensayo.

La determinación de la concentración sérica de testoste

rona y 3ok-diol se realizó según el métodoutilizado y vali

dado en el laboratorio (Suescun y col, 1985). Alíquotas de 200

ul de los sueros se extrajeron dos veces con 2 ml de éter

etílico; los extractos etéreos se evaporaron a sequedad bajo

una corriente de nitrógeno, y los residuos se resuspendieron

en 800 ul de buffer conteniendo: 40 mMHNaP04, 35 nmllüNaP04,

0.15 mMNaCl, 0.1 %gelatina y 0.1% azida sódica, pH 7.4. Las

determinaciones de las concentraciones de andrógenos en dichas

suspensiones se realizó por radioinmunoensayo (RIA), expresán

dose los resultados en ng/ml. El limite inferior de detección

fue de 12.5 pg y los coeficientes de variación intra- e inter

ensayo fueron menores del 12%.

La testosterona y 3CÉ-diol producidos y liberados al

medio de incubación se determinaron directamente por RIA, sin

previa extracción.
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Determinación de hormonas proteicas

Las concentraciones séricas de LH, FSHy PRLse determi

naron por RIA, utilizando una técnica de doble anticuerpo

(Lacau de Mengidoy col, 1989). Las incubaciones con el primer

anticuerpo se realizaron a 4°C durante 24 horas. Se agregó

posteriormente la hormona marcada y, luego de 24 horas, el

segundo anticuerpo. La hormonalibre se separó por centrífuga

ción y aspiración de los sobrenadantes, y se determinó la

radiactividad de los precipitados. Los resultados se expresan

en ng/ml con respecto a los standards LH RP-2, FSH RP2 y PRL

RP3 del NIAMDDRat Pituitary Distribution Program (EEUU). Los

coeficientes de variación intra- e inter ensayo fueron 8.0%y

13.2%; 7.0% y 13.4% y 7.2 y 12.8% para FSH, PRL y LH res

pectivamente.

OTROS METODOS

Determinación de proteinas

Se realizó por el método de Lowryy col. (1951), utili
zando BSAcomo standard.
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Análisis estadístico

Lasdiferencias estadisticas se analizaron por el test de

Student en el caso de 2 grupos de muestras independientes, y

por análisis de varianza y test de Duncanen el caso de más de

2 grupos (Li, 1964).

En el análisis de muestras dependientes se utilizó el

test "t" de Student para muestras pareadas.



RESULTADOS



INERVACION MONOAMINERGICA TEBTICULAR

Con el fin de determinar la distribución y los niveles de
monoaminasen el testículo de rata se estudió la localización de

las mismas por técnicas histoquímicas y el contenido de monoaminas

en cada compartimiento testicular aislado.

Comoprimera aproximación se examinó la localización de fibras

monoaminérgicastesticulares medianteuna técnica de histofluores

cencia, utilizando animales en diferentes estadios de maduración

sexual. Luegoen otra serie de experimentos se estudió el contenido

de 5-HT en cápsula aislada y parénquima testicular por el método

espectrofluorométrico descripto por Curzony Green (1970). Utili

zandouna técnica massensible, hplc, se analizó la distribución de

5-HTen los siguientes compartimientos aislados de testículos de

rata adulta: cápsula, células intersticiales, líquido intersticial
y túbulos seminíferos. El contenido de catecolaminas se determinó

en los mismoscompartimientos aislados utilizando un método radio

enzimático (Chiocchio y col, 1984).

Identificación de monoaminaspor histoggimica de fluorescencia

En el testículo de ratas de 15 días se observaron grupos de

células con moderada fluorescencia homogeneaverde en los espacios

intertubulares (fig. 15 A). Entestículos de animales de 40 días se
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Figura 15: Microfotografías de testículos de rata tratados con el
métodode fluorescencia inducida por ácido glioxílico.

(A) Rata de 15 días: Se observan agrupaciones de células con mode
rada fluorescencia en los espacios intertubulares. Aumento:200 x.
(B) Rata de 40 días: Células intersticiales con gránulos fluores
centes muy intensos. Aumento: 1250 x.
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Figura 16: Microfofiografías de testículos de rata de 60 días
tratados con el metodo de fluorescencia inducida por ácidoglioxílico.

(A): Se observan. numerosas fibras fluorescentes en la cápsulatesticular. Aumento:500 x.
(B): Células con gránulos fluorescentes localizadas debajo de lacápsula testicular. Aumento:1250 x.
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.observaron gránulos fluorescentes muyintensos solamente en algunas

células intersticiales (fig.15 B).
A los 60 dias de edad no se encontraron células fluorescentes

en el parénquima testicular. Se observó la presencia de finas

fibras fluorescentes recorriendo la cápsula testicular (fig. 16A).

Esta inervación capsular se visualizó también en animales inmadu

ros. En el parénquimadel testículo de la rata adulta se encontra

ron fibras principalmente alrededor de los vasos sanguíneos que

llegan al polo superior del testículo. La mayoria de estas fibras

acompañabanel recorrido de los vasos sólo en la zona periférica

del testículo y desaparecian a medida que los vasos se internaban

en el órgano. Nose observaron fibras que penetraran dentro de los
túbulos seminiferos ni contactaran con células intersticiales ni

aún en la zona cercana a la cápsula. En la membranabasal de los

túbulos seminiferos se observaron pequeños cuerpos con fluorescen

cia amarilla que resultó ser inespecifica, ya que también estaba

presente en los controles de la reacción.

Ocasionalmente se hallaron células con gránulos fluorescente

muyintensos debajo de la cápsula testicular (fig.16 B).

Contenido testicular de s-HT

Se determinaron los niveles de S-HTen testículos enteros

decapsulados de ratas de distintas edades. Comomuestra la
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Figura 17: Ontogenia del contenido de S-HTen parénquima testicular

Cada punto representa el promedio i ES de 6 determinaciones
individuales. Para cada determinación correspondiente a ratas entre
15 y 30 dias se homogeinizaron conjuntamente los testículos de 2 o
más animales. Las restantes muestras provenían cada una de un único
animal.



93

Figura 17 la concentración de S-HTexpresada comong/g no presenta

variaciones significativas entre los 15 y 45 dias de edad y dis

minuye significativamente a los 60 dias.

Para la determinación espectrofluorométrica de 5-HTel tejido

debe homogeinizarse en n-butanol. Al intentar por esta técnica

estudiar el contenido de 5-HTen cápsula aislada, resultó imposible

lograr la total homogeinización de este tejido en el mencionado

solvente. Luego se determinó el contenido de 5-HTpor hplc cápsulas

aisladas de animales de diferentes edades. Comomuestra la Figura

18 se observaron valores comparables en cápsulas de rata púber y

prepúber, mientras que en los animales adultos el contenido de 5-HT

es significativamente mayor que en animales de 30 o 45 dias (p <

0.005).

Distribución de S-HT y catecolaminas en los distintos compar
timientos testiculares aislados.

Se estudió el contenido de S-HT en los distintos compar
timientos de rata adulta. Comose muestra en la Tabla 3 esta

monoaminaestá presente no solo en la cápsula testicular sino

también en preparaciones de células intersticiales aisladas y en

liquido intersticial. Encuantoal sector tubular, este no presenta
niveles detectables de 5-HT.
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Figgra 18: Contenido de s-HTen cápsula testicular aislada.

Los valores representan el promedio i ES de 5 determinacionesindividuales. * p< 0,005 comparado con 30 y con 45 dias.



S-HT

Cápsula
(pmol/cápsula)

células ¿ntersticiales(fmol/lO celulas)
Pluido intersticial
(pmol/ml)

Túbulos seminíferos
(pmol/mg prot)

40.5 i 1.9 (10)

327.0 i 23 (5)

132 i 1.6 (5)

ND (5)

Tabla 3: Contenido de S-HTen los distintos compartimientos testiculares de rata adulta.

Los valores representan el promedio i ES para el número de
determinaciones individuales que se indica entre parentesis. ND,no
detectable
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Enel liquido intersticial se encontró una concentración de 5

HT en el orden 100 nM y se observo también la presencia de su

metabolito, el 5-HIAA.

Comose muestra en la Tabla 4, la cápsula testicular y el

liquido intersticial contienen NEy DA; mientras que en las pre

paraciones de células intersticiales sólo se halló NE. El sector

tubular, en cambio, no presentó niveles detectables de catecol

aminas (Tabla 4).

Los valores plasmáticos de monoaminasse muestran en la Tabla

5. Comparando las concentraciones de 5-HT, NEy DApresentes en el

liquido intersticial con los respectivos valores plasmáticos se
observó que estas son significativamente mayores en el liquido

intersticial (p < 0.005).

Estudiando la distribución de la 5-HTtesticular se encontró

una alta concentración de esta indolaminaen la cápsula testicular

donde se observaron abundantes fibras flourescentes monoaminérgi

cas. Estos resultados plantearon la posibilidad de que la 5-HT

llegue al testículo a través de nervios.

Presencia de S-HTen los nervios espermáticos superiores.

Para estudiar el posible origen neural de la S-HTtesticular

se comenzó por analizar en cada una de las ramas que componen el

nervio espermático superior, el contenido de monoaminas. Como
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NE E DA

Cápsula
(pmol/cápsula) 39.1 i 5.2 ND 0 8 i 0.1

cél. intgrsticiales
(fmol/lO cél.) 43.5 i 9.5 ND ND

Liquidointersticial
(pmol/ml) 46.8 i 6.6 ND 5 1 i 0.2

Túbulos seminiferos
(pmol/mg prot) ND ND ND

timientos testiculares de rata adulta.
Tabla 4: Contenido de catecolaminas en los distintos compar

Los valores representan el promedio 1 ES de 5 determinacionesindividuales. ND:no detectable. Cél: células.
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pmol/ml

NE 24.8 i 6.5

DA 1.5 i 0.2

E 51.9 + 2.7

S-HT 22.7 i 2.0

Tabla 5: Valores plasmáticos de monoaminas.Los valores representan
el promedio i ES para 5 determinaciones individuales.
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muestran los correspondientes cromatogramas (fig. 19), la 5-HTestá

unicamente presente en las fibras nerviosas que se originan

en el plexo renal, las cuales también contienen catecolaminas.

Dichas fibras se unen luego a las ramas catecolaminérgicas, si

guiendo el recorrido de la arteria testicular y alcanzan al tes
tículo por el polo superior.

Efecto de la desnervación sobre el contenido de S-HT.

A lotes de ratas adultas se les seccionó unilateralmente la

rama nerviosa que se origina en el plexo renal (fig 7), evaluando

se, una semanamástarde, el efecto de esta desnervación específica
sobre el contenido testicular de 5-HT.

