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RESUMEN

El hamster es una especie con reproduccion estacional controlada
fotoperiédicamente. La exposicién de animales adultos a fotoperiodos cortos
produce marcadas alteraciones en el eje hipotalamo-hipofiso-gonadal, que resultan
en una fase inicial de quiescencia (regresion), y una posterior recuperacion de la
actividad sexual (recrudescencia espontanea).

Los resultados presentados en esta Tesis han permitido: a) realizar un estudio
comparativo sobre distintos aspectos de la funcidon sexual, en dos especies de
hamsteres: Dorado y Djungarian; b) establecer semejanzas y diferencias entre el
proceso de desarrollo puberal y la transicibn fotoperiddica regresion-
recrudescencia; c) estudiar el metabolismo de las poliaminas en testiculos y
vesiculas seminales, y su correlacion con el trofismo del 6rgano; d) establecer
una dependencia diferencial de la actividad secretoria gonadal de inhibina B
respecto de FSH, segun el tiempo de permanencia en fotoperiodo corto; e)
evaluar la presencia de GABA y Serotonina en génadas y glandulas sexuales
accesorias; y f) determinar la participacion de la Serotonina en la modulacién local
del proceso esteroidogénico, y su mecanismo de accion a través de una inhibicién
en la actividad adenilato ciclasa.

Dichos resultados contribuyen al conocimiento de los mecanismos que
controlan la funcion reproductiva en el hamster macho, los cuales se manifiestan

sobre los distintos niveles que conforman el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal.



ABSTRACT

The hamster is a seasonal breeder. The exposure of hamsters to short
fotoperiods causes a severe alteration of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis,
including an early quiescence phase (regression), and a later recovery of the
sexual activity (spontaneous recrudescence).

The results of this Thesis permited: a) to make a comparative study about
the different aspects of the sexual function between two species of hamsters:
Golden and Djungarian; b) to establish similitudes and differences between the
sexual development and the regression-recrudescence transition; c) to study
polyamine metabolism in testes and seminal vesicles, and its correlation with
organ growth; d) to establish a differential dependency of the gonadal secretion
of inhibin type B with respect to FSH, in relation with the time of permanence in
short photoperiod; e) to determine the presence of GABA and Serotonin in testes
and accessory sexual glands; and f) to establish the role of Serotonin in the local
modulation of steroidogenesis, and its action mechanism through the inhibition
of adenylate cyclase activity.

These results contribute to the knowledge of the mechanisms regulating
the reproductive function in the male hamster, manifested at different levels of

the hypothalamic-pituitary-gonadal axis.
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2 INTRODUCCION

1. DESCRIPCION ANATOMO-FUNCIONAL DEL EJE REPRODUCTIVO

1.1. GLANDULAS ENDOCRINAS

Las glandulas enddcrinas estan formadas por grupos de células dispuestas
en cordones o en placas. A diferencia de sus homélogas exdcrinas, las glandulas
enddcrinas carecen de conductos, siendo su unica conexidn con el resto del
cuerpo, el torrente sanguineo. Asi, las glandulas endécrinas sintetizan y secretan
compuestos quimicos conocidos con el nombre de hormonas (gr. hormaein, poner
en movimiento, excitar), que son transportadas por sangre o linfa hacia otros tejidos
u érganos del organismo, en donde participan en la regulacion de sus principales
procesos metabdlicos. En la ultima década, el término "hormonas" ha sido
extendido a compuestos biolégicos que nunca son incorporados a la circulacion
general, y/o efectuan una regulacién paracrina, autocrina o intracrina en los mismos
organos en que son sintetizados.

Las principales glandulas endocrinas involucradas en el control de la funciéon
reproductiva son: la hipdfisis, la pineal y las gonadas (Hickman, 1986b; Geneser,
1988a).

1.2. UNIDAD HIPOTALAMO-HIPOFISARIA

La hipéfisis (gr. hypo, por debajo; y gr. fyo, crecimiento) o glandula pituitaria
(lat. pituita moco), y el hipotalamo (gr. hypo, por debajo; y gr. thdlamos, talamo) son
estructuras anatémicamente relacionadas. Esta estrecha vinculacion favorece su
dependencia funcional. Por tal motivo se considera a las mismas como una unidad

hipotalamo-hipofisaria (Fig. 1).
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El hipotalamo ocupa la region ventromedial del diencéfalo y esta comunicado
con la hipdfisis a través del infundibulo.

La hipdfisis esta ubicada en la sifla turca, una cavidad craneal en el hueso del
esfenoides, y se encuentra fijada a la parte inferior del cerebro por medio del tallo
pituitano. La hipdfisis puede ser dividida en dos sectores: la neurohipdfisis, y la
adenohipdfisis.

La neurohipdfisis esta compuesta por la pars nervosa, proceso infundibular o
Iobulo neural; la eminencia media o infundibulo; y por el tallo hipofisario, neural o
infundibular. Las fibras nerviosas amielinicas del haz hipotalamo-hipofisario se
originan en los nucleos hipotalamicos supradptico y paraventricular, en donde se
sintetizan las hormonas oxitocina y vasopresina o antidiurética (ADH). Los axones
neuronales corren por el tallo infundibular hacia la pars nervosa terminando cerca
de capilares. La pars nervosa, es la encargada de acumular y secretar las
hormonas producidas en los somas neuronales de los nucleos hipotalamicos. Asi,
en la pars nervosa, la oxitocina y vasopresina son almacenadas dentro de granulos
secretorios en intima asociacion con moléculas transportadoras, conocidas como
neurofisinas (Geneser, 1988a).

La adenohipéfisis esta integrada por la pars distalis, la pars tuberalis y |la pars
intermedia.

La pars distalis constituye la mayor parte del tejido adenohipofisario,
pudiéndose diferenciar en ella distintos tipos celulares. Las principales células
aciddfilas presentes en la pars distalis son las células somatotroficas, productoras
de la hormona somatotrofina o de crecimiento (GH); y las células mamotroficas o
lactotroficas, que secretan prolactina (PRL). Los tipos celulares baséfilos de la pars
distalis estan integrados por las células tirotréficas, que sintetizan la hormona
estimulante de la tiroides o tirotrofina (TSH); las células gonadotroficas, secretoras
de la hormona foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), y las
células corticotréficas, que sintetizan la hormona estimulante de la corteza adrenal o

adrenocorticotrofina (ACTH).
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La pars tuberalis, es una pequefa porcién de la adenohipdfisis en contacto
con la eminencia media, formada por células similares a las encontradas en la pars
distalis.

La pars intermedia presenta células del tipo basdfilo productoras de la
hormona estimulante de los melanocitos (MSH), que se distribuyen en una delgada
capa en la zona que limita la adenohipéfisis con la neurohipdfisis.

La actividad adenohipofisaria esta regulada por centros hipotaldmicos. Las
neuronas de estos centros hipotalamicos sintetizan compuestos que, por via
vascular y a través del sistema porta hipofisario, llegan a la células de la
adenohipéfisis en donde estimulan o inhiben la sintesis y liberacion de las
hormonas peptidicas GH, PRL, TSH, FSH ,LH y ACTH.

Las arterias hipofisarias superiores rodean la eminencia media, y alli se
anastomosan y capilarizan formando el plexo capilar pnmario. Estos capilares
contactan con los axones de las neuronas tubero-infundibulares produciéndose asi
el pasaje de las neurohormonas hipotalamicas al sisterna portal largo superior que
se dirige hacia la adenohipéfisis. Existe también un plexo capilar secundano
ubicado en el Iébuilo neural y formado por la capilarizacién de las arterias
hipofisarias inferiores, que se encuentra conectado con las células
adenohipofisarias por medio de un sistema portal corto inferior.

Si se realiza traccion mecanica de la hipéfisis en direccion anteroposterior, se
pueden separar dos partes, o que ha dado lugar a la clasica denominacion de
iébulo anterior y I6bulo posterior.

El I6bulo anterior esta constituido por la pars distalis de la adenohipdfisis;
mientras que, el I6bulo posterior comprende la pars intermedia de la adenohipdfisis

y la pars nervosa de la neurohipdfisis (Fawcett, 1991a).

1.3. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL

Las hormonas LH y FSH son sintetizadas y secretadas por la adenohipdfisis

en respuesta al estimulo hipotalamico generado por la hormona liberadora de
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gonadotrofinas (GnRH). GnRH es un decapéptido producido en las neuronas
peptidérgicas del area predptica del hipotalamo, liberado en forma pulsatil al
sistema porta hipofisario desde las terminales nerviosas de la eminencia media. Asi,
esta hormona llega a la hipdfisis en donde interactda con receptores de membrana
presentes en los gonadotropos.

Las gonadotrofinas hipofisarias actuan sobre los testiculos promoviendo y
estimulando la actividad reproductiva. Mientras que la FSH ejerce su accion sobre
las células de Sertoli regulando la espermatogénesis; LH actua sobre las células de
Leydig induciendo la sintesis de andrégenos. Sin embargo, ambos procesos
gonadales son interactivos, requiriendo la integracién y coordinacion entre las
distintas poblaciones celulares del testiculo.

La PRL, secretada por las células lactotroficas de la adenohipdfisis,
interacciona con sitios de union especificos en las células de Leydig, regulando el
numero de receptores gonadales de LH y el almacenamiento de los ésteres de
colesterol, precursores en la sintesis de T (Tougard y Tixier-Vidal, 1994). Ademas,
esta hormona hipofisaria, estimula, en el hamster, la secrecion de FSH, controlando
de este modo la funcionalidad del sector tubular (Bartke, 1985).

Los andréogenos estimulan el crecimiento y desarrollo de los 6rganos
reproductivos, participan en la expresion de los caracteres sexuales secundarios,
inducen y mantienen el ciclo espermatogénico normal, y modulan el
comportamiento sexual. Alternativamente, tejidos periféricos tales como el higado,
rinén, piel, glandula adrenal y determinados tipos celulares del sistema inmune, son
influenciados por andrégenos.

A su vez, el hipotalamo y la hipdfisis presentan receptores de androgénos,
que participan en la retro-modulacion ejercida por estos esteroides sobre el eje

reproductivo (Gharib y col., 1990).



7 INTRODUCCION

1.4. GLANDULA PINEAL

La glandula pineal (iat. pinea, pifa) o epifisis es un érgano aplanado en forma
de pifa, ubicado sobre el techo del tercer ventriculo, y rodeado por la epimadre que
funciona a modo de cépsula. Desde alli parten, hacia dentro de la glandula,
tabiques de tejido conectivo, vasos y fibras nerviosas que la dividen en lobulillos.
Dos tipos celulares predominan en la glandula pineal, los pinealocitos y los
astrocitos.

Los pinealocitos son las células mas abundantes de la epifisis, y se
encuentran ubicados principaimente en el parénquima glandular. Los astrocitos se
encuentran localizados entre los pinealocitos y formando una capsula por dentro de
la piamadre. Entre las células de la glandula pineal, se visualizan capilares,
colageno, fibras nerviosas y una sustancia fundamental de glucosaminoglucanos
acidos producida por los pinealocitos. A partir de esta sustancia fundamental, se
liberan cristales de hidroxiapatita conocidos con el nombre de acérvulos cerebrales,
areniscas o arenilla cerebral. El nimero de areniscas presentes en la glandula
pineal aumenta con la edad (Geneser, 1988a; Fawcett, 1991b).