Comomuestra la Figura 20 la desnervación realizada determinó

una disminución significativa en el contenido de S-HTen cápsula y

líquido intersticial del testículo ipsilateral, indicandoque las
fibras que se originan en el plexo renal podrían proveer 5-HTal
testículo. Los niveles de S-HTen el testículo contralateral a la

desnervación no se modificaron respecto de los valores hallados en
animales intactos.
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F'ggra 19: Cromatogramascorrespondientes a los nervios espermáti
cos superiores.

(1) standard de 5-HT; (2) nervio originado en el plexo renal;
(3) y (4) nervios originados en el plexo intermesentérico.
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Figura 20: Efecto de la sección de la rama del nervio espermático
superior que se origina en el plexo renal sobre el contenido de 5
HTen cápsula testicular (A) y líquido intersticial (B).

Iztesticulos de animales intactos; D: testículo desnervado, C:
testículo control, contralateral a la desnervación. Los valores
representan el promedio i ES de 5determinaciones

* p<o.01.
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EFECTO DE S-HT SOBRE LA PRODUCCION DE ANDROGENOSin vitro.

Se incubaron suspensiones de células intersticiales o células

de Leydig purificadas en presencia de concentraciones crecientes de

5-HT. La Figura 21 muestra el efecto de la 5-HT sobre la

producción basal de testosterona por suspensiones de células

intersticiales de ratas adultas. Se observóun efecto inhibitorio,

dosis dependiente, que resultó significativo a partir de 104 M(p

< 0.025). El agonista serotoninérgico quipazine inhibió la produc

ción de andrógenos de manera similar a S-HT.

Utilizando preparaciones de células de Leydig purificadas se

confirmó el efecto inhibitorio de la 5-HTsobre la producción basal

de testosterona (fig. 22). Por otro lado, en este mismosistema se

observó que la S-HT inhibe de manera dosis dependiente la pro

ducción del andrógeno estimulada por 10 mUde hCG (fig. 20).

En el caso de incubar las células de Leydig con 10” Mde 5-HT

y cantidades crecientes de gonadotrofina, se observó que la

presencia de la indolamina determina una caida en la producción de

andrógenos estimulada por hCG(fig. 23). Con dosis supramáximas de

gonadotrofinas no se alcanzó 1a misma respuesta que en los

controles, sugiriendo la existencia de una lesión en el camino
biosintético de esteroides.



103

* *
10'8 10-7 10‘6 — —

— - — 10'7 1o¡c1\\\\\\\\Ï7’rï

F'ggra 21: Efecto de S-HTy quipazine (Q) sobre la producción de
testosterona "in vitro" por suspensionesde células intersticialesaisladas.

Los valores corresponden al promedio i ES de incubaciones
realizadas por triplicado de un experimentorepresentativo.
** p < 0.025 y * P < 0.005 respecto del valor basal.
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TESTOSTERONA(ng/10sce'lulas)

CD

—— 109 10'8 10'7 10‘6

F'ggra 22: Efecto de S-HTsobre la producción de testosterona basal
y estimulada por hCG, por suspensiones de células de Leydig purificadas.

Los valores corresponden al promedio i ES de incubaciones
realizadas por triplicado de un experimento representativo. o p <
0.01 y * p < 0.001 respecto de la producción en ausencia de 5-HT.
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F'ggra 23: Efecto de S-HTsobre la producción de testosterona por
células de Leydig estimuladas por dosis crecientes de hCG.

Los valores representan el promediode incubaciones realizadas
por trÉPlicado, de un experimentorepresentativo. o: control, o: 5
HT, 10 M.
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%células viables

Tiempo o 93

1h 3o min.

Control 88

5-HT lOfiM 37

3 horas

Control 80

5-HT 1043 37

s-HT 10” 82

S-HT 10* 86

Tabla 6: Porcentaje de células viables a distintos tiempos de
incubación en presencia de S-HT.

Los valores representan el porcentaje promendio de células
viables obtenido para 4 determinaciones individuales. No se
observan diferencias significativas dentro de un mismotiempo de
incubación.
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Se estudió si la presencia de 5-HT en el medio afectaba el

porcentaje de células viables a lo largo de la incubación. Comose

muestra en la Tabla 6 la presencia de S-HT no modificó el por

centaje de células vivas en la suspensión a distintos tiempos de

incubación. La leve disminución en el porcentaje de células viables

que se observa a lo largo de la incubación es de la misma magnitud

en presencia o ausencia de S-HT. Estos resultados permiten
descartar un efecto letal de 5-HTsobre las células intersticiales.

RECEPTORES BEROTONINERGICOB TESTICULARES

Estudio de 1a unión de 3H-S-HTa membranas testiculares

Para determinar si el efecto inhibitorio de la 5-HTsobre la

produccion in vitro de andrógenos esta mediadopor sitios recepto

res especïficos, se estudió la asociación de 3H-5-HTa preparacio
nes de membranastesticulares.

Comomuestra la Figura 24, la cantidad de 3H-5-HT especifica

mente unida resultó lineal con la concentración de proteinas pre

sentes en la incubación (0.1 a 2 mg). Luego se determinó el tiempo

de asociación de la 3H-5-HTa sus sitios de unión, observándose que

a los 30 minutos de incubación a 22°C se alcanzó el equilibrio. El

valor de 3H-5-HTespecificamente unida se mantuvo constante hasta

los 90 minutos de incubación. A tiempos mayores se observó una

disminución en la unión especifica probablemente debido a la degra
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F'ggra 24: Unión de 3B-S-HTa membranastesticulares: linealidad
con la cantidad de proteina.

Los valores representan 1a unión especifica observada al
incubar por trip icado concentraciones crecientes de membranas
testiculares con H-5-HT.
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F'ggra 25: Unión de 3H-S-HTa membranas testiculares: curva de
tiempo.

Los valores representan 1a unión específica observada al
incubar yembranastesticulares por distintos tiempos en presencia
de 3 nM H-S-HT. o : incubación en presencia de 0.05% Acido ascór
bico; A : incubación en ausencia de ácido ascórbico.
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dación del ligando radiactivo que es fotosensible y facilmente

oxidable. El buffer de incubación contenia 0.05% (P/V) de ácido

ascórbico, sin el cual el proceso de degradación se evidencia más

rápidamente y no se observó la meseta en la curva de asociación

(fig. 25).

Para estudiar la saturabilidad de la unión, las membranasse

incubaron en presencia de concentraciones crecientes de 3H-5-HT,

determinándose la unión inespecifica en incubaciones paralelas
conteniendo 1000 excesos de 5-HTno radiactiva.

El análisis de los datos según el método de Scatchard (fig.

26) muestró la existencia de dos poblaciones diferentes de sitios

de unión para 3H-5-HTen membranasde testículo total. El sitio de

mayor afinidad presentó una Kdde 1.03 1 0.40 nMy una capacidad de

13.11 i 0.92 fmol/mgde proteina, mientras que el segundo sitio se

caracteriza por tener una menor afinidad (Kd 17.16 i 1.12 nM)y una

mayor capacidad (78.17 i 5.40 fmol/mg proteina).

Estudio de 1a unión de 3E-s-HTa membranas de células intersti

ciales

Teniendo en cuenta el efecto inhibitorio de S-HT sobre la

producción de andrógenosse decidió estidiar la posible localiza

ción de estos sitios de unión en las células esteroidogénicas. Para

ello, se prepararon membranasa partir de células intersticia
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F gura 26: Unión de ;H-5-HTa membranas testiculares:
saturación, (B) gráfico de Scatchard.

Las membr as testiculares se incubaron con concentraciones
crecientes de H-S-HT, determinándose la unión inespecifica en
presencia de 5-HTno marcada. La figura muestra los resultados de
un experimento representativo.

(A) curva de
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les y se determinaron las condiciones experimentales para el
análisis de la unión de 3H-5-HTen ese nuevo sistema. Se observó

que la asociación de la 3H-5-HTa membranasde células intersticia

les alcanza el equilibrio luego de 60 minutos de incubación a 22°C.

La cantidad de 3H-5-HT especificamente unida resultó lineal con la

concentración de proteinas presentes en la incubación.

Comomuestra la Figura 27, la unión de 3H-5-HT a mambranas de

células intersticiales es saturable y el análisis de los datos
demuestra que dichas células poseen una población de sitios recep

tores serotoninérgicos de alta afinidad (Kd: 1.78 i 0.31 nM,n=3).

La concentración de receptores hallada en las preparaciones de

células intersticiales (128.4 i 16.1 fmol/mg prot, n=3) aumentó

respecto de la hallada en testículo entero, sugiriendo que la 5-HT

se uniria preferentementeal tejido intersticial.

Se estudió luego la capacidad de diversas drogas agonistas y

antagonistas serotoninérgicas para desplazar la 3H-S-HTunida a

membranasde células intersticiales, observándose el siguiente

orden de potencia: ketanserina > ciproheptadine > metiotepin >

metisergida > 5-HT> quipazine. El agonista del receptor 5-HT1, 8

0H DPAT,no produjo un desplazamiento significativo de la unión,
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Fiflra 27: Unión de 3H-S-HTa membranasde células intersticiales:
(A) Curva de saturación, (B) gráfico de Scatchard.

. . . 3Las membranas 1ncubaron con concentrac1ones cre01entes de H
5-HT, determinándose la unión inespecífica en presencia de 5-HTno
marcada. La figura muestra los resultados de un experimento repre
sentativo.
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aún a concentraciones milimolares. El hecho de que antagonistas del

receptor 5-HT2tales comoketanserina, ciproheptadine y metiotepin

desplacen la unión del radioligando con mayor eficiencia que la

misma5-HTsugieren que las células intersticiales poseen recepto

res serotoninérgicos tipo 2.

EFECTO DE LA SECCION DEL NERVIO ESPERMATICO SUPERIOR SOBRE LA

ESTEROIDOGENESIS TEBTICULAR.

Con el fin de determinar en que medida la inervación monoami

nérgica del testículo participa en la regulación testicular se
estudió el efecto de la sección del nervio espermático superior
sobre la actividad endócrina testicular.

Efecto de la desnervación testicular en rata adulta

En una primera serie de experimentos se utilizaron ratas de 60

dias de edad sometidas a desnervación testicular unilateral,
utilizándose el testículo contralateral comocontrol.

Para evaluar la eficiencia de la desnervación se determinó el

contenido de NE en la cápsula testicular. En la Figura 28 se

observa que la sección del nervio espermático superior causó una

caida promedio del 52%en la concentración de NB.

Diez dias después de la desnervación quirúrgica, no se obser
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Figura 28: Efecto de la desnervación sobre el contenido de norepi
nefrina en cápsula testicular de ratas adultas.
C: testículo control; D: testículo desnervado. Los valores repre
sentan el promedio i ES de 10 determinaciones individuales.
* p< 0.01 con respecto al control.
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varon cambios en el peso testicular, (controles: 1.81 i 0.05 g,

desnervados: 1.78 i 0.04 g, n=18) ni en los niveles séricos de

testosterona (controles: 3.85 i 0.12 ng/ml; desnervados: 4.14 i

0.30 ng/ml, n=7).

Producción "in vitro" de andrógenos

Se evaluó la producción in vitro de testosterona por testícu

los enteros descapsulados en condiciones basales y en respuesta a

una dosis máxima de hCG (100 mUI). Comomuestra la Figura 29 no se

observaron diferencias en la producción basal de testosterona,

mientras que la respuesta a la hCGresultó significativamente
inferior en los testículos desnervados.

Se analizó luego si la desnervación afecta la sensibilidad con

que las células intersticiales responden a concentraciones

crecientes de gonadotrofina. Contal fin se prepararon, a partir de

cada animal, dos suspensiones de células intersticiales mediante la

colagenización individual del testículo desnervado y del control,

las cuales fueron incubadas durante 3 horas en presencia de

diferentes concentraciones de hCG. La producción de testosterona

por células intersticiales aisladas (fig. 30) es compatible con los
resultados obtenidos al incubar testículo entero, en lo que

respecta a la producción basal y la respuesta a una dosis máximade

hCG. El análisis de estas curvas indica además que las células

intersticiales de testículos desnervados responden con menor
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Figura 29: Producción in vitro de testosterona por testículos
enteros desoapsulados, controles y desnervados.

I : basal,
de 6 incubac1ones individuales i ES. * p< 0.01

: 100 mUIde hCG. Los valores representan el promedio
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Figura 30: Producciónde testosterona por células intersticiales de
testículos controles y desnervados en respuesta a concentraciones
crecientes de hCG.

o :control; o : desnervado. Los valores representan el promedio de
incubaciones realizadas por triplicado, de un animal representativo
de 6 estudiados.
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sensibilidad a la gonadotrofina.

Receptores testiculares para gonadotrofinas 1 prolactina.

Teniendo en cuenta el cambio inducido por la desnervación

sobre la respuesta esteroidogénica a hCGse decidió estudiar posi

bles alteraciones en los receptores testiculares para LH. Al
evaluar la asociación de concentraciones saturantes de 125I-LHa

membranastesticulares se observó una caída significativa (p

<0.001) en la concentración de gonadotrofina especificamente unida

a membranasde testículos desnervados (fig. 31).

Se analizó luego posibles cambios en la afinidad de la unión

de la LHa su receptor inducidos por la desnervación, incubando las

membranasen presencia de concentraciones crecientes de 125I-LH.

El analisis de los datos según el método de Scatchard (1949)

(fig. 32) indicó que la disminución en el número de receptores de

LH en el testículo desnervado fue de un 40.7% respecto de los

controles (controles: 17.91 i 1.17 fmol/mgprot; desnervados 10.35

i 0.83 fmol/mg prot, n=12 p < 0.0005), y no se observaron modifi

caciones significativas en la constante de disociación (controles:
0.029 i 0.003 nM, desnervados: 0.023 i 0.005, n= 12).

En los últimos años, se ha observado una inusual asimetría en

la respuesta testicular a la hemicastración (Frankel y col, 1989),

la cual parecería estar regulada en parte por la inervación adre

nérgica del testículo (Frankel y col, 1984; Mogery Anakwe, 1986).
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Figura 31: Unión de nsI-LH a membranastesticulares.

Las membranastesticularfig se incubaron en presencia de concentraciones saturantes de I-LH. Los valores representan el
promedio i ES de 6 determinaciones. p<0.001 .
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F'ggra 32: Efecto de 1a desnervación testicular sobre los recepto
res para LH: análisis de Scatchard.

Se muestran los resultados obtenidos en 4 animales adultos
representativos de un lote de 12 ratas sometidas a desnervacióntesticular unilateral.
Númerode receptores controles: 17.91 i 1.17 fmol/mgprot ; desner
vados: 10.35 i 0.83 fmol/mg prot. p< 0.0005, n=12)
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Figura 33: Receptores testiculares de LHen animales controles.

Los gráficos de Scatchard muestran los resultados obtenidos
con membranaspreparadas individualmente a partir de cada testículo
de un mismo animal control.



123

Receptores de LH (fuel/mg prot)

Rata control desnervado

derecho izquierdo
1 16.70 4.94
2 23.60 12.39
3 10.24 6.91
4 14.98 10.60
5 19.45 13.77

izquierdo derecho
6 18.53 11 75
7 24.08 12 87
8 14.27 9.27
9 18.92 10 24
10 20.94 9.79
11 19.24 14.31
12 13.95 7 35

Tabla 7: Concentración de receptores testiculares de LHen animales
adultos con desnervación unilateral: análisis del efecto de la
desnervación realizada alternativamente en el testículo derecho o
izquierdo.

Disminución promediorespecto del control: 42.7% (desnervación
de testículo izquierdo); 41.8%(desnervaciónde testículo derecho).
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Teniendoen cuenta estos antecedentes, se estudiaron los receptores

de LHen ambos testículos de una rata sometida a operación simulada

y luego se comparó el efecto de la denervación unilateral de

testículo derecho o izquierdo. Comomuestra la Figura 33 no se

observaron diferencias en la concentración de receptores de LHni

en su constante de afinidad al comparar ambos testículos de

animales controles. Por otro lado, la magnitud de la caída en el

númerode receptores de LHfue independiente del testículo (derecho

o izquierdo) en que se realizó la cirugía (Tabla 7).

Contrariamente a lo que ocurre con el receptor de LH, la

desnervación no indujo cambios en la concentración del receptor

testicular de FSH (fig. 34). Se estudió también la unión de 125I
PRLa membranastesticulares sin encontrarse diferencias debidas a

la desnervación (fig. 35).

Receptores B adrenérqicos: efecto de la desnervación

Es bien conocido el desarrollo de los fenómenos de super y

subsensibilidad, debidas a alteraciones del tono adrenérgico o el

entorno hormonal, en una variedad de tejidos que poseen receptores

adrenérgicos (Lefkowitz y col, 1984; Aguado )r Ojeda 1984). En

función de estos antecedentes de decidió estudiar el efecto de la

desnervación testicular sobre los receptores B adrenérgicos en

preparaciones de células de Leydig purificadas provenientes de
ratas adultas.



125

2.5

T

:6 2" / TE¿a /
8

E 1.5-/
ÜE /b
O

E 1 ..z /LI)

HL

uï* 05' '//////
Si

Control Desnervado

Figgra 34: Concentración de receptores testiculares para FSHenratas adultas sometidas a desnervación unilateral.

Las membranastesticularfis se incubaron en presencia de concentraciones saturantes de I-FSH. Los valores representan el
promedio i ES de 6 determinaciones.
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Figgra 35: Receptores de PRLen testículos controles y desnervados.

Los gráficos de Scatchard muestran los resultados obtenidos en
testículo control y desnervado de un animal representativo de 8
estudiados.
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F'ggra 36: Efecto de la desnervación testicular sobre los recep
tores B- adrenérgicos en células de Leydig.

Los gráficos de Scatchard muestran los resultados obtenidos
con preparaciones celulares provenientes de testículos controles
(o) y desnervados (o), en un experimento representativo.
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Comomuestra la Figura 36, luego de 10 dias de desnervación se

observó una importante disminución en la densidad de receptores

B-adrenérgicos en las células de Leydig (control: 7495i 219 sitios

/celula, desnervado: 4883 i 393, p < 0.005), sin cambios en la

afinidad de los mismos (Kdcontroles: 3.54 i 0.72 nM,Kd desnerva

do: 2.3 i 0.31 nM) .

Las suspensiones de células intersticiales de testículos

controles y desnervados de ratas adultas se incubaron en presencia

del agonista B-adrenérgico isoproterenol. En las condiciones

experimentales utilizadas no se observóun efecto significativo del

isoproterenol sobre la producción in vitro de andrógenos.

Efecto de la desnervación testicular en rata prepuber

Comose mencionara en la Introducción, Nagai y col. (1982)

observaron que la desnervación testicular de animales pequeños oca

sionaba una disminución en el peso testicular e importantes daños

morfológicos, alteraciones que no ocurrian al utilizar animales
adultos. Teniendoen cuenta este antecedente se decidió estudiar el

efecto de la sección del nervio espermático superior en animales

prepúberes a fin de evaluar posibles diferencias en la sensibilidad
testicular a la desnervación .

Por otro lado, Preslock y McCann (1985) observaron que la

ligadura bilateral del vas deferens (que implica la interrupción

del nervio espermático inferior) ocasionaba dramáticos cambios en
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los niveles séricos de hormonas hipofisaria y sugirieron la

existencia de una conección directa entre el SNCy el testículo.

Para evaluar si la vía superior de inervación testicular esta

comprometida en mecanismos semejantes al sugerido por estos

autores, los animales prepúberes se sometieron a desnervación

testicular bilateral y se analizaron también posibles cambios en

los niveles circulantes de LH, FSHy PRL.

Tal como se describió para los animales de 60 dias se

determinó el contenido de NEen la cápsula testicular de animales

controles y desnervados. La sección bilateral del nervio esper

mático superior causó una caida del 52%en el contenido de NE en

cápsula testicular (controles: 3.02 i 0.30 ng/cápsula; desnervados

1,45 i 0.19 ng/cápsula, p <0.001, n= 10).

La sección del nervio espermático superior en animales de 30

dias no tuvo efecto sobre el peso testicular (controles: 0.78 i

0.04 g, desnervados: 0.71 i 0.05 g).
Nose observaron diferencias en los niveles séricos de andró

genos, LH, FSH o PRL entre los animales sometidos a desnervación

testicular y los animales controles con operación simulada, cuando

dichos niveles se determinaron 10 dias después de la operación

(Tabla a).
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control desnervado

Testosterona 1.24 i 0.19 1.17 i 0.15
(ng/ml)

3o<-diol 6.64 i 0.94 6.97 i 1.06
(ng/ml)

LH (ng/ml) 1.30 i 0.14 1.38 i 0.18

FSH (ng/m1) 16.72 i 1.12 18.95 i 2.25

PRL (ng/ml) 3.15 i 0.27 3.20 i 0.32

Tabla a : Niveles plasmáticos de andrógenos, LH, FSHy PRL en ani
males púberes controles y sometidos a desnervación bilateral deltestículo.