En los mamiferos la luz ambiental, especialmente en las longitudes de onda
comprendidas en el rango del amarillo y verde, incide sobre los fotorreceptores de
la retina, donde es convertida en un impulso eléctrico que se transmite a través del
sistema nervioso central hacia las fibras simpaticas posganglionares, cuyos cuerpos
celulares estan ubicados en el ganglio cervical superior, y luego, por el nervio
conarius, que se encuentra ubicado debajo de la vena de Galeno y penetra en la
parte posterior de la glandula pineal, para ramificarse finaimente dentro de ella. Las
terminales de los nervios conarios estan intimamente relacionadas con los
pinealocitos. Los pinealocitos sintetizan grandes cantidades de la hormona
melatonina (5-metoxi-N-acetil-triptamina). La produccién de melatonina en la
glandula pineal requiere la incorporacion de triptofano desde circulacion general.
Este aminoacido es convertido en 5-hidroxitriptofano por accion de la triptofano

hidroxilasa, y posteriormente decarboxilado a serotonina (5-HT) por la enzima
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L-aminoacido aromatico decarboxilasa. La 5-HT pineal puede ser liberada al
espacio extracelular, o bien utilizada como precursora de componentes
biolégicamente activos. La monoamina oxidasa (MAQ) presente en los pinealocitos
convierte a la 5-HT en 5-hidroxiindol acetaldehido, un intermediario  inestable
que es rapidamente oxidado a 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), o reducido a
5-hidroxitriptofol por una enzima alcohol deshidrogenasa. La conversion de 5-HT en
melatonina involucra dos pasos enzimaticos. Primeramente, una N-acetilacion que
requiere como co-sustrato a la acetil coenzima A; y luego, la transferencia de un
grupo metilo desde la S-adenosiimetionina al grupo 5-hidroxi de la N-acetil 5-HT
por una hidroxiindol-O-metiltransferasa. Los componentes 5-HIAA, 5-hidroxitriptofol
y 5-hidroxitriptofano, también son suceptibles a la metilacion por accién de esta
enzima.

La melatonina seria secretada desde la glandula pineal via difusion simple. Su
liberacion a la circulacién general presenta fluctuaciones diarias y anuales,
detectandose los mayores niveles plasmaticos de esta hormona durante el periodo
de oscuridad. Asi, la produccion y secrecion ciclica de la melatonina y otras
sustancias por la gilandula pineal, regularia la produccion y liberacién de las
hormonas hipotalamicas, y consecuentemente, a la adenohipdfisis, jugando un
papel importante en el control de otros procesos ritmicos en el organismo (Cardinali,
1981). En particular, se ha investigado ampliamente el control pineal del eje
reproductivo. En hamsteres hembras y machos, la privacion de luz por ceguera o
por exposicion a fotoperiodos no estimulatorios (menores de 12.5 horas de luz por
dia) produce una marcada regresion de los érganos reproductivos (Berndtson y
Desjardins, 1974; Tamarkin y col., 1976a). Sin embargo, no se observa dicha
involucion gonadal en animales pinealectomizados, indicando que el efecto de la
oscuridad sobre el sistema neuroenddcrino es mediado por la glandula pineal.
Estudios realizados en otras especies fotoperiddicas tales como hurones (Herbert y
Klinowska, 1978; Boissin-Agasse y col., 1988; Sisk, 1990) y ovejas (Legan y col,,
1977; Ebling y col., 1989; Barrell y col., 1992), sefalan también un control pineal de

la actividad sexual. La regulacion pineal de la funcion reproductiva resuita del
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control ejercido por la melatonina sobre la unidad hipotalamo-hipofisaria, y en
consecuencia, sobre la produccion y liberacién de gonadotrofinas. No obstante,
estudios in vitro realizados con fragmentos testiculares aislados y células de Leydig,
han demostrado que la melatonina inhibe la produccién de testosterona (T),
sefalando una modulacion local de la funcionalidad testicular por parte de esta
hormona pineal que es independiente de la actividad hipofisaria (Ellis, 1972; Valenti
y col., 1995, Giusti y col., 1997).

1.5. TRACTO GENITAL MASCULINO

El tracto genital masculino de los mamiferos comprende un conjunto de
organos y conductos (Fig. 2). Segun sus funciones, pueden ser clasificados en tres
grupos:
¢ los testiculos, glandulas enddcrinas productoras de andrégenos y factores que

proporcionan el medio adecuado para el desarrollo de la espermatogénesis;

e las vias deferentes (conductos eferentes, epididimo, conducto deferente y
uretra) involucradas en el transporte, maduracién y/o almacenamiento de los
espermatozoides;

¢ y las glandulas sexuales accesorias (vesiculas seminales, prostata, glandulas
coagulantes, glandulas bulbouretrales y glandulas uretrales) cuyas secreciones

constituyen la fraccién principal del liquido seminal (Setchell y Brooks, 1988).
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Figura 2. ESQUEMA DEL TRACTO GENITAL MASCULINO DE LA RATA

a: testiculo; b: cabeza del epididimo; c: cuerpo del epididimo; d: cola del epididimo; e: conducto deferente;
[ vesiculas seminales; g: glandulas coagulantes; h: prostata; i: vejiga; j: gldndulas bulbouretrales; k: pene;

L: gldndulas prepuciales; m: tejido adiposo.
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1.5.1. Testiculo

En los mamiferos, los testiculos (gr. orchis o didymis) se encuentran de a
pares ubicados fuera del abdomen, en el escroto, y rodeados por una capsula de
tejido conectivo, la tunica albuginea. Desde la tunica albuginea se extiende un
engrosamiento hacia el interior del érgano, e/l mediastino testicular o cuerpo de
Highmore, del cual emergen tabiques de tejido conectivo que separan el tejido
glandular en 200-300 /obulillos testiculares. Cada lobulillo contiene varios tubulos
seminiferos, representantes del compartimiento productor de espermatozoides del
testiculo. Los tubulos seminiferos se contindan en tubulos rectos que desembocan
en la rete testis, un sistema de conductillos ubicado en el mediastino. La tunica
albuginea esta recubierta en su parte externa por una capa de mesotelio, y contacta
en profundidad con una capa de tejido conectivo vascular laxo, la tunica vasculosa.
Esta se comunica con el intersticio, que rodea los tubulos seminiferos y contiene a
las células intersticiales o de Leydig, que presentan funcién endocrina (de
Kretser y Kerr, 1994).

1.5.1.1. Tdbulos seminiferos

Los tubulos seminiferos poseen un diametro aproximado de 200-250um con
longitudes que varian segun la especie. La pared de los tdbulos seminiferos esta
compuesta por cuatro capas. A partir de la luz tubular, la primer capa corresponde a
la membrana basal, la cual se encuentra rodeada por células mioides responsables
de los movimientos peristalticos del tubulo. La tercer capa esta formada por fibras
de colageno; mientras que, la zona mas externa de los tubulos seminiferos esta
integrada por células endoteliales que revisten los sinusoides linfaticos del tejido
intersticial. Por dentro de la membrana basal, los tubulos se encuentran revestidos
por un epitelio estratificado que contiene dos tipos de células: las denominadas

células de sostén, nodrizas o de Sertoli, y las células espermatogénicas que
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comprenden espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios,

espermatides y espermatozoides (Setchell y col., 1994).

1.5.1.1.1. Células de Sertoli

Las células de Sertoli son significativamente mas escasas que las células
espermatogénicas y estan distribuidas entre ellas a intervalos regulares. Su
citoplasma es irregular debido a que emiten numerosas prolongaciones laterales
finas entre las células germinales. El nucleo de las células de Sertoli es oval o bien
con marcadas aristas, presentando un profundo repliegue en la membrana nuclear.
Se observan de modo caracteristico gotas de lipidos en el citoplasma, un reticulo
liso desarrollado, y numerosas mitocondrias, lisosomas y vacuolas. En la regiéon
basal hay uniones estrechas entre las células de Sertoli adyacentes, las que, junto
con la membrana basal y la capa de células mioides constituyen la llamada barrera
hematotesticular (Dym y Fawcett, 1970). Dicha barrera restringe el pasaje de
sustancias del sector intersticial al interior tubular y viceversa. Se ha comprobado
que las células de Sertoli proveen de lactato y piruvato, nutrientes necesarios para
el metabolismo energético de las células germinales, por lo que son esenciales para
el mantenimiento de la espermatogénesis (Fawcett, 1991c). Ademas, actuan como
fagocitos permitiendo la degradacion de los cuerpos citoplasmaticos residuales que
se desprenden de las espermatides (Clegg y Macmillan, 1965a), y presentan una

importante actividad secretoria (Bardin y col., 1994).

1.5.1.1.1.1. Mecanismo de accién de FSH en las células de Sertoli

La actividad fisioloégica de las células de Sertoli se encuentra basicamente
regulada por la accién de la FSH mediante la interaccion de esta hormona
hipofisaria con receptores de membrana. Cuando el ligando especifico se une a la
superficie celular, el complejo hormona-receptor interacciona con una proteina

estimulatonia capaz de unirse especificamente a nucledtidos de guanina (Gs). Las



13 INTRODUCCION

proteinas G son una familia de proteinas ligadoras del nucleétido guanosina
trifosfato (GTP) que interaccionan con senales extracelulares, y transmiten dicha
sefnal a través de la membrana a un efector intracelular. Asi, la proteina Gs activa al
sistema adenilato ciclasa, el cual responde sintetizando el nucleétido adenosina 3',5'
monofosfato ciclico (AMPc) (Casey y Gilman, 1988). Posteriormente, se activa la
enzima proteina quinasa AMPc dependiente (PKA), que fosforila proteinas
estructurales y enzimas (Ireland y col., 1986). La PKA puede controlar la sintesis de
proteinas a nivel transcripcional, mediante la fosforilacién de activadores de este
proceso, entre ellos /a proteina de union al elemento de respuesta al AMPc (CREB).
La regién regulatoria de los genes activables por FSH contiene una corta secuencia
de acido desoxirribonucleico (ADN) conocida como elemento de respuesta al AMPc
(CRE). Esta secuencia es reconocida por el CREB previamente fosforilado por la
PKA estimulandose, en consecuencia, la transcripcion de dichos genes (Deutsch y
col., 1988). Este evento lleva a una cascada de respuestas que incluye la sintesis
de factores de transcripcion adicionales y la activacion de enzimas o proteinas
estructurales. Si bien se ha descripto Ia via del fosfatidilinositol en las células de
Sertoli (Quirk y Reichert, 1988), no existen evidencias claras de su activacién por
FSH. Se ha propuesto un mecanismo de interconexién entre las vias de la adenilato
ciclasa y fosfatidilinositoles, que involucraria la fosforilacion de la unidad catalitica
de la adenilato ciclasa por una proteina quinasa C (PKC) (Yoshimasa y col., 1987).
Estos hallazgos permiten especular una posible interaccién entre los sistemas de
transduccion de senales en la célula de Sertoli. La intensidad y duracion de la
respuesta de la célula de Sertoli a FSH esta modulada por un serie de mecanismos,
que incluyen a la enzima fosfodiesterasa, que degrada el AMPc sintetizado;
fosfatasas, que hidrolizan el grupo fosfato de las proteinas fosforiladas previamente
por quinasas, e inhibidores de las proteinas quinasas (Conti y col., 1983).