Los valores representan el promedio i ESde 10 determinaciónes
indididuales.
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Figura 37: Producción in vitro de andrógenos por testículos con
troles y desnervados de ratas de 4o días.

lll : basal,E:]: hCG100 mUI. Los valores representan el promedio
i ES de 10 determinaciones individuales. p < 0.01



Producción in vitro de andrógenos

Comomuestra la Figura 37 no se observaron diferencias sig

nificativas en la producción basal de testosterona y 3 J -diol.

Cuando las incubaciones se realizaron en presencia de una dosis

maximade hCG, la producción de los dos andrógenos fue significa

tivamente menoren los testículos desnervados que en los controles

(p < 0.01).

Receptores testiculares de gonadotrofinas.

Diez dias después de la desnervación testicular se estudiaron

posibles cambiosen la concentración y/o afinidad de los receptores

testiculares de gonadotrofinas. Las membranasde testiculos con

troles y desnervados se incubaron con concentraciones crecientes de

I-LHhasta alcanzar la saturación. El análisis de los datos según

el método de Scatchard demostró que la desnervación provoca una

disminución del 60%en la concentracion de receptores (controles:

23.8 i 0.9 fmol/mg prot; desnervados: 9.3 i 1.2 fmol/mg prot, p <

0.001, n=5) pero no se modifica el orden de afinidad de los mismos

(Kd controles: 0.032 i 0.013, Kd desnervados: 0.020 i 0.009 nM)

(Fig.38).
Tal comose observó para el animal adulto, la desnervación en

la etapa prepuberal no afectó la concentración de receptores

testiculares de FSH(fig. 39).
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Figura 38: Efecto de la desnervación sobre los receptores tes
ticulares de LHen animales de 4o días: análisis de Scatchard.

La figura muestra los resultados representativos obtenidos en
2 animales controles (o,A) y 2 animales desnervación testicular
bilateral (o,A). Númerode receptores: controles 23.8 j; 0.9 fmol/mg
prot; desnervados: 9.3 i 1.2 fmol/mg prot, p < 0.001, n=5.
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Figura 39: Receptores testiculares de FSHen animales de 4o dias:
efecto de la desnevación.

Las membranastesticgáares se incubaron en presencia deconcentraciones saturantes de I-FSH. Los valores representan el
promedio i ES de 6 determinaciones.
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Receptores B adrenérgicos.

Se estudió luego el efecto de la desnervación testicular sobre

los receptores Badrenérgicos en células de Leydig purificadas. Los

gráficos de Scatchard de la Figura 40 indican que la desnervación

de animales prepuberales indujo una disminución en la concentración

de receptores B adrenérgicos (controles: 3306i 98 sitios/célula,

desnervados: 2028 i 154 sitios por célula), sin modificarse la
constante de afinidad.

A partir de estos resultados, en otra serie de experimentos

se incubaronsuspensiones de células intersticiales provenientes de

testículos controles y desnervados en presencia del agonista B

adrenérgico isoproterenol, tanto en condiciones basales comoen

presencia de una dosis media de hCG. Comose observa en la Figura

41 el estímulo inducido por hCGfue menor en células provenientes

de testículos desnervados, lo que confirma los resultados obtenidos

por incubación de testículos enteros de animales púberes. Por otro

lado, a diferencia de lo que ocurre en el animal adulto, las

células intersticiales de ratas púberes respondieron al estímulo

del agonista B adrenérgico isoproterenol. Sin embargo dicho

estímulo resutó significativamente menoren las células provenien

tes de testículos desnervados. Estos resultados son compatibles con

la disminución en el númerode receptores B adrenérgicos observada
anteriormente.
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Figura 40: Qfecto de la desnervación testicular sobre los recepto
res B-adrenergicos en células de Leydig de animales de 40 días.

Los gráficos de Scatchard muestran los resultados obtenidos
con preparaciones celulares provenientes de testículos controles
(o) y desnervados (o), en un experimento representativo.
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Fiflra 41: Producción de testosterona y 3o( -diol por células
intersticiales provenientes de testículos controles y desnervados
de animales de 4o días: respuesta a1 isoproterenol y hCG.

Se evaluó la respuesta esteroidogénica en 12 suspensiones
individuales de células intersticiales provenientes de 6 testículos
controles y 6 testículos desnervados. Los resultados se expresan
como %de la producción basal i ES. ISO: isoproterenol. * p < 0.01
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Figgra 42: Perfil ontogénico de los receptores B-adrenérgicos en
células de Leydig.

.Cadapunto representa la concentración de receptores expresada
en numerode sitios /célula, calculada a partir de gráficos de
Scatchard correspondientes a cada edad.
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Ontogenia de los receptores B-adrenérgicos en celulas de Leydig

Dado que el número de receptores B adrenérgicos en animales

púberes resultó significativamente inferior al hallado para ani

males adultos se estudió el perfil ontogénico de este receptor. Se

encontró que la densidad de receptores B adrenérgicos presentes en

la membranade células de Leydig aumenta gradualmente a lo largo

del desarrollo sexual de la rata (fig. 42).

Morfología del testículo desnervado

La Figura 43 A muestra la histologia del testículo control,

dónde se observa un grupo de células de Leydig adjacente a un

túbulo seminifero. Estas células se reconocen fácilmente por su

citoplasma oscuro y por la presencia de gotas lipidicas. La sección

del nervio espermático superior no alteró la organizacion histoló

gica del testículo (fig. 43 B). Tanto el tejido intertubular como

el epitelio seminifero carecen de alteraciones degenerativas.

Cuando se analizó la estructura. de las células de Leydig‘ del

testículo desnervado con el microscopio electrónico no se encontra

ron cambiossignificativos en las organelas de estas celulas (fig.

44 A. y B). Ocasionalmente se observó dilatación del reticulo

endoplasmático liso en algunas células de Leydig.



140

Figura 43: Microfotografia de testículo de rata. Cortes ultrafinos
coloreados con azul de toluidina. Control (A): Se observa un grupo
de células de Leydig próximo a un túbulo seminíferos. Desnervado
(B) Células de Leydig alrededor de un vaso sanguíneo.
Aumento 1250 x.
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Figgra 44: Ultraestructura de células de Leydig de testículo de
rata control (A) y desnervado (B).

Nótese la dilatación del reticulo endoplasmático liso en
la fotografia correspondiente al testículo desnervado (B).



DISCUSION
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Los resultados presentados en este trabajo demuestran la

presencia de monoaminasen diversos compartimientos del testi

culo y sugieren una activa participación de las mismasen la

regulación de la actividad testicular. Las variaciones obser

vadas luego de la desnervación en distintos indicadores de la

función endócrina testicular sugieren que los nervios autóno

mosque llegan al testículo constituyen un importante factor

modulatorio que se integraria a los complejos mecanismos

hormonales (endócrinos, parácrinos y autócrinos) que regulan
la actividad testicular.

Las observaciones realizadas confirman la presencia de

fibras fluorescentes en la cápsula testicular y aclaran la
controversia relacionada a las variaciones del contenido de 5

HT con la edad.

La técnica histoquimica utilizada en este estudio se basa

en la reacción del ácido glioxilico con las monoaminasdel

tejido para dar un derivado fluorescente que permite visuali

zar fibras nerviosas o células que contengan monoaminas.Este

método, originalmente descripto por Axelsson y col (1973) y

luego modificado por de la Torre y col (1976) ofrece varias

ventajas sobre la clásica técnica de fluorescencia inducida

por formaldehído (Falk y col. 1962). En primer lugar, el

tiempo necesario para el procesamiento de las muestras se

reduce de aproximadamente 4 dias a solamente media hora y, lo
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que es aun más importante, se logra mayor sensibilidad y se

reducen las alteraciones morfológicas del tejido.

La presente descripción de fibras monoaminérgicas en la

cápsula testicular coincide con publicaciones previas de Bell

y McLean (1973), quienes demostraron la presencia de un plexo

adrenérgico en la cápsula de ratas adultas, observable

mediante la exposición del tejido a vapores de formaldehído.

Los mismosautores estudiando la contractilidad de la cápsula

en respuesta a estímulos eléctricos y a drogas adrenérgicas y

colinérgicas, confirman la existencia de nervios motores

adrenérgicos y también fibras colinérgicas en la cápsula
testicular.

La cápsula testicular recibe la mayoria de sus fibras

nerviosas directamente del nervio espermático superior. En la

mayoria de las especies estas fibras inervan los vasos

sanguíneos que recorren la cápsula testicular (Risley y

Skreptos, 1964; Norberg y col, 1967). Sin embargo en el hombre

y el mono rhesus (Hodson, 1970) se han observado numerosas

fibras noradrenérgicas inervandoel tejido intersticial y el
músculo liso de la túnica albuginea. Se han descripto termina

les en la túnica vasculosa del toro (Shioda y Nishida, 1966),

en la túnica albuginea del hombre y también en la túnica
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vaginalis de hombre (Yamashita, 1939) , perro y gato (Corona,

1953).

La mayoría de las fibras que penetran al interior del

testículo lo hacen acompañandoun pequeño tramo del recorrido

de los vasos sanguíneos. Se han observado vasos inervados que

penetran hasta el centro del testículo en el gato (Norberg

1967), hombre y mono rhesus (Baumgarten y Holstein, 1967;

Hodson, 1970) pero no ocurre lo mismo en otras especies. Los

presentes estudios en testículo de rata indican que en esta

especie los nervios monoaminérgicosse localizan exclusivamen

te en la zona periférica de la gonada, generalmente asociados

a vasos sanguíneos.

Varios autores coinciden en que los nervios testiculares

no penetran la túnica propia de los túbulos seminíferos y por

lo tanto no hacen contacto con las células tubulares (Kuntz y

Morris, 1946; Norberg y col, 1967; Dayan, 1970). Se han ob

servado fibras que llegan cerca de las células contráctiles de

los túbulos seminíferos en el toro (Shioda y Nishida, 1966),

gallo (Gilbert, 1968) y en el hombre (Baumgarten y col, 1967;

Hodson, 1970).

En un estudio más reciente Yamamoto y col. (1987)

sugirieron que las células mioides de testículos humanos
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reciben inervación adrenérgica y describieron que los túbulos

seminiferos se contraen en respuesta a NE y Ach (Miyake y

col., 1986a). Por otro lado, estudios farmacológicos de Miyake

y col. (1986b) demuestran la existencia de receptorescx y B

adrenérgicos asi comoreceptores muscarinicos en las células
mioides de rata.

En los estudios morfológicos iniciales no se describe la

presencia de terminales adrenérgicas o colinérgicas dentro o

en la vecindad de los túbulos seminiferos de rata, cobayo o

conejo (Risley y Skreptos, 1964; Norberg y col., 1967).

Recientemente, Miyake y col (1986a) describieron, mediante

técnicas de tinción con plata, fibras nerviosas que contactan

con células mioides de rata, y sugirieron que la contracción

de los túbulos seminiferos estaría regulada por fibras

nerviosas adrenérgicas.

Enel presente estudio no se encontraron fibras fluores

centes próximas a los túbulos seminiferos. Es probable que las

fibras nerviosas localizadas con técnicas argénticas, conten

gan otro neurotransmisor no monoaminérgico o bien que sean

fibras adrenérgicas que por sus bajos niveles de catecolaminas

no se detecten con fluorescencia inducida por acido glioxi
lico.
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En cuanto a la inervación del tejido intersticial, se

observó que el número de fibras próximas a células de Leydig

depende en primer lugar de la especie estudiada y tambien de

la posición de las células de Leydig. Se ha observado que en

la rata, gato, y cobayo los cúmulos de células de Leydig no

están en contacto directo con fibras nerviosas y solo ocasio

nalmente se encuentra algun grupo de células cercanas a fibras

nerviosas perivasculares (Norberg, 1967). En cambio, en el

humano se han descripto fibras adrenérgicas en contacto

directo con celulas de Leydig. Los grupos de células más

periféricos estan asociados con numerosas fibras nerviosas

mientras que las células de Leydig en el interior del tes
tículo no se encuentran frecuentemente en relación directa con

los nervios. En el hombre y mono Rhesus se han observado

terminales que contactan con células de Leydig individuales,

las que pueden situarse ya sea bajo la túnica albuginea o

entre los túbulos seminiferos (Baumgarteny Holstein, 1967,

1968).

Okkel y Sand (1940) y van Campenhaut (1949) postularon la

existencia de una conexióndirecta entre las fibras adrener

gicas y las células de Leydig en el humano. sin embargo, en

muchos estudios subsiguientes no se encontraron evidencias

morfológicas de tal inervación directa (Kuntz y Morris, 1946;
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Gray, 1947; Risley y Skreptos, 1964; Shioda y Nishida1 1966;

Norberg, 1967a).

Tedde y Piras (1984) estudiaron la inervación del

testículo humanomediante microcopia electrónica y a pesar de

haber observado sugestivas varicosidades axónicas y botones

terminales conteniendo vesículas sinapticas, no visualizaron

verdaderas sinapsis entre las células de Leydig y las fibras

nerviosas cercanas. Sin embargo, a pesar de la ausencia de

contacto sináptico, la proximidadsugiere que el neurotransmi

sor provee inervación por difusión.

La presente observación de fluorescancia especifica en
las células del intersticio en los animales de 15 dias

coincide con descripciones previas (Lombard-des Gouttes,

1974). En este estudio se extendió la observación a animales

púberes y adultos, encontrándose que la fluorescencia especi
fica en células intersticiales estaba disminuida en los

animales de 40 dias y ausente a los 60 dias de edad. Es

interesante señalar que ocasionalmente se observaron células

con gránulos intensamente fluorescentes debajo de la cápsula
testicular de animales púberes y adultos, que corresponden a

la descripción de mastocitos.
Los estudios espectrofluorométricos realizados confir

maron la presencia de S-HTen el parénquima testicular. Se
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observó que la concentración de esta indolamina no varia

significativamente entre los 15 y 45 dias de edad. En animales

de 60 dias de edad se encontraron concentraciones menores en

términos de ng/g, probablemente debido al rápido crecimiento

del testículo en este periodo.

Al estudiar el contenido de monoaminasen cada comparti

miento testicular aislado se observó que las catecolaminas y

S-HTpresentaron el mismoperfil de distribución. La cápsula
testicular contiene elevados niveles de monoaminaslos cuales

puedenasociarse con las fibras fluorescentes observadas en la

misma. Las fibras nerviosas que se observan en la cápsula

testicular han sido descriptas comofibras adrenérgicas (Bell

y McLean, 1973), lo que justificaria el alto contenido de NE

hallado en la misma. Por otro lado, los resultados del

presente trabajo indican que la cápsula testicular de rata
también recibe inervación serotoninérgica la cual contribuye

al contenido capsular de 5-HT.

Comoya se mencionara anteriormente, el liquido inters

ticial contiene hormonasy factores producidos localmente asi

como sustancias provenientes de la circulación general que

llegan mediante la filtración capilar (Sharpe y Cooper, 1983).
De acuerdo con las presentes observaciones las monoaminas

estarian incluidas entre los multiples factores que se



149

detectan en el liquido intersticial, lo quesugiere un posible
rol modulatorio de las mismassobre la actividad testicular.

Las concentraciones de NE, DA y 5-HT hallada en el

liquido intersticial son notablementemayoresque los corres

pondientes niveles plasmáticos. Por lo tanto, las monoaminas

presentes en el liquido intersticial noprovendrianexclusiva

mente de la filtración capilar, sino que probablemente

difundan desde los terminales nerviosos de en la cápsula hacia
el intersticio.

La 5-HTpresente en sangre está principalmente contenida

en gránulos dentro de las plaquetas, quedando solamente un 10%

libre. En los presentes experimentos la 5-HTplaquetaria y

plasmática no contribuyeron al contenido de esta indolamina en

los distintos compartimientos testiculares, ya que los

testículos fueron perfundidos con solución fisiológica antes

de su disección. En lo que respecta a una probable subestima

ción de las 'monoaminas como consecuencia de su oxidación

enzimática, esta fue prevenida por el agregado de pargilina,

inhibidor de la MAO,a la solución de perfusión.

La presencia de S-HTy su metabolito 5-HIAAen el liquido

intersticial evidencia la existencia de degradaciónenzimática

de la S-HTpor la MAOtesticular. Esta enzima metabolizante de

monoaminasse localiza en el sector intersticial y en las
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paredes de los túbulos seminiferos de la rata (Ellis y col,
1972).

Enlas preparacionesde células intersticiales aisladas

también se observó la presencia de catecolaminas y 5-HT. Dado

que no se visualizaron fibras nerviosas en contacto con el

tejido intersticial, es probable que el contenido de monoami
nas en las células intersticiales se deba a la existencia de

un mecanismode captación responsable de la concentración de

las monoaminaspresentes en el liquido intersticial que baña

dichas células, o bien que sean sintetizadas por las células
intersticiales.

La ausencia de monoaminasen el sector tubular probable
mente se deba a la existencia de MAOen el sector intersticial

y las paredes de los túbulos seminiferos (Ellis y col, 1972).

La especial localización de esta enzima, que degrada mono

aminas, podria tener una importancia funcional ya que estaria
evitando el acceso de aminas al sector tubular.

Es importante destacar que en las células de Sertoli

recientemente aisladas los niveles de receptores B adrenérgi

cos resultan practicamente indetectables pero estos se adquie

ren a lo largo del cultivo (Kierszenbaum y col, 1985). La

ausencia de niveles apreciables de catecolaminas en túbulos

seminiferos, junto con los antecedentes citados, indican que
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las respuestas observadas en el cultivo primario no siempre

reflejan lo que ocurre en los tejidos intactos. La función

tubular parecería no estar normalmente influenciada por un

componenteadrenérgico, sin embargo, no puede descartarse que

ante situaciones patológicas que alteran el funcionamiento

testicular, las células de Sertoli adquieran la capacidad de

responder a un estímulo adrenérgico. Dehecho se ha demostrado

que si bien en ratas intactas los receptores Badrenérgicos se

localizan principalmente en el sector intersticial, en
testículos criptorquídicos se observa un aumentoen el número

total de receptores y la aparición de receptores en el sector

tubular (Tolszczuk y col, 1988).

La presencia de S-HTen una rama del nervio espermático

superior junto con la caída del contenido de 5-HTque provoca

la sección de dicho nervio sugieren que el testículo recibe

inervación serotoninérgica. Estos resultados permiten

confirmar que las fibras fluorescentes que se observan en la

cápsula testicular mediante técnicas histoquímicas contienen
tanto catecolaminas como S-HT. Los niveles de 5-HT en el

testículo contralateral a la desnervación no se modificaron

con respecto a los valores hallados en animales intactos, lo

que permitiría descartar una inervación cruzada por lo menos
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en lo que respecta a las fibras que contienen 5-HT. No puede

descartarse la posibilidad que la S-HT esté contenida en

nervios adrenérgicos ya que esta establecido que dichos

nervios son capaces de captar y almacenar 5-HT.

La cantidad de 5-HT que disminuye en el testículo por

desnervación representa entre un 35 y 50%del contenido de

esta indolamina en el testículo control, lo que sugiere que el
nervio seccionado no sería 1a única fuente de 5-HTtesticular.

La 5-HTpodría también provenir de otras fibras que lleguen al

testículo a través del nervio espermático inferior. En el

presente estudio se decidió analizar exclusivamente el efecto

de la sección del nervio espermático superior ya que es la

principal fuente de inervación testicular.

Otra posible fuente de 5-HTla constituyen los mastocitos

que han sido descriptos en testículos de algunas especies. En

el humanose encuentran mastocitos en sector intersticial (de

Kretser y col, 1988) y la cantidad de dichas células aumenta

durante la pubertad (Nistal y col, 1984). En el hamster se han

descripto mastocitos en la cápsula y alrededor de los vasos

sanguíneos, pero no en los espacios intersticiales (Mayerhofer

y col, 1989). En el caso de la rata adulta, los mastocitos no

son un componentefrecuente del tejido intersticial (Póllánen
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y Maddocks, 1988), sin embargo, Sowerbutts y col.(1986) han

descripto la presencia de dichas células en contacto con la

porción capsular de la arteria testicular. Dichas células

podrian quedar adheridas a la capsula durante su aislamiento

y contribuirian en parte al contenido total de 5-HTdetec

tado. Tal como se mencionara anteriormente, en la rata

adulta se observaron, aunque solo ocasionalmente, células con

gránulos fluorescentes por debajo de la cápsula testicular que

podrian ser mastocitos.