La célula de Sertoli experimenta marcados cambios estructurales y
funcionales durante el proceso de maduracion sexual. La respuesta de las células
de Sertoli a la FSH varia de acuerdo al estadio de desarrollo del animal. En el

periodo fetal y en la primera semana de vida, esta hormona hipofisaria estimula la
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proliferacion de las células de Sertoli. Dos a tres semanas luego del nacimiento, las
células de Sertoli responden en menor medida a la FSH (Orth, 1982) variando, en
consecuencia, la funcion primaria de esta hormona. Durante la etapa prepuberal, la
FSH resulta esencial en la diferenciacion final de la célula de Sertoli, puesto que
participa en la formacién de la barrera hemato-testicular (Posalaky y col., 1981), y
en la iniciacién del primer ciclo espermatogénico. La FSH también es requerida
para la normal actividad secretoria de las células de Sertoli de proteinas tales como
ceruloplasmina, transferrina, glicoproteinas sulfatadas 1 y 2, la proteina ligadora de
andrégenos (ABP), un polipéptido mitogénico, un factor inhibidor de la meiosis,
inhibina y activina (Hansson y col., 1976; Sanborn y col., 1986; Bardin y col., 1994,
Griswold, 1988). Al alcanzar la edad adulta, la respuesta de las células de Sertoli a
la FSH se modifica nuevamente (Hansson y col., 1976). En esta etapa, existe un
gran aumento en la actividad fosfodiesterasa, alterandose en consecuencia, la
acumulacion de AMPc y la estimulaciéon de la expresion de proteinas especificas
(Means y col., 1980).

1.5.1.1.1.2. Inhibina y activina

La inhibina fue purificada por primera vez a partir de fluido folicular bovino.
Esta proteina estda compuesta por dos cadenas polipeptidicas, designadas
subunidades a y 5, unidas por puentes disuifuro (Robertson y col., 1985). La sub-
unidad a es obtenida luego del clivaje del dominio amino-terminal de su precursor:
la pro-a inhibina (Robertson y col., 1989; Sugino y col., 1989). Se han descripto dos
tipos diferentes de sub-unidades B (Bay Bs), las cuales determinan la existencia de
distintas formas de inhibina: inhibina A e inhibina B (Ling y col., 1986; Vale y col,,
1986). La célula de Sertoli presenta una importante expresion de inhibina B,
principalmente en los estadios Xlli-l del ciclo del epitelio seminifero, que son los
mas sensibles a FSH. Asi, la produccién de afg estaria regulada por esta hormona
hipofisaria; mientras que, la expresion de la inhibina A que ocurre mayoritariamente

en los estadios X-XI, seria independiente de la FSH y estaria modulada por otros
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factores paracrinos aportados por el epitelio (Parvinen y col., 1986).Las diversas
formas de la sub-unidad 3, se combinan para dar tres dimeros distintos de activina:
activina A (BaBa), activina B (Bgfs), y activina AB (BaBs). Recientemente se aislo, de
higado humano, un acido ribonucleico mensajero (ARNm) que codifica para un
tercer tipo de sub-unidad 8 (Bc) (Hotten y col., 1995); y en Xenopus /aevis se obtuvo
un ADN complementario (ADNc) codificante de la sub-unidad B tipo D (Oda y col,,
1995). En 1993, Winter y col., detectaron que las células de Sertoli de rata
producen importantes concentraciones de activina in vitro.

Las sub-unidades Ba y Bs, presentan un 30% de homologia con la sub-unidad
B del factor de crecimiento transformante (TGF), razdn por la cual las inhibinas y
activinas han sido clasificadas como miembros de la superfamilia de factores de
crecimiento y diferenciacién (Mason y col., 1985).

Es interesante remarcar que, las células de Leydig adultas expresan ARNm
correspondientes a la sub-unidad o, mientras que, existe informacion contradictoria
sobre la deteccién de polipéptidos B, y en consecuencia de dimeros de activina e
inhibina en este tipo celular (Roberts y col, 1989; Shaha y col, 1989;
Veeramachaneni y col., 1989; Bergh y Cajander, 1990, Ogawa y col., 1991; de
Winter y col., 1992b; Mather y Krummen, 1992; Vannelli y col., 1992; Vliegen y col.,
1993). Asi, las células de Sertoli serian la principal fuente testicular de inhibina y
activina. Ademas de su conocido rol en la modulacién de la secrecién hipofisaria de
gonadotrofinas (Ling y col., 1986; Vale y col., 1986), estas proteinas ejercen
también una regulacién autocrina/paracrina sobre la proliferacion celular (Vale y
col., 1989; Kaipia y col, 1994) y los principales procesos gonadales:
esteroidogénesis y espermmatogénesis (Hsueh y col., 1987; van Dissel-Emiliani y
col., 1989; Mather y col., 1990; Maudit y col., 1991; Mather y Krummen 1992; Winter
y col., 1993), habiéndose detectado sitios de unidén especificos para inhibina y
activina en distintas poblaciones celulares del testiculo (de Winter y col., 19923,

Kaipia y col., 1992; Feng y col., 1993; Kaipia y col., 1993; Krummen y col., 1994).
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1.5.1.1.2. Ciclo espermatogénico

La espermatogénesis es un proceso ordenado que conduce al desarrollo de
espermatozoides haploides a partir de células precursoras diploides ubicadas en
los tubulos seminiferos del testiculo. La ocurrencia regular de este proceso se
conoce como ciclo espermatogénico. Este ciclo se subdivide en un ndmero fijo de
estadios, cada uno de los cuales presenta una organizacion unica de los distintos
tipos de células germinales en diferentes etapas de su desarrollo (Clermont y Perey,
1957, Le Blond y Clermont, 1952). Los estadios se denominan con numeros
romanos, encontrandose 14 de ellos en la rata, 6 en el hombre, y 16 en el hamster
(Fig. 3). En muchas especies, cada estadio se extiende en una porciéon determinada
del tabulo, milimétrica, denominada segmento. Un segmento queda contenido entre
otros dos, de numeros de estadio mas bajo y mas alto. Toda la fila de segmentos,
con los distintos estadios en orden numérico, contituye la onda espermatica del
epitelio seminifero. La duracion del ciclo espermatogénico es fija, siendo de 12.8
dias en la rata, 7.90 dias en el hamster y 64 dias en el hombre (Clermont y col.,
1959; Geneser, 1988b; Van Haaster y de Rooij, 1993). Las células germinales se
ubican en el epitelio de los tubulos seminiferos segun su estadio evolutivo,
encontrandose a las espermatogonias en la porcidon mas basal, seguidas por
espermatocitos y espermatides en direccion luminal. Las espermatogonias
representan el punto de partida de la espermatogénesis. En el humano, pueden
distinguirse dos tipos de espermatogonias: A y B, que presentan entre si marcadas
diferencias morfoldgicas y funcionales. Las espermatogonias tipo A son células
troncales que sufren sucesivas mitosis. Parte de las células obtenidas por divisidén
mitética, permaneceran en reposo como células germinales de reserva, mientras
que otras se diferenciaran a espermatogonias B. Estas células diferenciadas no
retroceden al estadio de célula troncal, originando por mitosis nuevas

espermatogonias tipo B que finalmente maduran a espermatocitos primarios.
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Figura 3. CICLO ESPERMATOGENICO EN EL HAMSTER

Representacion esquematica del ciclo espermatogénico en el hamster que ilustra la
particular asociacion de los distintos tipos de células germinales en el epitelio seminifero
en cada estadio del ciclo.

Las lineas punteadas indican la transicion entre los estadios de espermatocitos y los
pasos 13 a 16 en el desarrollo de las espermatidas.

m: division mitotica; A,: espermatogonias no diferenciadas; A,, Az As: espermatogonias
tipo A en diferenciacion; In: espermatogonias de tipo intermedio; B; B::
espermatogonias tipo B; PL: espermatocitos en preleptonema; L: espermatocitos en
leptonema; Z: espematocitos en cigonema; P: espermatocitos en paquinema; D:
espermatocitos en diplonema; ml, mll: primer y segunda division meiotica; 1-16: pasos
en el desarrollo de las espermatidas.
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Los espermatocitos primarios entran en la primer fase meidtica del ciclo
celular generando espermatocitos secundarios haploides. Durante la segunda
divisiébn meiética se producen espermatides redondeadas que posteriormente se
transformaran en espermatozoides en la espermiogénesis. Este evento involucra
complejas alteraciones estructurales para obtener células elongadas con un flagelo
movilizable por la presencia de numerosas mitocondrias en la pieza intermedia de
la cola del espermatozoide. En la rata, la aparicién del primer espermatozoide en el
lumen tubular es observada aproximadamente a ios 45 dias de edad (Clermont y
Perey, 1957). En forma similar, el hamster alcanza la pubertad entre los 42 y 56
dias posteriores a su nacimiento (Festing, 1972). La FSH en combinaciéon con los
andrégenos, actuando a través de receptores especificos presentes en las células
de Sertoli, resultan esenciales en la iniciaciéon y mantenimiento del proceso
espermatogénico. No se han detectado proteinas ligadoras de gonadotrofinas u
hormonas sexuales en las células germinales (Bremner y col., 1994); indicando que
la comunicacion intercelular entre los componentes del compartimiento tubular, es

fundamental para lograr una gametogénesis normal (Gondos y Berndston, 1993).

1.5.1.2. Tejido intersticial

El compartimiento intersticial esta compuesto por una malla irregular de tejido
conectivo laxo que ocupa los espacios entre los tubulos seminiferos y contiene
vasos sanguineos, linfaticos y nervios testiculares. En el mismo también se
observan fibroblastos, macréfagos, linfocitos, células plasmaticas, monocitos vy
mastocitos (Nistal y col., 1984, Ritchie y col., 1984; Niemi y col., 1986, Russell,
1996). Sin embargo, el componente celular mas importante de este tejido esta
representado por las células intersticiales o células de Leydig, que constituyen la
parte endocrina del testiculo, puesto que sintetizan y secretan hormonas sexuales
masculinas, esenciales para el mantenimiento de la espermatogénesis, los

caracteres sexuales secundarios y el trofismo de todo el tracto reproductivo.
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1.5.1.2.1. Células de Leydig

Las células de Leydig se encuentran generalmente agrupadas en cumulos
relacionados con capilares o bien cercanos a la pared de los tubulos seminiferos.
Son células poligonales o fusiformes, con un diametro de 8-12 um en la rata, que
presentan a menudo proyecciones que fueron descriptas por algunos autores como
filapodios o microvellosidades (Ohata, 1979; Schuize, 1984). Su nucleo es grande y
redondo, de localizacién excéntrica y presentan uno o dos nucleolos prominentes
(Christensen, 1975). El citoplasma aciddfilo, contiene lisosomas, peroxisomas,
vesiculas pinociticas, cuerpos multivesiculares, un reticulo endoplasmatico liso y un
aparato de Golgi muy desarrollados, y muitiples mitocondrias (Ewing y Zirkin, 1983;
Russell, 1996). Las células de Leydig se desarrollan, bajo el estimulo de la LH, a
partir de precursores que han sido definidos en la literatura como células
mesenquimaticas, células mioides peritubulares y macrofagos (Clegg y Macmillan,
1965b; Christensen, 1975, Hardy y col., 1993; de Krester y col., 1994) . El 95% de la
T circulante es producida por las células de Leydig. Se cree que la forma activa de
la T es la 5a-dihidrotestosterona (DHT), y que la especial sensibilidad a la T de
ciertos tejidos, se debe a que sus células son capaces de reduciria a DHT. En la
actualidad es reconocido que las células de Leydig sintetizan también otras
sustancias bioactivas involucradas en la regulacién paracrina y autocrina de la
funcidn testicular. Asi, proveen numerosas hormonas y factores potenciaimente
activos tales como oxitocina (Guldenaar y Pickering, 1985), péptidos derivados de
la pro-opiomelanocortina (POMC) (Bardin y col, 1984), prostaglandinas
(Abayaskeara y col., 1988), leucotrienos (Sullivan y Cooke, 1985), activina (Lee y
col,, 1988), inhibina (Lau y Li, 1987; Garde y col., 1988; Viiegen y col., 1993),
renina-angiotensina (Parmetier y col., 1983; Sharpe, 1984), factor liberador de
corticotrofina (CRF) (Thompson y col., 1987), B-endorfinas (Spera y col., 1988),
factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Suarez Quian y Niklinski, 1990), sustancia
P (Chiwakata y col., 1991), factor de crecimiento insulinico | y Il (Dombrowicz y col.,
1992), GH (de Krester y col., 1969) y TGF (Teerds y Dorrington, 1993).