Aunno se conoce cual seria la importancia funcional de

estas células en el testículo normal. Sin embargo, se ha

observado la aparición de abundantes mastocitos en el inters

ticio durante la etapa de recuperación que sigue una a lesión

por EDS, (droga que destruye selectivamente las células de

Leydig), lo que sugiere que los mastocitos tendrian un rol en

la restauración de la actividad normaldel testículo (Sharpe

y col, 1988).
El tratamiento de ratas macho con hCGinduce un aumento

en el volumendel fluido intersticial (Setchell y Sharpe,

1981), debido probablemente a un aumento en la permeabilidad

vascular (Sharpe, 1984). A pesar de que aun no se conoce el

mecanismo molecular que media este efecto de la hCGsobre la

microcirculación testicular, Sowerbuttsyrcol. (1986)sugieren
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la participación de 5-HT en tal proceso. Estos autores

observaron que el antagonista serotoninérgico, ketanserina,

bloquea parcialmente este aumentode la permeabilidad vascular

y mencionan que los mastocitos presentes en la vecindad de la

arteria testicular podrian producir un aumento local de la

concentración de 5-HTante un estimulo apropiado. Una situa

ción similar ocurre en el ovario, donde se han descripto

mastocitos alrededor de los vasos sanguíneos que entran y

salen del organo, en el hilio ovárico y en la grasa cir

cundante (Schmidt y col, 1988; Krishna y col, 1985). Se ha

demostrado que factores tales comoLHRH(Sundaran y col, 1980)

y LH (Krishna y col, 1985) son capaces de desencadenar la

degranulación de los mastocitos y la liberación de histamina

y S-HT, la que llegaría al ovario a través de la sangre.

Los experimentos realizados en el presente trabajo

confirman que la S-HTtiene un efecto inhibitorio sobre la

producción de andrógenos por células de Leydig. Dicho efecto

inhibitorio dosis dependiente resultó significativo en

presencia de concentraciones mayores o iguales que 10 -?M. El

control de la viabilidad celular luego de distintos tiempos de

incubación en presencia y ausencia de S-HTpermitió descartar
un efecto tóxico letal de esta indolamina. Estos resultados
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coinciden en parte con un trabajo previo de Vermes y col.

(1979) quienes describieron un efecto inhibitorio de 5-HT

sobre 1a producción de testosterona in vitro. Sin embargo en

el sistema utilizado por estos autores la inhibición solo fue

significativa a concentraciones mayores que 2 x 106 M. Esta

discrepancia puede deberse a diferencias en la cepa de ratas

utilizada, en las técnicas empleadaspara la obtención de las

suspensiones celulares y en las condiciones de incubación.

Enel presente estudio, la producción de testosterona es

timulada por una dosis máximade hCGtambién resultó inhibida

por dosis crecientes de S-HT. Por otro lado se observó una

menor sensibilidad en la respuesta esteroidogénica a dosis

crecientes de hCGdebida a la presencia de S-HTen el medio.

El hecho de que en presencia de 5-HT y dosis supramáximas de

hCGno se alcance la misma respuesta que en los controles

evidencia la existencia de una lesion en el camino biosin

tético de esteroides. Ellis (1972), incubando precursores

radiactivos con preparaciones de microsomas o fragmentos de

tejido testicular, estudió el efecto directo de 5-HTsobre los
distintas etapas enzimáticas de la esteroidogénesis. La S-HT

en concentraciones mayores que 5 uMdeterminó una inhibición

no competitiva de la actividad de las enzimas 17d - hidroxi

lasa, C17-20 liasa y la 17-ceto reductasa, lo que se tradujo
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. . . .. .. 1en una inh1b1c1on de la conver51on de ¿c-progesterona en

testosterona radiactiva en ambaspreparaciones testiculares.
El efecto inhibitorir> de la indolamina sobre las enzimas

esteroidogénicas observado en los experimentos en que se

incubaron microsomasaislados, sugiere un efecto directo del

neurotransmisor. Sin embargo, estas observaciones no explica

rian los efectos observados en presencia de concentraciones nM

de 5-HT.

En este trabajo de Tesis ha sido descripta la presencia

de un receptor especifico para 5-HT en membranasde células

intersticiales con una constante de afinidad del orden

nanomolarque resulta compatible tanto con las concentraciones

de 5-HTdetectadas en liquido intersticial comocon las que

determinan el efecto inhibitorio sobre la producción in vitro

de andrógenos. Deacuerdo con el análisis de especificidad el

receptor testicular para 5-HTcorrespondería al subtipo 2. En

los experimentos de caracterización de este receptor se

utilizó como ligando radiactivo 3H-S-HTque generalmente no

presenta una alta afinidad para el receptor tipo 2, sin

embargo, en estos estudios la unión de 3H-5-HTse caracterizó

por una Kd del orden nM. Estos resultados sugieren que el

efecto inhibitorio de 5-HTsobre la esteroidogénenis esta
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mediado por 1a interacción de la indolamina con receptores

especificos en células intersticiales.
En un trabajo muyreciente Tinajero y col.(1991) apor

taron evidencias sobre un probable mecanismoa través del cual

la 5-HT modularia la esteroidogénesis testicular. Estos

autores encontraron que 5-HT induce un aumento de 4 veces en

la producción de CRFde las células de Leydig a través de la

interacción con receptores especificos de tipo 5-HT2, que
fueron caracterizados bioquímicamenteutilizando comoradioli

gando 125I-DOI,agonista especifico del receptor 5-HT2.

En los últimos años se ha descripto la presencia de CRF

en testículo de varias especies y se demostró que este

polipéptido es estructuralmente idéntico al CRFhipotalámico

(Audhyay col, 1987). Estudios inmunohistoquimicos mostraron

que el CRFtesticular se localiza en células de Leydig y

células germinales y su producción está controlada por

gonadotrofinas ya que el contenido de CRFtesticular disminuye

drásticamente luego de la hipofisectomia (Yoony col, 1988).

Se ha demostrado que el CRF producido por las células de

Leydig ejerce una regulación autócrina negativa muyeficiente

sobre su actividad esteroidogénica. La acción inhibitoria del

CRFsobre la producción de AMPcy andrógenos ocurre a través

de la interacción del péptido con un receptor especifico
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(Ulisse y col, 1989) que se acopla a una subunidad G distinta

de las Gs y G¡, y ejerce su acción inhibitoria mediante la

activación de la quinasa de proteinas C (Ulisse y col, 1990).

Se ha demostrado que la acción inhibitoria de 5-HT sobre

la producción de testosterona estimulada por hCGes prevenida

por el antagonista del CRF,°<-helical CRF(9-41), y también

por un anticuerpo anti-CRF. Por otro lado, el efecto inhibito

rio de S-HTno se vió afectado por la toxina de cólera ni por

la toxina pertussis y en cambio fue revertido mediante el

agregado de 8-bromo AMPc (Tinajero y col, 1991). Estos

resultados demostraron que la S-HTactua sobre los receptores

5-HI} en células de Leydig estimulando la secreción de CRFque

a su vez inhibe la producción de AMPcy consecuentemente la

esteroidogénesis.
Es importante señalar que este mecanismo propuesto que

involucra el CRF,sólo es válido cuando se evalua el efecto de

5-HT sobre la producción de andrógenos estimulada por hCG, ya

que se observó que el CRFno afecta la producción basal de

andrógenos (Ulisse, 1989). Probablemente la inhibición
observada en condiciones basales se deba a un efecto directo

sobre la actividad enzimática, comose mencionara anterior
mente.
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Los experimentos de desnervación fueron diseñados con el

objeto de evaluar en que medidael nervio espermático superior

participa directa o indirectamente en la modulación de la

actividad esteroidogénica del testículo.
Ladesnervación quirurgica realizada es un procedimiento

complejo que implica la separación de las distintas ramas que

componenel nervio espermático superior las cuales se encuen
tran adheridas a la arteria testicular. Durante la disección

de los nervios, realizada bajo lupa se tuvo especial cuidado

en no dañar los vasos sanguíneos del plexo pampiniforme ya que

esto ocasionaria la atrofia total o parcial del testículo.
La eficiencia de la desnervación se controló mediante la

determinación de NEen la cápsula, mientras el parénquima se

utilizó para los experimentos "in vitro". El contenido de NE

en testículos desnervados no cayó a valores indetectables ya

que, tal comose mencionaraanteriormente, la cápsula testicu

lar también recibe, aunque en menorgrado, inervación a través

del nervio espermático inferior (Hodson, 1970).

No se observaron diferencias en el peso del testículo

debido a la desnervación, tanto en animales de púberes como

adultos. Sin embargo, en trabajos previos se observó que la

desnervación testicular, lograda por distintas técnicas,
induce cambiosen el peso del testículo. Unaserie de trabajos
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pioneros han demostrado que la interrupción de las vias

nerviosas que llegan al testículo en especies comoel cobayo

(Coujard, 1952), conejo (Hodson, 1965) y perros (Kuntz, 1919,

Marconi, 1923) ocasiona la atrofia testicular y degeneración

del epitelio seminifero.
Nagai y col. (1982) observaron que la desnervación

quirurgica testicular realizada en animales de 13 o 19 dias de

edad provoca una caida significativa en el peso del testículo

y observaron una extensa degeneración en los túbulos seminïfe

ros. Tales cambios morfológicos no se producían si la desner

vación se realizaba luego de los 21 dias de edad. En el caso

de provocar la destrucción de los terminales simpáticos

mediante la inyección del neurotóxico, 6-hidroxidopamina, los

mismosautores observaron resultados comparables y sugirieron

que existiría un período critico (desde el nacimiento hasta

los 15 dias) en el cual el sistema nervioso tendria una

importante participación en la regulación del crecimiento
testicular.

La aplicación tópica de soluciones diluidas de fenol

produce un bloqueo irreversible en la conductividad nerviosa

(Nathan y Sears, 1960), lo que permite lograr la desnervación

de un determinado tejido. Se ha observado que el tratamiento

del cordón espermático con soluciones fenólicas diluidas
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induce un aumentoen el peso testicular que podria deberse a

la retención de espermatozoides y fluidos testiculares

(Favaretto, 1986). Varios autores han sugerido que la desner

vación de 1a cápsula testicular y el epididimo podría inter

ferir en las contracciones involucradas en la propulsión de

espermatozoides luego de la espermiación, llevando a la in

hibición del tránsito de las gametas (Bell y Mc Lean, 1973;

Davis y col, 1970).

En el caso del ovario, la sección del nervio ovárico

superior tampoco induce cambios en el peso del órgano (Aguado

y Ojeda, 1984). En contraposición, se ha observado que la

desnervación modifica el peso de otros órganos endócrinos. Por

ejemplo, la desnervación unilateral de la tiroides, por

sección del nervio carotideo externo ca por gangliectomia

cervical superior unilateral, ocasiona la involución del

lóbulo tiroideo ipsilateral (Romeoy col. 1986)

Coincidiendo con las presentes observaciones, Frankel y

Ryan (1981) observaron que la desnervación quirurgica

bilateral de la rata adulta no provoca cambios en el peso

testicular, ni tampocoaltera la normal espermatogénesis y el

comportamiento sexual de la rata.