20 INTRODUCCION

1.5.1.2.1.1. Biosintesis de andrégenos

Las céluias de Leydig son la principal fuente de hormonas sexuales en el
macho; aunque la corteza adrenal también contribuye a Ios niveles circulantes de
estas hormonas, y se ha descripto la produccion local de pequenas cantidades de
esteroides en sistema nervioso central (Baulieu y Robel, 1990).

El colesterol es el precursor obligado en la sintesis de andrégenos. Las
fuentes celulares de colesterol son:

e la sintesis celular de novo,

e las lipoproteinas plasmaticas transportadoras de colesterol, y

e las gotas citoplasmaticas de ésteres de colesterol que actian a modo de
reservas intracelulares.

En la rata, el 60% del colesterol es producido localmente por las células de
Leydig, y el resto es aportado por las lipoproteinas plasmaticas (Freedman y Ascoli,
1983; Chen y col., 1980). El paso limitante en el camino biosintético del colesterol
corresponde a la produccidn irreversible de mevalonato catalizada por la enzima
B-hidroxi-metil-glutaril coenzima A (CoA) reductasa. La actividad de esta enzima se
encuentra altamente reguilada por el aporte de colesterol dietario, por un
mecanismo de inhibicién alostérico via mevalonato, y por la accién conjunta de
quinasas y fosfatasas. En las células testiculares existe un equilibrio entre el
colesterol libre y los ésteres de colesterol. Dicho equilibrio es regulado por la
enzima acilCoA colesterol aciltransferasa que esterifica al colesterol, y por la
enzima colesterol éster hidrolasa o esterasa que cataliza la reaccidn inversa
(Naghshineh y col., 1978).

La sintesis de androgenos comienza con la movilizacion de los ésteres de
colesterol localizados en las gotas citoplasmaticas como respuesta al estimulo
gonadotréfico (Hall, 1963), siendo éste un punto de regulacion clave en dicho
camino biosintético. Las enzimas e intermediarios involucrados en el camino

biosintético de los andrdégenos se encuentran esquematizados en la Fig. 4.
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Dicha biosintesis involucra la conversion del colesterol a pregnenolona,
catalizada por un complejo multienzimatico dependiente del citocromo P-450,
ubicado en la membrana interna mitocondrial (Shikita y Hall, 1973), que escinde la
cadena lateral del colesterol (SCC) entre los carbonos 20 y 22. En el reticulo
endoplasmatico liso, la pregnenolona es convertida en andrégenos de 19 carbonos.
Esta conversion puede ocurrir por dos caminos diferentes: A* o A° (Sweet y col.,
1985). Esta terminologia designa la posicidn que el enlace insaturado mantiene
durante la transformacién de intermediarios a T. Asi, la pregnenolona puede ser
sustrato de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa A®>-A* isomerasa
(3B-HSD) dando origen a la progesterona a través del camino A* y posteriormente,
la progesterona es transformada en androstenediona por el compliejo enzimatico
17a hidroxilasa C17-20 liasa, dependiente del citocromo P-450 (P-450c17). Pero
también, la pregnenolona puede seguir la via A’ obteniéndose primeramente
dehidroepiandrosterona por accion del complejo P-450c17 (Hall, 1994) y luego, por
isomerizacion, androstenediona.

La eleccion del camino esteroidogénico no esta librada al azar. El camino A*
fue el primero en ser identificado en el testiculo de rata, y estudios posteriores han
demostrado que la conversién a través de intermediarios A® posee muy poca
significancia en esta especie (Samuels, 1960; Bell y col., 1968; Kwan y col., 1988).
En cambio, en el testiculo de humanos y primates superiores, Ia sintesis de T se
realiza a través del camino A® (Rajfer y col., 1987; Rey y col., 1995); mientras que,
en cerdos, conejos y perros (Hall y col., 1964; Roukenen y Vihko, 1974), se emplea
el camino A® en distintas proporciones.

El paso final en la sintesis de T esta regulado por la enzima microsomal
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD), que cataliza la conversién de
androstenediona a T. Dicha reaccién es reversible siendo su direcciéon regulada por
la concentracion de sustrato y producto (Oshima y Ochi, 1973). Esta enzima posee
dos sitios activos (Samuels y col., 1975) y presenta muitiples isoformas (Luu-The y
col., 1990; Peltoketo y col., 1992).
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Figura 4. BIOSINTESIS DE ANDROGENOS TESTICULARES

1: Complejo enzimatico que escinde la cadena lateral del colesterol; 2: 3[f-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/4-5  isomerasa;  3:  17a-hidroxilasa; 4:  17,20-liasa;  5: 17 B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa.
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Los niveles séricos de T resultan de un balance entre la producciéon de esta
hormona y su desaparicion de la circulacion via excrecion y transformacion
metabadlica (Sundaram y Kumar, 1996). Algunos esteroides se excretan libres. Sin
embargo, el catabolismo y excreciéon de la mayoria de los andrégenos, involucra la
inicial transformacion de los mismos en compuestos de mayor solubilidad en agua a
través de su conjugacion con glucurénidos y sulfatos en la posicién 3 6 17. Con
excepcion de los esteroides fendlicos, las reacciones catabdlicas son reductivas y
ocurren mayoritariamente en el higado; aunque la prostata y la piel también
contribuyen significativamente al metabolismo degradativo de los andrégenos
(Deslypere y col., 1982; Rittmaster y col., 1988). Los 3a-hidroxiesteroides aparecen
principaimente conjugados como glucurdnidos; mientras que, la mayoria de los
3B-hidroxiesteroides son excretados en forma de sulfatos. Una gran parte de ios
metabolitos de los andrégenos son eliminados a través de la orina. Los compuestos
3a-hidroxi-5a-androstano-17-ona (androsterona) y 3a-hidroxi-5p-androstano-17-
ona (etiocolanolona) son los metabolitos urinarios mas abundantes excretados
mayoritariamente como glucuronidos (Fortherby y James, 1972).

Sin embargo, las transformaciones metabdlicas no siempre estan asociadas
con una disminucion en la actividad biolégica. La metabolizaciéon de la T a través de
la So-reduccion irreversible origina DHT, y una notoria amplificacién de sus
acciones biolégicas (Kumar y col., 1992). A su vez, la DHT puede ser metabolizada
a Sa-androstano 3a/f3, 17B-diol (Diol) por accién de las enzimas 3o/B hidroxi-
esteroide 6xido reductasa, que requieren nicotinamida-adenina-dinucledtido fosfato
reducido (NADPH) como cofactor (Wilson y Gloyna, 1970; Shimazaki y col., 1972)
(Fig. 5). En testiculos de animales inmaduros y puberes, se describe una importante
actividad de las enzimas 5q-reductasa y 3a-hidroxiesteroide o6xido-reductasa,
sintetizandose metabolitos Sa-reducidos tales como Diol (Rivarola y Podesta, 1972,
Rivarola y col., 1972; Peng y col., 1979). En el caso de especies fotoperiédicas, a
través de 5B-reduccién se obtienen concentraciones importantes de compuestos
5B-reducidos de funcién desconocida (Martini, 1982). Por otro lado, la T y la

androstenediona son interconvertibles via 178-HSD. Estas dos hormonas pueden
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estar sujetas a hidroxilaciones, pero dichas reacciones no contribuyen
significativamente al metabolismo general. No obstante, la T y la androstenediona
pueden actuar como sustratos durante la aromatizaciéon a estrégenos ocurrida en

gonadas, cerebro y algunos tejidos periféricos (Mooradian y col., 1987).
1.5.1.2.1.2. Regulacion de la sintesis de androgenos

La principal regulacién fisiolégica de la sintesis gonadal de andrégenos es
ejercida por la adenohipdfisis a través de la secrecion pulsatil de LH; aunque otras
hormonas y factores producidos localmente, también estarian involucrados en este
proceso mediante un control autocrino y/6 paracrino entre las células de Leydig y
los restantes componentes testiculares (Campos y col., 1990a; Campos y col.,
1990b; Ritta y col., 1991, Mather y Krummen, 1992, Tinagjero y col., 1992;
Verhoeven, 1992; Boujrad y col, 1995). La FSH ejerce también un efecto
modulatorio sobre la actividad de las células de Leydig mediante la secrecion de
proteinas especificas (Saez y col., 1991). Por otra parte, las hormonas hipofisarias
PRL y ACTH serian capaces de influenciar el estado funcional de estas células
esteroidogénicas (Liptrap y Raeside, 1975, Juniewicz y Johnson, 1981; Juniewicz y
Johnson, 1983; Bartke y col., 1985a; Calandra y col., 1982). La accidn estimulatoria
de la LH sobre la produccién de androgenos se ejerce a través de su unién a
receptores especificos ubicados en la membrana de las células de Leydig, cuya
estructura ha sido recientemente dilucidada (Loosfelt y col., 1989; McFarland y col.,
1989).

Dicha interaccion ligando-receptor induce un cambio conformacional en la
proteina G, que activa una adenilato ciclasa, dependiente de GTP y Mg*?,
ocasionando un aumento en la sintesis de AMP. (Duffau y col., 1973). EI AMP,
obtenido se une a la subunidad regulatoria de una PKA con la subsiguiente

liberacion de la subunidad catalitica de la misma.
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Figura 5. METABOLISMO DE LA TESTOSTERONA
1: Complejo de la aromatasa; 2: Sa-reductasa; 3: 3a-hidroxiesteroide oxido reductasa;
4: 3 hidroxiesteroide oxido reductasa
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Esta subunidad catalitica activa, fosforila proteinas intracelulares, en sus
residuos de treonina y serina, que intervienen en la sintesis de esteroides
regulando la expresion génica y traduccion de enzimas claves del proceso (Podesta
y col., 1976; Hall y col., 1979; Pon y col., 1986; Rommerts y Cooke, 1988; Epstein y
Orme-Johnson, 1991).

Si bien la funcién del AMP. como segundo mensajero en la accion de LH se
encuentra bien establecida, recientemente se han descripto mensajeros alternativos
(Hall, 1994) y respuestas rapidas, que involucran cambios en el flujo idnico
transmembrana, depédsitos intracelulares de calcio, actividad de la proteina
calmodulina, y alteraciones en el metabolismo y recambio de fosfolipidos
(Rommerts, 1990).