El estudio morfológico realizado muestra que la sección

del nervio espermático superior no alteró la organización
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histológica del testículo. Sin embargo,es necesario hacer un

estudio másdetallado de la ultraestructura de los comparti

mientos intersticial y tubular, con técnicas morfométricas

para evaluar si las pequeñas alteraciones observadas luego de
la desnervación son reales o bien un artefacto de la técnica.

El objetivo de este estudio fue determinar si la desner

vación inducía cambios degenerativos marcados como fueron

descriptos en ratas jóvenes luego de la desnervación quirúr

gica o la destrucción de la inervación simpática mediante la

inyección local de 6-0H-DA(Nagai y col, 1982).

La desnervación testicular realizada en el presente

trabajo puede haber causado modificaciones en el flujo

sanguíneotesticular. Sin embargo,estas probables variaciones

no se vieron reflejadas en los niveles circulantes de andróge

nos los cuales no se modificaron luego de la desnervación uni
o bilateral.

La LH, liberada por la adenohipófisis en forma pulsatil,

es el pricipal factor regulador de los niveles plasmáticos de

testosterona, sin embargo,variaciones en el flujo sanguíneo

testicular podrian resultar en fluctuaciones de las concentra

ciones plasmáticas de dicho andrógeno. La secreción de

testosterona es un fenómenopasivo que depende de la difusión

del esteroide. Si el flujo sanguíneotesticular es rápido la
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velocidad de secreción se encontrará limitada por la velocidad

de difusión, en cambio, un flujo sanguíneo lento podria ser el

limitante de la velocidad de secreción de testosterona y

determinar cambios en los niveles plasmáticos de andrógenos

(Dambery Janson, 1978). La localización perivascular de las

fibras nerviosas (Norberg, 1967) confirma la existencia de

mecanismos simpáticos que regulan el lecho vascular del
testículo.

Existen muchos factores capaces de modificar el flujo

sanguíneo testicular. La infusión de E o NE en la arteria

espermática de rata (Free y Jaffe, 1972a) o carnero (Setchell

y col, 1966) resulta en una rápida vasoconstricción y un

decenso temporal del flujo sanguíneo testicular, mientras que

el isoproterenol causa vasodilatación y aumentodel flujo en

carneros. Se ha demostrado que las prostaglandinas E-2 y F2

disminuyen el flujo sanguíneo en ratas conscientes (Free y

Jaffe, 1972b). otros agentes que disminuyenel flujo sanguíneo

testicular son 5-HT (Boccabella y col, 1961) y el cadmio

(Setchell y Waites, 1970; Johnson y Turner, 1972).

La administración in vivo de catecolaminas se ha asociado

generalmente con una disminución en la concentración plasmá

tica de andrógenos. Levin y col.(1967) han demostrado que la
administración sistémica de E a hombres sin manifestaciones
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patológicas_ocasiona una caida en los niveles circulantes de

testosterona. Se han encontrado también importantes disminu

ciones en la concentracion plasmática de testosterona en ratas

luego de la administración sistémica de E o NE (Damber y

Janson, 1978; Gotz y col, 1983; stahl y col, 1984). Se ha

sugerido que tales efectos se deberian a la influencia de las
catecolaminas sobre el lecho vascular del testículo.

Damber y Janson (1978) midieron el flujo sanguíneo

testicular en ratas utilizando microesferas radiactivas, sin

lograr detectar cambios 20 minutos despues de la infusión de

E y NEen la arteria de la cola. Este método permite una unica

medición del flujo no pudiéndose detectar cambiosa diferentes

tiempos. En otros estudios en que se registró el flujo

sanguíneo de manera continua, mediante un detector Doppler de

flujo (Dambery col, 1982), se observó que la infusión de 10

ug de NE o E en la cola de la rata producía una disminución

significativa en el flujo sanguíneotesticular. Sin embargo,

con dosis menores (1 y 0.1 ug) no se alteraba significa

tivamente el flujo sanguíneo. Estos autores sugieren que el

hecho de que se hayan requerido dosis altas de catecolaminas

para modificar el flujo sanguíneo indica que la función

testicular no estaria normalmenteafectada por cambios en el

flujo sanguíneo.
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Las células de Leydig normales poseen un exceso en recep

tores de LH (Catt y col, 1973; Mendelson y col, 1975). Las

curvas dosis respuesta de la unión de 125I-LH,acumulación de

cAMPy biosíntesis de testosterona se caracterizan por valores

de CE50 de aproximadamente 80, 5, y 0.8 pM, respectivamente

(Mendelson y col, 1975). Debido a esta disociación, la máxima

producción de testosterona y de AMPcse observan con un

porcentaje de ocupación de los receptores del 1 y 40 %

respectivamente. Por lo tanto, teoricamente, la reducción en

el númerode receptores testiculares de LH, sin cambios en la

afinidad, tendria como consecuencia una disminución en la

sensibilidad de las células a la hormona, no variando su

respuesta máxima. Una disminución en la respuesta máxima en

la producción de AMPcy testosterona se observaria en el caso

en que el número de receptores descendiera por debajo del 40

y l %respectivamente.

En el caso del testículo desnervado se observó una

disminución en el númerode receptores que oscilaba entre el

40 y 55 %, sin modificaciones significativas en la constante

de afinidad. Tal comoera de esperar, la caida en la concen

tración de receptores se tradujo en una disminución de la

sensibilidad con que estas células responden a hCG. Sin

embargo, ese porcentaje de caida en el númerode receptores no
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justifica la disminución observada en la respuesta de las

células desnervadas a una dosis máximade gonadotrofina. Esos

resultados sugieren entonces que la desnervación testicular

podría causar una lesión en el caminobiosintético de andróge
nos.

La sensibilidad con que otro tejido esteroidogénico, como

la corteza suprarenal, reponde a su estímulo trófico, pare

ceria también estar bajo control nervioso. Eduards y col.

(1986) han demostrado que una semana después de la sección

bilateral de los nervios esplácnicos, la respuesta a ACTH,en

términos de producción de cortisol, disminuye en un 50%

respecto de los controles. Se observó ademásuna potenciación

de la esteroidogénesis estimulada por ACTHal estimular

electricamente el nervio esplácnico, pero tal efecto no se

detecta en ausencia del estimulo trófico (Eduards y Jones,

1987).

Se ha observado que 1a variación en los niveles circulan

tes de LHproduce cambios en el número de receptores de LHen

células de Leydig, fenómeno que se conoce como regulación

homóloga de este receptor (Sharpe, 1976, 1977; Hsueh y col,

1976,1977). La disminución en el número de receptores que se

observa luego de la administración de altas dosis de LH

(desensibilización de células de Leydig) parecería deberse a



167

la internalización.y degradación del receptor (Ascoli, 1985).

En la rata que sufrió desnervación testicular no se encontra

ron modificaciones en los niveles séricos de LH, que pudieran

justificar la disminución observada en el númerode receptores

de LHpor mecanismos similares a los que ocurren en la regu

lación homólogade este receptor.

Los testículos que sufrieron regulación negativa de los

receptores de LHpor administración de altas dosis de esta

misma hormona presentan una menor producción de testosterona

ante un estimulo máximoasi comotambién una menor sensibili

dad a la gonadotrofina. En este caso también los cambios

observados no pueden explicarse comoconsecuencia de la caida

en el número de receptores ya que la disminución en la

producción de testosterona se observó no solo cuando las

células se exponen a concentraciones saturantes de hCGsino

también al estimular directamente la producción de AMPccon

drogas comola toxina colérica (Tsuruhara y col, 1977; Saez y

col, 1978; Cigorraga y col, 1978; Melner y Abney, 1980). Se ha

demostrado que la menor respuesta en terminos de producción de

testosterona que presentan las células de Leydigdesensibili

zadas se debe principalmente a la disminución en la actividad

de la 17o<-hidroxilasa y la C17-C20liasa, inducida por la ad

ministración de hCG o LH, lo que se conoce como lesión
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esteroidogénica tardia (Catt y col. 1980, Tsuhara y col 1977,

Chasalow y col 1979; O'Shaughnessy y col, 1982; Brinkman y

col, 1982, 1981). En animales inyectados con dosis más altas
de hCGse desarrollan otras lesiones conocidas como lesiones

tempranas que afectan los pasos previos a la formación de

pregnenolona (Catt y col, 1980; Cigorraga y col, 1978; Nozu y

col, 1981).

En el modelo utilizado en este trabajo no se observaron

cambios en los niveles circulantes de LHque pudieran justi

ficar los cambios observados en el número de receptores de LH
tal comoocurre en la desensibilización.

Si bien existen numerosas controversias acerca de la

acción de la PRLsobre diversos aspectos de la actividad del

testículo, es claro que esta homonahipofisaria participa en

la regulación de los receptores de LH testiculares. Se ha

demostrado que el tratamiento con PRLestimula el receptor de

LH en ratones enanos (Bohnet y Friesen, 1976), en ratas

hipofisectomizadas (Zipf y col, 1978; Purvis y col, 1979) y

durante el fotoperiodo corto en el hamster (Bex y col 1978).

Sin embargo, 0ta y col,(1986) encontraron que una única

inyección de PRLno modifica los niveles séricos de LH, pero

disminuye los receptores testiculares de LH en función del

tiempo y de manera dosis dependiente.
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En el presente modelo experimental no se observaron

cambios en los niveles circulantes de PRL que pudieran

asociarse a la disminución del número de receptores de LH

luego de 10 días de la desnervación.

Por otro lado Preslock y McCann(1985) observaron que la

ligadura bilateral del vas deferens provocadramáticos cambios

en los niveles plasmáticos de LH, FSHy PRLluego de 24 horas

que en el caso de FSHpersisten hasta una semana despues de la

cirugia.
A partir de estas observaciones los autores sugieren que

podría existir una conexióndirecta entre el testículo y el

SNC que controlaria la secreción de LH, FSH y PRL. En el

presente trabajo, al interrumpir bilateralmente la via de

inervación superior del testículo no se observaron cambios en

los niveles plasmáticos de las hormonashipofisarias. Coinci

diendo con estos resultados se observó que una semana despues

de la sección del nervio ovarico superior no se modifican los

niveles séricos de LH, FSH. PRL o GHen ratas prepuberales

(Aguado y Ojeda, 1984).