Clark y col. (1994) en la linea MA-10 de células de Leydig tumorales de raton,
y Sugawara y col. (1995) en tejidos humanos, han purificado y caracterizado a una
proteina regulatoria aguda de la esteroidogénesis conocida como StAR. Las células
de Leydig, en respuesta al estimulo hormonal tréfico, sintetizarian una proteina
citoplasmatica precursora de StAR de 37KDa. Este precursor se asociaria a
proteinas chaperonas que impedirian el plegado y consecuentemente, su transporte
hacia la mitocondria. La proteina de 37KDa seria entonces incorporada a esta
organela subcelular a través de su interaccion con un receptor especifico presente
en la membrana externa mitocondrial. Posteriormente, se formarian puntos de
contacto entre las membranas externa e interna de la mitocondria, y ocurriria el
primer evento de clivaje, obteniéndose una forma intermediaria de la proteina StAR
de 32KDa. Esta fusidn de membranas, facilitaria el transporte del colesterol hacia la
membrana interna mitocondrial. Finalmente, las membranas se fisionarian, y la
proteina de 32KDa sufriria un segundo clivaje originandose un producto de 30KDa
incapaz de participar en el transporte de colesterol. Asi, el ingreso de colesterol en
la mitocondria, estaria controlado a través de la continua sintesis y procesamiento
de StAR, y la formacion de sitios de contacto entre las dos membranas de la

organela (Stocco, 1996).
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Existe otro importante grupo de proteinas involucradas en la regulacién de la
produccion de andrégenos, entre las cuales podemos citar a un transportador
proteico de colesterol que moviliza dicho compuesto desde las gotas lipidicas
citoplasmaticas a la mitocondria (SCP,) (Chanderbhan y col., 1982; Vahouny y col.,
1983; Vahouny y col., 1984, Trzeciak y col., 1987; Van Noort y col., 1988; Rennert y
col, 1991; Pfeifer y col., 1993); un polipéptido activador de la esteroidogénesis
(SAP) (Pedersen y Brownie, 1983; Pedersen, 1984; Pedersen, 1987; Frustaci y col.,
1989; Mertz y Pedersen, 1989); una proteina inductora de la esteroidogénesis (SIP)
(Khany col., 1988; Khan y col., 1991; Stocco y Khan, 1992); y al receptor periférico
de benzodiacepinas (PBR) presente en altas concentraciones en la membrana
mitocondrial externa de tejidos esteroidogénicos (Anholt y col., 1986; Calvo y col.,
1990; Krueger y Papadopoulos, 1992; Papadopoulos, 1993). Ligandos exdgenos
del PBR (Yanagibashi y col., 1989; Barnea y col., 1989; Amsterdam y Suh, 1991) y
su ligando enddgeno, el péptido inhibidor de la unién de diazepam o endozepina
(DBI) (Costa y Guidotti, 1991; Cavallaro y col., 1992; Papadopoulos y col., 19914,
Papadopoulos y col., 1991b) estimularian la produccién de andrégenos mediante la
formacion de un complejo poro en la membrana mitocondrial, a través del cual el
colesterol podria ingresar a la organela (Papadopoulos y col., 1994). Sin embargo,
informacién reciente indica que, el tratamiento de tejidos esteroidogénicos con
ligandos de PBR podria también inhibir la sintesis de esteroides (Shibata y col.,
1986; Holloway y col., 1989; Thomson y col., 1992; Python y col., 1993).

1.5.1.2.2. Otros componentes celulares del tejido intersticial

El tejido intertubular presenta, en intima asociacion con las células de Leydig,
otros tipos celulares dentro de los cuales se incluyen fibroblastos, macréfagos,
linfocitos, células plasmaticas, monocitos y mastocitos (Nistal y col., 1984, Ritchie y
col., 1984; Niemi y col., 1986; Russell, 1996).
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Los macrofagos intersticiales, endociticamente activos, establecen contactos
especializados con las células de Leydig, y participarian en la destruccién de las
células intersticiales ocurrida durante lesiones testiculares (de Kretser y Kerr, 1994).

Los fibroblastos del tejido intersticial han sido postulados como precursores de
las células de Leydig funcionalmente activas. Alternativamente, la desdiferenciacion
de las células de Leydig, origina células funcional y morfolégicamente semejantes a
los fibroblastos intertubulares (de Kretser y Kerr, 1994).

El dano tisular del compartimiento intersticial, genera un aumento significativo
en el numero de células mononucleadas tales como monocitos, linfocitos y células
plasmaticas (de Kretser y Kerr, 1994). En testiculos humanos, se ha descripto la
presencia de mastocitos en el tejido intertubular. Contrariamente, en la rata y el
hamster, los mastocitos han sido localizados exclusivamente en la periferia del
testiculo, en el tejido areolar de la tunica albuginea (Mayerhofer y col., 1989b; de
Kretser y Kerr, 1994). Estas células producen histamina y 5-HT, que son secretadas
al espacio intertubular y participarian en la regulacién de la funcién testicular
(Mayerhofer y col., 1989b; Tinajero y col., 1993a).

1.5.1.3. Relaciones paracrinas, autocrinas e intracrinas en el testiculo

Si bien la funcion testicular se halla basicamente regulada por LH y FSH, que
ejercen su efecto trofico sobre las células de Leydig y Sertoli respectivamente; la
intensidad y duracién de las respuestas a las gonadotrofinas estan moduladas por
complejas interacciones paracrinas, autocrinas e intracrinas (Pollanen y col., 1990;
Saez, 1994).

Asi, los diferentes tipos celulares del testiculo se regulan mutuamente a través
de factores difusibles que migran de un compartimiento a otro.

Entre los principales factores involucrados en la interaccion celular Leydig-
Sertoli podemos citar: interleuquinas (Okuda y col., 1994), factores de crecimiento
(Holmes y col., 1986; Morera y col., 1988; Skinner y col., 1989; Le-Magueresse-

Battistoni y col., 1994, Le-Magueresse-Battistoni y col., 1995), una sustancia simil
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arginina vasopresina (Sharpe y Cooper, 1987; Foo y col., 1991), oxitocina (Sharpe y
Cooper, 1987; Foo y col., 1991), endotelina tipo 1 (Fantoni y col., 1993); péptidos
dernivados del POMC (Dave y col., 1985; Sharpe y Cooper, 1987) y factores
liberadores de origen testicular tales como GnRH (Damber y col., 1985; Sharpe,
1982; Sharpe y Cooper, 1987).

Por otra parte, los macréfagos testiculares secretan citoquinas y factores de
crecimiento que estimularian la proliferacion y diferenciacién de las células de
Leydig inmaduras (Huhtaniemi y col., 1986; Teerds y col., 1989; Khan y col., 1992a,
Khan y col, 1992b, Bergh y col, 1993, Hales, 1996), y sintetizan diversos
compuestos capaces de inhibir la esterodogénesis gonadal (Orava, 1989; Warren y
col., 1990; Sun y Risbridger, 1994, Hales, 1996; Risbridger, 1996).

Los mastocitos gonadales producen y secretan histamina y 5-HT,
neurotransmisores involucrados en la regulacién paracrina de la esteroidogénesis

testicular (Mayerhofer y col., 1989b; Tinajero y col., 1993a).

1.5.2. Epididimo

El sistema de conductos transportadores de espermatozoides del testiculo
esta compuesto por los tubulos seminiferos, que se continuan en los fubulos rectos,
y finalmente desembocan en la rete testis. Desde alli parten numerosas vias, los
conductillos eferentes, que abandonan el testiculo y convergen en un pasaje
comun, el conducto del epididimo.

El epididimo es un érgano elongado, muy sinuoso y sumamente enrollado que
se encuentra compactado dentro de una membrana que lo envuelve.

Consta de una porcidn superior, la cabeza, que recibe todos los conductillos
eferentes; se continia en un segmento medio conocido como cuerpo Y
posteriormente en una extremidad inferior, la cola, que desemboca a la altura del
polo testicular inferior en el conducto deferente. Los distintos segmentos del

epididimo presentan diferencias histologicas, bioquimicas y funcionales.
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El epididimo presenta un tejido intersticial integrado por fibroblastos, capilares,
vasos linfaticos, macréfagos y fibras; revestido por un epitelio cilindrico
seudoestratificado compuesto por dos tipos celulares: células principales y células
basales. Las células principales son la expresion de las funciones absortivas del
epitelio epididimario. El 99% del liquido que abandona los tubulos seminiferos es
reabsorbido en los conductillos eferentes y en el segmento inicial del epididimo rico
en células principales. Estas células son muy altas en la zona de la cabeza y
disminuyen su altura gradualmente hacia la cola. Sobre la superficie luminal se
encuentran estereocilias inmdviles, muy largas, que aumentan la superficie de
absorcién. La membrana celular apical forma numerosas invaginaciones tubulares
entre las estereocilias;, y en el citoplasma apical, se encuentran vesiculas y
vacuolas. Puede observarse un aparato de Golgi supranuclear grande y un reticulo
endoplasmatico rugoso bien desarrollado en el citoplasma basal de las células
principales. Las células basales son pequenas y redondeadas o piramidales. Se
encuentran en la parte mas basal del epitelio, y se desconoce su funcién (Robaire y
Hermo, 1988).

La principal actividad del epididimo corresponde a la sintesis y secrecion, por
parte de su epitelio, de productos que contribuyen a la maduracion de los
espermatozoides, a través de cambios en su morfologia, motilidad y metabolismo.

El epididmo es un organo estrictamente andrégeno-dependiente. La
deplecidon androgénica provoca una profunda atrofia, y la interrupcién de la

actividad secretoria epididimaria (Brooks, 1981).

1.5.3. Vesiculas seminales

Las vesiculas seminales se desarrollan a partir del conducto deferente y
presentan fundamentalmente la misma estructura. Forman dos cuerpos que
macroscopicamente se visualizan como tubos sinuosos unidos por tejido conectivo.
Estas glandulas sexuales estan formadas por tres tunicas: la tinica mucosa, la

tuinica muscular y la tunica adventicia.
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En la parte externa de las vesiculas seminales se localiza la tunica adventicia
unida a masas de tejido conectivo que fijan las partes sinuosas y plegadas del tubo.
La tunica muscular esta formada por una capa interna circular y una externa
longitudinal, siendo considerablemente mas delgada que |a del conducto deferente.
La tunica mucosa forma pliegues finos ramificados anastomosados, que se
extienden hacia el interior de la luz. Su /amina propia es fina y se compone de tejido
conectivo laxo, mientras que, el epitelio varia en aspecto, pero frecuentemente es
cilindrico seudoestratificado, compuesto por células cilindricas bajas y células
basales redondeadas. Las células epiteliales contienen un reticulo endoplasmatico
rugoso y un complejo de Golgi bien desarrollados, granulos secretorios
citoplasmaticos, y son estimuladas por andrégenos. Asi, luego de la castracion, las
vesiculas seminales reducen su tamano, y el epitelio se vuelve atréfico cesando su
actividad secretoria (Levey y Szego, 1955; Mariotti y Mawhinney, 1982; Setchell y
col., 1994).

Las vesiculas seminales fueron asi denominadas por la creencia equivocada
de que eran receptaculos o reservorios de esperma (Setchell y col., 1994).

Actualmente, se sabe que son glandulas cuya secrecidon espesa forma parte
del esperma. La composicion del fluido vesicular es especie-especifico, pero en
general contiene compuestos de bajo peso molecular (sales, fructosa utilizada por
los espermatozoides como fuente de energia, prostaglandinas, y pequefnas
cantidades de flavinas), y una importante cantidad y variedad de proteinas.
También se ha detectado actividad de proteasas en las secreciones de vesiculas
seminales que conducirian a la formacion de los derivados peptidicos presentes en
el eyaculado (Ostrowski y col., 1982, Geneser, 1988b; Norvitch y col., 1989,
Fawcett, 1991c; Setchell y col., 1994).

1.5.4. Prostata

La prostata (gr. prostatas, puesto delante de otro) es la glandula sexual

accesoria del aparato reproductor masculino de mayor tamano. La préstata rodea la
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primer porcion de la uretra, y es recorrida en su parte posterior por los dos
conductos eyaculadores. Histolégicamente se compone de numerosas glandulas
tubuloalveolares que desembocan en conductos excretores independientes.
Dichas glandulas estan incluidas en un estroma compuesto fundamentalmente por
células musculares lisas, separadas por fibras de tejido conectivo. La capsula
prostatica, delgada pero de fuerte consistencia, presenta las mismas caracteristicas
que el estroma al cual se encuentra unida. Los alvéolos, de forma irregular, se
encuentran revestidos por un epitelio seudoestratificado, presentan evaginaciones y
contienen un importante numero de granulos de secrecidén. Un rasgo caracteristico
de los alvéolos prostaticos, es la aparicion de los denominados cuerpos amilaceos,
formados mayoritariamente por almidén. Los conductos excretores poseen un
epitelio cilindrico simple, que se transforma en epitelio de transicion en la
desembocadura de la uretra. El epitelio esta rodeado por una membrana basal, y
descansa sobre una fina /amina propia, rica en capilares, que se continua con el
estroma circundante.

La anatomia macroscopica permite dividir a la prostata en tres Iébulos
diferentes (I6bulo medio, Iobulo lateral y Ibbulo posterior), todos de forma piramidal,
y situados, respectivamente, en posicion anterior, lateral y posterior con relacién a
los ejes determinados por el curso de los conductos eyaculadores a través de la
glandula. Estos I6bulos se fusionan en sus bordes a medida que progresa el
desarrollo sexual, careciendo en el adulto, de limites histoldgicos definidos. Por esta
razon, existe actualmente una tendencia a abandonar estas designaciones
regionales, y distinguir en la prostata tres zonas concéntricas (zona penfénca,
zona interna y zona central) que rodean, en parte, la porcion prostatica de la uretra
(Geneser, 1988b; Fawcett, 1991c; Setchell y col., 1994).

La secrecidn prostatica, junto con la de las vesiculas seminales, sirve como
diluyente y vehiculo para transportar a los espermatozoides durante la eyaculacion.
La misma contiene una gran cantidad de acido citrico, razén por la cual presenta un
pH ligeramente &acido, y enzimas tales como la fibrinolisina, diastasa, beta

glucuronidasa y fosfatasa acida (Geneser, 1988b; Fawcett, 1991c).
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2. ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA EN EL HAMSTER

En ciertas especies de roedores, la funcion reproductiva es modulada a traves
de la informacién fética. Asi, el fotoperiodo (cantidad de horas diarias con luz) es
una senal primaria que, como se ha detallado previamente, actua via retina, sistema
nervioso central y glandula pineal, influenciando el proceso de maduracion sexual, y
sincronizando los ciclos reproductivos anuales durante la fase puberal-adulta.

El hamster es una especie con reproduccion estacional, y consecuentemente
la funcionalidad del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal sufre continuas fluctuaciones
entre una fase de maxima actividad, coincidente con el inicio de la estacion
reproductiva anual, y una etapa de quiescencia 0 reposo que involucra la
preparacion para el periodo de hibernacion. La Fig. 6 esquematiza los cambios
ocurridos en la actividad sexual y tamano gonadal, durante el ciclo reproductivo

anual del hamster.

2.1. ESPECIES

Diferentes especies de hamsteres son actualmente empleadas como
"modelos experimentales” en el estudio del desarrollo sexual y el rol ejercido por el
fotoperiodo en el control de la funcidn reproductiva, las cuales presentan
caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas distintivas. El hamster (Syrian) Dorado
(Mesocrisetus auratus) proviene de Aleppo, Siria. Las primeras citas literarias
referidas al hamster Dorado fueron publicadas por Alexander Russell en The natural
History of Aleppo, en 1756. En abril de 1839, George Robert Waterhouse, presentd
en The London Zoological Society, una detallada descripcion morfolégica del
mismo, definiendo al hamster Dorado como una nueva especie oriunda de Siria
(Murphy, 1985). Otras especies de hamsteres ampliamente utilizadas en las
investigaciones cientificas son el hamster (Siberian) Djungarian (Phodopus
sungorus), proveniente de Siberia; y el hamster (Chinese) (Cricetulus griseus),

originario de China (Murphy, 1985).
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Figura 6. CICLO REPRODUCTIVO ANUAL EN EL HAMSTER
El esquema ilustra las modificaciones ocurridas en el nivel de actividad sexual y en el
tamario testicular, durante el ciclo reproductivo anual del hamster macho adulto.
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2.2. DESARROLLQO SEXUAL

El hamster alcanza su capacidad fertilizante entre los 45 y 60 dias de edad
(Bartke, 1985).

Aunque el sistema reproductivo del hamster Dorado es particularmente
sensible al fotoperiodo, la adquisicion de la capacidad reproductiva no es
influenciable por el mismo. En cambio, en el hamster Djungarian, fotoperiodos
cortos (FC) bloquean el inicio de la pubertad y la actividad sexual durante la vida
aduita (Hoffmann, 1978c; Darrow y col., 1980).

El periodo de pubertad es precedido, tanto en la especie Dorado y como en la
Djungarian, por un significativo aumento en los niveles circulantes de
gonadotrofinas y PRL (Vomachka y Greenwald, 1979; Yellon y Goldman, 1984).
Paralelamente, la concentracion sérica de T presenta un marcado incremento a
partir de los 50 dias de edad (Vomachka y Greenwald, 1979; Yellon y Goldman,
1984).

Las alteraciones edad-relacionadas en los niveles plasmaticos de hormonas
hipofisarias y testiculares durante el desarrollo sexual del hamster macho, difieren
de los cambios descriptos en otras especies de roedores. Asi, en comparaciéon con
la rata, el hamster muestra un aumento mas pronunciado en los niveles séricos de
LH, modificaciones tempranas de la concentracion de PRL, y ausencia de elevacion
de la T plasmatica durante la fase perinatal (Steinberger y Ficher, 1969; Swerdloff y
col,, 1971; Negro-Vilar y col.,, 1973a; Déhler y Wuttke, 1975; MacKinnon y col.,
1976; Corbier y col., 1978). Con respecto al ratén, el hamster exhibe un mayor y
pronunciado incremento puberal de la PRL sérica, combinado con un discreto
aumento de los niveles circulantes de gonadotrofinas y T. No obstante, resulta
dificultoso hacer comparaciones validas entre hamsteres y ratones, como
consecuencia de la vasta cantidad de cepas de ratones existentes, y de las
diferencias enddcrinas observadas entre ellas (Sinha y col., 1974; Bartke y Dalterio,
1975, Selmanoff y col., 1977, Barkley, 1979).



36 INTRODUCCION

Durante el proceso de maduracién sexual del hamster macho, la
concentracion de T plasmatica fluctua entre los 0.75 ng/ml y los 6 ng/ml. Este rango
de variabilidad en los niveles de T es significativamente mayor que el observado en
el hombre (Judd, 1979), comparable al hallado en la rata (Bartke y col., 1973; Ellis y
Desjardins, 1982), y considerablemente menor que los cambios detectados en el
raton (Bartke y col.,, 1973; Bartke y Dalterio, 1975). En concordancia con los
resultados obtenidos en otras especies (Boccabella, 1963; Clermont y Harvey,
1967), también en el hamster, la T es el principal regulador hormonal del
crecimiento y funcionalidad de los 6rganos reproductivos, la espermatogénesis y la
conducta sexual (Lubicz-Nawrocki, 1974, Campbell y col., 1978; Ellis y Turek,
1979). Sin embargo, la capacidad de producir T es mucho menor en los testiculos
del hamster adulto que en las gbénadas de la rata, conejo, cerdo y perro (Ewing y
col., 1979). Esta caracteristica podria resultar de la menor cantidad de reticulo
endoplasmatico liso, organela que contiene la mayor parte de las enzimas
esteroidogénicas, que presentan las células de Leydig del hamster (Zirkin y col.,
1980).

La T es metabolizada en estructuras neuroenddcrinas periféricas sensibles a
andrégenos, mediante 5o/p-reduccidn y aromatizacion. En especies fotoperiodicas,
existe una importante actividad 5B-reductasa obteniéndose metabolitos de funcion
desconocida. Sin embargo, no puede descartarse la probabilidad de que estos
compuestos 5B-reducidos participen en el control de algunas conductas sexuales y
socio-sexuales (Martini, 1982).

En el caso particular del hamster Dorado estudios metabdlicos indican que, en
testiculos inmaduros, la mayor parte de los esteroides formados a partirde la T y
androstenediona son compuestos Sa/5B-reducidos, principalmente, 53-Diol. La
5B-reduccion de los 4-ene-3-cetoesteroides tendria lugar en las células de Sertoli
bajo la influencia de FSH, mientras que la Sa-reduccidon ocurriria en las células
intersticiales regulada por LH y FSH (Yabumoto y col., 1985). En cambio, en

testiculos de hamsteres adultos existe escasa actividad de ambas reductasas y
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consecuentemente, significativos niveles de T (Terada y col., 1980; Tsuji y col,,
1984).

2.3. CAMBIOS ESTACIONALES

2.2.1. Regresion reproductiva foto-inducida

Tanto en el hamster Dorado como en la especie Djungarian, la actividad
reproductiva en animales puberes y adultos, es regulada por la informacién fética
(Hoffmann, 1978a; Darrow y col., 1980, Bartke, 1985).

En su habitat natural, el hamster es activo sexualmente durante la primavera;
experimentando hacia comienzos del otofio, una profunda involucion gonadal
(Mogler, 1958, Czyba y col., 1971, Vendrely y col., 1971; Reiter, 1974). Sin
embargo, cuando los animales son mantenidos en cautiverio con iluminacion
artificial de 14 hs diarias, la actividad reproductiva se extiende a todo el ano,
permanenciendo sus niveles séricos de gonadotrofinas, PRL y T practicamente sin
cambios durante la vida adulta (Bartke, 1985).

La exposicidon de hamsteres adultos a oscuridad total o a fotoperiodos
menores de 12.5 hs de luz/dia, origina importantes modificaciones en la unidad
hipotalamo-hipofisaria que desencadenan una drastica regresion testicular (Turek
y col.,, 1975b; Matt y Stetson, 1979; Bartke, 1985). La extirpacion quirurgica de la
glandula pineal evita dicha involucidn reproductiva, mientras que, la administracion
de melatonina en animales pinealectomizados mimetiza la respuesta a fotoperiodos
restrictivos (Reiter y col., 1970; Reiter, 1980). La permanencia en FC durante dos a
tres meses induce un significativo descenso en los niveles circulantes de LH, FSH y
PRL, junto a una disminucion en el contenido testicular de los receptores de LH
(Bex y Bartke, 1977), FSH (Klemcke y col., 1987) y PRL (Bartke y col., 1987). La
regresion testicular puede ser completamente evitada si, durante la exposicidén a
FC, los animales son tratados con combinaciones de PRL y GnRH, o bien

implantados con fragmentos hipofisarios bajo la capsula renal, un procedimiento
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que eleva cronicamente los niveles periféricos de PRL (Chen y Reiter, 1980; Bartke
y col., 1980a; Bartke y col.,1983). Sin embargo, la administracion de LH y FSH en
animales involucionados restablece sélo parcialmente la funcidn testicular (Reiter y
col., 1975, Bex y Bartke, 1977). Estos resultados sugieren que la habilidad de las
gonadas para responder a las gonadotrofinas es afectada durante la fase de
regresion; y enfatiza la importancia de la PRL como mediadora entre la senal
inhibitoria ambiental y la actividad gonadal.