E1 mecanismo por el cual la desnervación afecta al

receptor de LHen las células de Leydig no puede especularse

solamente a partir de los presentes resultados. Sin embargo,

el hecho de que no se observen cambios simultaneos a nivel
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del receptor testicular de PRLel cual se localiza también en

las células de Leydig (Charreau, 1977), indica que los cambios

en la membrana de dichas células desencadenados por la

desnervación afectan selectivamente a los receptores de LH

pero no a los de PRL.En este sentido es interesante destacar

que la internalización de receptores de LH provocada por

dosis desensibilizantes de esta hormonaes acompañadapor la

internalización conjunta del receptor de PRL (Davis y col,

1980). Los mecanismos propuestos para el caso de regulación

homóloga negativa del receptor de LHno serian los mismos que

ocurren en el testículo desnervado. En este caso 1a variación

observada por desnervación podria ser producto de un reor

denamiento de la membrana plasmática. Como se mencionara

anteriormente, no puede descartarse el hecho de que existan

pequeñas modificaciones en el flujo sanguíneo testicular,

ocasionadas por la desnervación. Tales variaciones podrian

haber modificado el aporte de LHy otros factores circulantes

involucrados en el regulación de la célula de Leydig, y sea
ésta la causa de los cambios observados.

Los tejidos blanco de una determinada hormona se encuen

tran frecuentemente separados, de a pares, comolas gonadas o

adrenales, o a veces constituyen un órgano bilobulado, comoen
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el caso de la tiroides. Es de esperar que cada lóbulo o cada

miembrode un par respondan de manera similar ante un estímulo

hormonaltrófico o al perturbar los mecanismosde retroalimen

tación negativa. Sin embargo,existen situaciones en que tales

expectativas no se cumplen. En los últimos años han surgido

evidencias que apoyan el concepto de lateralización de los

mecanismos neuroendócrinos que controlan las respuestas de

ovario y testículo a las gonadotrofinas, tanto a nivel central

(Nance, 1983; Fukuda, 1984; Mizunuma,1983) como periférico.

Chavesy col. (1987), observaron que en ratas unilateral

mente ovariectomizadas el ovario derecho muestra mayor

capacidad que el izquierdo en mantener la ovulación normal.

Por otro lado, se observó que la vagotomía bilateral en ratas

hemicastradas inhibe parcialmente la hipertrofia compensatoria

solamente en el caso en que el ovario izquierdo pemanecía ig

situ. Los mismosautores sugieren que el nervio vago transpor

taría diferente información por sus ramasderecha e izquierda,

lo que explicaría las asimetrías observadas.

En lo que respecta al testículo, Frankel y col (1984),

observaron que la respuesta testicular a la hemicastración, es

decir la duplicación de la concentración de testosterona en

la vena testicular que ocurre 24 horas despues de la hemicas

tración, era asimétrica. Dicha respuesta, que se encuentra
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bajo control neural (Frankel y col., 1984) es más importante

y consistente cuandoal hemicastrar se extirpa el testículo

izquierdo. Teniendoen cuenta estos antecedentes se estudió si

el efecto de la desnervación sobre los receptores de LH

dependía del lado en que se realizaba la desnervación. El

análisis de los resultados obtenidos reveló que la magnitudde

la caída en el númerode receptores es independiente del lado

en que se efectuó la desnervación.

Es probable que la disminución del tono catecolaminérgico

producido por desnervación sea en parte responsable de los

efectos observados sobre la esteroidogénesis testicular. Tal

comose comentara en la Introducción, se ha demostrado que la

presencia de catecolaminas en el medio de incubación produce

una pequeña estimulación de la producción de testosterona por

testículos enteros (Mogery col, 1982; Anakwey Moger, 1984a).

Las catecolaminas ejercen un importante efecto estimulatorio

sobre la producción de andrógenos por células de Leydig de

ratón luego de 24 horas en cultivo y este efecto no se observa

en preparaciones frescas de dichas células (Cookey col, 1982;

Moger y col, 1982; Moger y Murphy, 1983).Mediante estudios

bioquímicos (Anakwe yr col, 1985) y funcionales (Anakwe y

Moger, 1984; Moger‘ y col, 1982) se ha descripto que las
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células de Leydig de rata adulta poseen receptores B dre

nérgicos del subtipo Br Sin embargo, tal comose observó para

el ratón, las células de Leydig de rata deben permanecer

durante 3 horas en cultivo para que se evidencie el efecto

estimulatorio de las catecolaminas sobre la producción de

testosterona (Anakwey col, 1985). En cambio se observó que

preparaciones frescas de células de Leydig de rata (Anakwey

Moger, 1980) y ratón (Cooke y col, 1982) producen AMPcen

respuesta a isoproterenol, indicando que existiría un bloqueo

o una lesión en un sitio posterior a la formación de AMPc.Es

sabido que tanto la LH como el isoproterenol estimulan la

producción de andrógenos a través de la formación de AMPccomo

segundo mensajero intracelular (Cookey col, 1982). El hecho

de que la LH,pero no el isoproterenol, estimule la producción

de andrógenos por células frescas muestra un acoplamiento

diferencial del AMPca la esteroidogénesis en respuesta a los

dos agonistas . Es probable que el AMPcformado en respuesta

al isoproterenol este compartimentalizado en un "pool"

intracelular que no es inmediatamenteaccesible a las protei

nas receptoras de AMPcque estan acopladas a la esteroidogéne

sis (Anakwey Moger, 1986).Se ha sugerido que la alteración

que se observa luego de la formación de AMPcpudo ocasionarse

durante el aislamiento de las células y luego en el cultivo se
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restableceria el mecanismocompleto de estimulación de la

esteroidogenesis por los agonistas B adrenérgicos. Existen

numerosas evidencias de que el proceso de aislamiento puede

causar daños que modifican la capacidad de respuesta de las

células de Leydig. Es importante mencionar que determinados

protocolos de dispersión y purificación de células de Leydig

disminuyen la respuesta, en términos de AMPcy testosterona,

a un estimulo de LH (Aldred y Cooke, 1982, 1983; Molenaar y

col, 1983).

Coincidiendo con los antecedentes de otros grupos, en las
condiciones de trabajo de los presentes experimentos tampoco

se observó una estimulación significativa en preparaciones de

células frescas de animales adultos. Noobstante, se observó

que las suspensiones células intersticiales de ratas púberes

producen andrógenos en respuesta al isoproterenol. Probable
mente en este estadio de maduraciónel aislamiento de células

intersticiales no provoque las mismas alteraciones que se
observan en el animal adulto.

Las células intersticiales provenientes de testículos
desnervados a los 30 dias de edad, mostraron una menor

respuesta que las controles ante el estimulo del isoprotere
nol. Esta subsensibilidad en la respuesta coincide con la

disminución en el númerode receptores B adrenérgicos obser
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vada 10 dias después de las desnervación testicular. Los

cultivos celulares, en los que se puede controlar las concen

traciones de agonistas adrenérgicos del medio, permiten

simular las condiciones de desnervación in vivo. Es importante

mencionar que el número de receptores B-adrenérgicos de las

células de Leydig desciende notablemente a las 3 horas de

cultivo y sigue disminuyendogradualmente durante las primeras

48 horas (Anakwe y Moger, 1986).

Contrariamente a lo que ocurre en testículo, se observó

que el número de receptores B adrenérgicos en el ovario

aumenta casi dos veces una semana después de la sección del

nervio ovarico superior. (Aguadoy col. 1984). El desarrollo

de supersensibilidad esta precedido por una etapa de subsensi

bilidad, así 48 horas despues de la desnervación total del

ovario se observó una caida importante en el número de

receptores B adrenérgicos (Marchetti y col, 1987). El cultivo

células de la granulosa, que simularia in vitro la disminución

del tono adrenérgico que ocurre en la desnervación, provoca un

aumento en el número de receptores B (Kliachco y Zor, 1981)

que puede revertirse mediante el agregado de NEo E al medio

de cultivo. Evidentemente los cambios en el númerode recepto

res B-adrenergicos que se observan por desnervación del

testículo no son comparables a los que ocurren en el ovario.
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El número de receptores B-adrenérgicos en células de

Leydig aumenta progresivamente a medida que el animal alcanza

su madurez sexual, lo que permite sugerir que durante el

desarrollo el sistema nervioso eferente participaria en la
regulación de la respuesta testicular a los estímulos gonado

tróficos. Las alteraciones en la respuesta esteroidogénica a

hCG,en los receptores de LHy B-adrenérgicos observadas luego

de la desnervación fueron comparables en el caso de estudiar

animales desnervados en la etapa prepuberal o adulta. Este

hecho indica que en estas dos etapas del desarrollo sexual, la

rata presenta una sensibilidad comparablefrente a la desner
vación.

Recientemente, Damber (1990) estudió el efecto de la

simpatectomia inducida por guanetidina, en ratas adultas.

Dichotratamiento no alteró el flujo sanguíneotesticular, ni
los niveles plasmáticos e intratesticulares de testosterona.
En cambio, los niveles del andrógeno luego de la administra
ción in vivo de hCG estaban disminuidos en los animales

simpatectomizados, coincidiendo con los resultados in vitro

descriptos en esta Tesis.

Los importantes cambiosobservados en los receptores tes

ticulares de LH y receptores B-adrenergicos en células de

Leydig luego de la desnervación apoyan la hipótesis que el

testículo, fundamentalmenteregulado por factores hormonales,

se encuentra además bajo el control directo del SNCa través

de vias neuronales especificas.
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- Las células intersticiales de ratas de 15 dias de edad

presentan fluorescencia especifica inducida por ácido glioxi

lico. El parénquima de animales púberes y adultos contiene

escasas células con intensos gránulos fluorescentes. La

cápsula testicular tiene abundantesfibras fluorescentes.
- Las catecolaminas y la S-HTpresentes en el testículo se

encuentran igualmente distribuidas: en cápsula, células
intersticiales y liquido intersticial, no detectándose las
mismasen las preparaciones de túbulos seminiferos.

- La rama nerviosa que se origina en el plexo renal
contiene 5-HT. La sección de dicho nervio ocasiona una

disminución significativa en el contenido de 5-HTen cápsula

y liquido intersticial.
- La S-HTinhibe la producción de andrógenos in vitro tanto

en condiciones basales como en presencia de un estimulo

gonadotrófico. Enel sector intersticial hay sitios de unión

especifica para 3H-5-HT,de tipo 5-HT2.

- La sección del nervio espermático superior ocasiona una

caida en el contenido capsular de NE, una inhibición de la

producción in vitro de andrógenos en respuesta al estimulo de
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hCGy un descenso en el númerode receptores testicula;-s ¿e

LH , sin cambios en la afinidad de los mismos. El peso y la

organización histológica del testículo desnervado estan

conservados y los niveles séricos de andrógenos y hormonas

hipofisarias se mantienen dentro de los valores normales.

- El número de receptores B-adrenérgicos en células de

Leydig disminuye en un 50%diez dias después de la desnerva

ción y las células intersticiales desarrollan subsensibilida
al estimulo B-adrenérgico. _ i

- El número de receptores B-adrenérgicos en células de

Leydig aumenta progresivamente a lo largo de la maduración
sexual de la rata.

Mmm
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