Como consecuencia de este hipogonadismo hipogonadotrofico, se detecta
una caida en la produccion testicular de andrégenos (Chandrashekar y Bartke,
1989), y la supresion total de la espermatogénesis (Desjardins y col., 1971; Gravis y
Weaker, 1977).

La involucidon reproductiva foto-relacionada, origina marcados cambios
morfologicos en los diferentes compartimientos testiculares (Gravis y col., 1977,
Sinha Hikin y col., 1988a) (Fig. 7, panel c). Estas alteraciones incluyen una notoria
reduccién del peso testicular (Reiter, 1980), resultante de la disminucion del area
intersticial y del volumen tubular (Sinha Hikim y col, 1988a). Los tubulos
seminiferos sufren un significativo descenso en el contenido de células germinales
presentando s6lamente espermatogonias y espermatocitos primarios (Sinha Hikim y
col., 1988b). En cambio, el numero de células de Sertoli permanece estable (Sinha
Hikim y col., 1989a), y la cantidad de células de Leydig fluctua sélo levemente
durante la exposicion a FC (Sinha Hikim y col., 1989b). No obstante, estas
poblaciones celulares manifiestan notorios cambios morfométricos durante la
permanencia en fotorestriccion. La regresion testicular foto-inducida se asocia con
una drastica disminucion en el area superficial y el volumen de las células de Sertoli
y de sus principales organelas. Sdlamente sus componentes estructurales
involucrados en procesos degradativos (lisosomas y vacuolas digestivas) no
presentan alteraciones volumétricas entre hamsteres gonadalmente activos e
inactivos (Sinha Hikim y col.,, 1989a). Comparativamente, las células de Leydig
provenientes de hamsteres involucionados manifiestan un significativo descenso de

tamano, relacionado con un menor volimen de sus estructuras subcelulares
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(nucleolo, mitocondrias, peroxisomas, vesiculas, aparato de Golgi y reticulos
endoplasmaticos) (Sinha Hikim y col., 1989b); que explicaria, en parte, la severa
supresion de la esteroidogénesis en hamsteres expuestos a FC. Dicha deficiencia
androgénica es responsable de la atrofia observada en las glandulas sexuales
accesorias (Desjardins y col., 1971; Chan y Ng, 1994) y pérdida de la libido (Morin
y col., 1977).

2.2.2. Recrudescencia testicular espontanea y foto-estimulada

La transferencia de hamsteres regresionados a fotoperiodo normal (14 hs
diarias de luz; FN), incrementa los niveles séricos de gonadotrofinas y PRL,
restablece el peso testicular, y restaura las funciones enddcrinas y gametogénicas
(Berndtson y Desjardins, 1974; Matt y Stetson, 1979). A este proceso de
reactivacion reproductiva resultante del pasaje de animales involucionados a
fotoperiodos estimulatorios se lo denomina recrudescencia foto-estimulada.

Alternativamente, en hamsteres expuestos a FC se observa que, si las
condiciones de escasa luminosidad persisten, luego de un cierto tiempo, la
actividad hipotalamica-hipofisaria-testicular es restablecida espontaneamente. Este
evento de recuperacién gonadal como consecuencia de la permanencia prolongada
en fotoperiodo restrictivo es conocido como recrudescencia espontanea. Asi, la
regresion reproductiva originada por una disminucion en la longitud de los dias, es
seguida por un periodo de insensibilidad que involucra la aparicion de mecanismos
refractarios que tornan al animal incapaz de responder al fotoperiodo inhibitorio
(Watson-Whitmyre y Stetson, 1988). Este fendmeno senalaria que, en hamsteres
salvajes, la restauracion de la actividad sexual durante la primavera, ocurriria en
respuesta a relojes intemos independientemente del aumento en las horas diarias
de luminosidad (Bartke, 1985). En tal sentido, Lerchl y Nieschlag (1992) han
demostrado que, en la fase de recrudescencia espontanea se observa un cambio
en el patron de secrecion de la melatonina pineal. Asi, el hamster Djungarian

presenta dos pulsos de liberacién de melatonina durante la etapa oscura, en lugar
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del perfil tipo C caracteristico del periodo de regresion (con un prolongado pico
secretorio que abarca todo el periodo de oscuridad). Comparativamente, el hamster
Dorado experimenta, durante la reactivacion espontanea, un avance de fase en la
secrecion noctuma de melatonina (Lerchl y Nieschlag, 1992).

La recrudescencia reproductiva espontanea involucra una temprana
restauracion en los niveles periféricos de FSH (Matt y Stetson, 1979; Turek y col.,
1975a), y una posterior elevacion en la concentracion sérica de LH y PRL hacia las
18 semanas de permanencia en FC (Matt y Stetson, 1979; Klemcke y col., 1981).
Simultaneamente, a los cambios ocurridos en los niveles hormonales periféricos, se
ha detectado un significativo aumento del tamario testicular asociado a fenémenos
de neovascularizacion (Mayerhofer y col., 1989a), un incremento en el numero de
receptores testiculares de FSH y LH (Klemcke y col., 1981; Klemcke y col., 1987),
una mayor produccioén gonadal de T (Klemcke y col., 1981), y el restablecimiento
de los ciclos espermatogénicos (Heindel, 1988; Milette y col., 1988). Estos
resultados se correlacionan con la recuperacion del tamario de las células de Sertoli
y Leydig, y del volumen de sus organelas; aunque el numero total de células
nodrizas y espermatogénicas no varia durante la fase de recrudescencia (Bartke,
1985; Sinha Hikim y col., 1993) (Fig. 7, panel b). Adicionalmente, |la elevacion de la
concentracion plasmatica de T en esta etapa, gatilla la restauracion del peso y
funcionalidad de las glandulas sexuales accesorias androgeno-dependientes

(Desjardins y col., 1971).
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Figura 7. CORTES HISTOLOGICOS EN TESTICULO DEL HAMSTER.

La figura muestra el intersticio y tubulos seminiferos en:

a: testiculos activos (hamsteres adultos en fotoperiodo normal); b: testiculos en recrudescencia y c: testiculos
regresionados (hamsteres adultos en fotoperiodo corto).

LC: células de Leydig; MC: células mioides; IXC: células endoteliales; I: fibrablastos; MP: macrofagos; SC:
células de Sertoli; PS: espermatocitos. Longitud de la barra: 10um. Extraido de Johnson y col. (1987).



42 INTRODUCCION

3. POLIAMINAS

3.1. ESTRUCTURAY FUNCION

Las poliaminas (PA) son compuestos alifaticos, nitrogenados, no proteicos y
de bajo peso molecular presentes tanto en células eucariontes como procariontes
(Heby, 1981; Scalabrino y Ferioli, 1982). Las PA mas abundantes en los mamiferos
son: putrescina (Put), espermidina (Esd) y espermina (Esp) (Fig. 8).

La distribucion de estos policationes difiere marcadamente entre los distintos
tejidos de un organismo. Asimismo, diversos informes bibliograficos citan
alteraciones especie-especificas en la concentracion tisular de PA. Ademas, los
niveles de PA son modificados en respuesta a una variedad de factores
ambientales y situaciones fisioldgicas tales como la edad y el estado hormonal del
animal (Heby, 1981; Scalabrino y Ferioli, 1981; Pegg y McCaan, 1982).

El crecimiento, duplicacién y diferenciacion de células eucariotas requiere la
presencia y biosintesis de PA (Tabor y Tabor, 1984; Scalabrino y col., 1991). Sin
embargo, se han observado también altas concentraciones de PA en tejidos que no
estan en crecimiento, pero que son activos en sintesis proteica, como es el caso del
pancreas, prostata y glandula mamaria (Oka y col., 1981; Dom y col., 1985).

Recientemente se ha propuesto que las PA podrian participar como
mensajeros quimicos de diversas hormonas actuando a modo de senales
endocrinas, paracrinas y/o autécrinas, entre las diferentes poblaciones celulares
(Scalabrino y col., 1991).

Puesto que, los grupos amino primarios y secundarios de las PA estan
positivamente cargados a pH fisiolégico, estos compuestos organicos pueden
interactuar con constituyentes celulares de carga negativa, tales como acidos
nucleicos, proteinas y fosfolipidos (Marton y Morris, 1987; Schuber, 1989)
controlando importantes aspectos del metabolismo celular (Tabor y Tabor, 1984;
Scalabrino y col.,, 1991). Asi, las PA modulan la actividad de topoisomerasas y

ADN/acido ribonucleico (ARN) polimerasas, estabilizan la asociacion de las
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subunidades ribosomales, promueven la unidn de los ribosomas al reticulo
endoplasmico (Raina y Janne, 1975), protegen a las membranas de posibles lisis,
facilitan la fusién de membranas, controlan sistemas de transporte involucrados en
la movilizacién de compuestos entre el medio extracelular y el citoplasma (Goyns,
1982, Marton y Morris, 1987; Schuber, 1989), y regulan especificamente la
estructura y funcién mitocondrial (Nichitta y Williamson, 1984; Thomas y col., 1986;
Marcote y col., 1989). Ademas, las PA participan también en el control del contenido
celular de nuclebtidos ciclicos y pueden modular eventos de
fosforilacion/desfosforilacion proteica a través de la activacion de quinasas y/o
mediante modificacién del sustrato (Cochet y Chambaz, 1983; Cohen, 1985).

Por otra parte, los derivados acetilados de las PA: mono-N-acetilputrescina
(A-put), N'-acetilespermidina (N'A-esd), N’-acetilespermidina (N°A-esd), y
N'-acetilespermina (N'A-esp) (Fig. 8), contribuirian en el mantenimiento
homoestatico del pool intracelular de PA, evitando el aumento descontrolado de la
concentracion tisular de estos policationes, que provoca serios danos celulares
resultantes de la interaccién de los mismos con sitios anidnicos presentes en
macromoléculas y estructuras sub-celulares (Casero y Pegg, 1993, Kramer y col.,
1993).
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Figura 8: ESTRUCTURA DE LAS PRINCIPALES POLIAMINAS.
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3.2. BiOSINTESIS Y CATABOLISMO

La biosintesis de PA en células eucariontes involucra una serie de
precursores tales como arginina, ornitina y S-adenosiimetionina (Fig. 9). La ornitina
es obtenida principalmente durante el ciclo de la urea por accién de la enzima
arginasa que utiliza al aminoacido arginina como precursor. Posteriormente, la
omitina es convertida a Put en una reaccidn catalizada por la enzima ornitina
decarboxilasa (ODC; EC 4.1.1.17) (Tabor y Tabor, 1976; Williams-Ashman y
Canellakis, 1979). Durante la formacién de Esd a partir de Put a través de la
actividad Esd sintetasa, y en la sintesis de Esp catalizada por la enzima Esp
sintetasa que emplea como sustrato a la Esd, la S-adenosilmetionina es
decarboxilada por la enzima S-adenosimetionina decarboxilasa (SamDC; EC
4.1.1.50) sirviendo asi como donante de grupos propilaminos (Pegg y McCann,
1982). Asi, ambas sintetasas son en realidad aminopropiltransferasas, que catalizan
reacciones irreversibles en las cuales se genera el compuesto 5-metil-tioadenosina
(MTA) que es rapidamente degradado en las células.

La Put, Esd y Esp pueden sufrir reacciones de acetilaciéon, oxidacion y
conjugacion originando diferentes metabolitos.

Las reacciones de interconversion entre las PA y sus derivados acetilados,
estan catalizadas por dos enzimas: la acetil-CoA Esd/Esp N'-acetiltransferasa (AT),
y la PA oxidasa (PAQO) dependiente de flavina (Morgan, 1985; Morgan, 1989). La
primera de estas enzimas posee localizacion citoplasmatica y emplea acetil-CoA
para convertir la Esd y Esp, en N'A-esd y N'A-esp, respectivamente.
Posteriormente, ambos compuestos acetilados son sustratos de la PAO (Seiler,
1987; Seiler y Heby, 1988), generandose Esd y Put. En condiciones normales, la
PAO posee mayor actividad que la AT citosdlica, razén por la cual el contenido de
acetil-poliaminas (A-PA) es generalmente bajo en las células eucariontes. La Put y
Esd pueden ser alternativamente acetiladas por una AT nuclear originando A-put y
N°®A-esd; mientras que, la Esp al ser una molécula simétrica, es incapaz de generar

derivados N°-acetilados. La deacilacién de la A-put y la N°A-esd regenera
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Figura 9. BIOSINTESIS DE POLIAMINAS

1: ornitina decarboxilasa; 2: espermidina sintetasa; 3: espermina sintetasa; 4: poliamina
acetilasa; 5: poliamina oxidasa; 6: espermidina/espermina N*-acetil transferasa; 7: N*-acetil
espermidina/espermina  desacetilasa, 8: S-adenosil metionina decarboxilasa; 9:
aminopropiltransferasa.
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Put y Esd. Asi, el sistema AT/oxidasa regula los niveles intracelulares de PA,
evitando el aumento descontrolado del contenido tisular de Esd y Esp,
potencialmente toxico para las células.

La funcion de las PA se halla estrechamente relacionada con su naturaleza
idnica. Como la acetilacion de las PA resulta en la disminuciéon de su carga neta,
fue inicialmente propuesto que este proceso conduciria a la pérdida de la actividad
biolégica de estos policationes. Sin embargo, Canellakis y col (1989), han
establecido claras evidencias de que ciertos efectos de las PA son expresados a
través de sus formas acetiladas.

Cada intermediario del ciclo de interconversion, puede ser sustrato de MAOs
(EC 1.4.3.4) y/6 diamino oxidasas (DAOs; EC 1.4.3.6) dependientes de Cu™. Los
aldehidos producidos en las reacciones catalizadas por estas oxidasas no pueden
ser reconvertidos en PA, y en consecuencia son oxidados, a nivel sérico, en sus
correspondientes acidos, contribuyendo a la apariciéon, en sangre y orina, de una
serie de metabolitos tales como carboxietilpoliaminas, acido espérmico, putreanina,
B-alanina y acido y-aminobutirico (GABA) (Seiler y col., 1981). El conjunto de estas
reacciones constituyen el denominado catabolismo terminal de las PA. En el caso
particular de la Put, su oxidaciéon por una DAO origina y-aminobutiraldehido. En la
mitocondria, este compuesto es sustrato de una aldehido deshidrogenasa que
forma GABA. En aquellos compartimientos que carecen de esta enzima, como por
ejemplo la circulacion general, el y-aminobutiraidehido es transformado en
productos de excrecidn urinaria, probablemente a través de reacciones no
enzimaticas. Como se mencionara anteriormente, la Put puede ser también
acetilada generandose A-put. Este derivado acetilado puede ser excretado, o actuar
como sustrato de las enzimas MAQ, aldehido deshidrogenasa y A-PA deacetilasa
originando GABA (Seiler y Eichentopf, 1975) (Fig. 10).
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Figura 10. METABOLISMO DE LA PUTRESCINA

1: acetil CoA-1,4 diaminobutano N-acetiltransferasa; 2: monoamino oxidasa; 3:
aldehido deshidrogenasa; 4: diamino oxidasa; 5: deacetilacion; 6: 4-aminobutirato
aminotransferasa; 7: succinico semialdehido deshidrogenasa; 8: ciclo del citrato.
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3.2.1. Regulacién del metabolismo de las Poliaminas

La biosintesis de PA es mayoritariamente controlada a través de la
modulacién de las actividades de las dos carboxilasas,ODC y SamDC, y la AT;
mientras que, las otras enzimas (sintetasas y PAQ) parecen ser reguladas
fundamentalmente por la disponibilidad de sustrato.

La AT se halla presente en las células en bajas concentraciones. Esta enzima
es negativamente regulada por la MTA e inducida por agentes téxicos, ésteres de
forbol, hormonas, factores de crecimiento (Pegg, 1988) y PA (Seiler y Heby, 1988).
De esta forma, se sugiridé que la induccién de la AT representaria un mecanismo de
eliminacién de PA, una vez excedido cierto umbral de concentracion. La AT posee
una vida media corta (15 a 45 minutos) modulada por la acumulacién de su ARNm,
la traduccion del mismo y la velocidad de recambio de la proteina (Casero y Pegg,
1993).

La SamDC es regulada a nivel transcripcional y traduccional. La vida media de
esta enzima es de aproximadamente 1 hora (Calandra y col., 1996). En células
eucariotes, la actividad SamDC depende de la presencia de Put (Pegg, 1974)
mientras que Esd y Esp, reducen los niveles de su ARNm (Héltta y Pohjanpelto,
1986).

La actividad ODC se encuentra regulada in vivo e in vitro, por una variedad de
factores y hormonas. Entre ellos pueden citarse la LH, FSH, nucleétidos ciclicos
(Reddy y Villee, 1975; Scalabrino y col., 1991), prostaglandinas (Madhubala y
Reddy, 1980), catecolaminas (Madhubala y Reddy, 1981), EGF (Stastny y Cohen,
1972), TGF (Nakhla'y Tam, 1985) y el sistema arginina vasopresina (Reddy y col.,
1986). A su vez, aminas primarias, analogos de sustrato, drogas farmacolégicas y
las propias PA, son capaces de controlar la transcripcion, estabilidad del ARNm,
traduccién, eventos de modificacion post-traduccional y/é la degradacion de la
enzima ODC (Bey y col., 1987; Kameji y col., 1993). En la mayoria de los tejidos de
mamiferos, la actividad basal de la ODC es la mas baja de las involucradas en la

biosintesis de PA (Calandra y col., 1996), y por consiguiente, puede ser
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considerada la enzima clave en el control de la velocidad global de esta via
metabdlica. En cultivos celulares, la induccion de la actividad ODC y la acumulacion
de Put, se inician en la fase G1 del ciclo celular, y serian un prerequisito
indispensable para la posterior duplicacién del ADN y divisidon celular (Sunkara y
col,, 1981). La ODC presenta una vida media de 10 a 20 minutos (Raina y Jéanne,
1975), siendo la enzima de mayor velocidad de recambio entre las conocidas
(Tabor y Tabor, 1984). Su degradacion se encuentra asociada a la aparicion de una
proteina de peso molecular de 22 KDa conocida como antienzima (Heller y col.,
1976). La sintesis de esta proteina es inducida por PA. Esta antienzima es sensible
a ciclohexamida pero no a actinomicina D, indicando que su regulacién se efectua a
nivel post-transcripcional (Mitchell y col., 1985). La antienzima forma, con alta
afinidad, complejos reversibles e inactivos con la ODC (Murakami y col., 1985), los
cuales disminuyen los niveles de enzima libre y aceleran la degradacion de la
misma (Murakami y Hayashi, 1985). A su vez, la accidn de la proteina inhibidora es
modulada por otra proteina, una anti-antienzima, que no modifica la actividad ODC,
pero presenta una alta afinidad por la antienzima, razén por la cual es capaz de
liberar a la ODC de su forma complejada inactiva (Calandra y col., 1996).

Asi, el pool intracelular de PA se encuentra regulado por un balance entre su
biosintesis, su interconversion a derivados acetilados y su excrecion. Por otra parte,
la presencia en membrana plasmatica de transportadores especificos, permite la
incorporacion de policationes desde el medio extracelular. Un aumento en la
velocidad de crecimiento celular es usualmente acompanado por un incremento en
el transporte transmembrana de PA exdgenas. Asimismo, factores troficos tales
como hormonas y factores de crecimiento, estimulan la incorporacion de PA (Seiler
y Dezeure, 1989).
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3.3. POLIAMINAS EN ORGANOS REPRODUCTIVOS

3.3.1. Testiculo

Estudios previos indican que, las gonadotrofinas son capaces de modular la
actividad ODC y SamDC testicular (Francis y col., 1981; Pegg y McCann, 1982;
Osterman y col., 1983; Madhubala y col., 1987; Swift y Dias, 1987; Shubada y Tsai,
1990). Francis y col. (1981), detectaron un efecto estimulatorio de FSH sobre la
actividad ODC en células de Sertoli bovinas. Sin embargo, en células de Sertoli de
rata, FSH inhibe la actividad enzimatica (Madhubala y col., 1987). Esta hormona
hipofisaria, regula diferencialmente las actividades ODC y SamDC en células de
Sertoli provenientes de ratas de 18 dias de edad (Pegg y McCann, 1982). Por otra
parte, LH es un potente estimulador de la actividad ODC en células de Leydig
(Osterman y col., 1983) y en testiculos de ratas intactas o hipofisectomizadas (de
las Heras y Calandra, 1992). Asimismo, se ha descripto un efecto estimulatorio de la
PRL sobre la actividad ODC en diferentes sistemas biolégicos. En este contexto,
nuestro Laboratorio ha sefialado previamente, un rol regulatorio ejercido por la PRL
hipofisaria sobre la actividad ODC en células intersticiales de ratas puberales (de
las Heras y Calandra, 1992).

La mayor proporcion de la actividad ODC testicular queda circunscripta al
epitelio seminifero dénde es regulada por FSH (Madhubala y col., 1987; Shubada y
Tsai, 1990). Sin embargo, un remanente de la actividad enzimatica puede ser
también localizado en el compartimento intersticial y modulado por LH (Madhubala y
Reddy, 1983) y PRL (de las Heras y Calandra, 1992).

Por otra parte, se ha propuesto que las PA podrian interferir en la interaccion
de FSH con sus receptores testiculares especificos. Dias y col. (1983) detectaron
un efecto directo de las PA sobre la union de FSH a las células de Sertoli, asociado
al peso molecular y nimero de grupos aminos presentes en estos policationes. De
esta manera, los cambios citoplasmaticos de los niveles de PA podrian modular la

funcionalidad de las células de Sertoli, alterando la interaccién FSH-receptor.
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Ademas, las PA son sustratos fisiologicos de transglutaminasas intra vy
extracelulares, enzimas responsables del entrecruzamiento de proteinas
estructurales de la membrana, y miembros activos en la internalizacion del complejo
hormona-receptor (Folk y col., 1980; Williams-Ashman y Canellakis, 1980; Lorand y
Conrad, 1984).

Weiner y col. (1990), han descripto, en cultivos primarios de células de Sertoli
de rata, que la T es también capaz de regular la actividad ODC, disminuyendo los
niveles del ARNm de la enzima.

Es interesante destacar que se han establecido ritmos circadianos en la
actividad de las decarboxilasas y en los niveles gonadales de PA. Al respecto, de
las Heras y Calandra (1986), determinaron que, la actividad ODC en testiculos
prepuberales de rata fluctia durante las 24hs diarias. Recientemente, se ha
descripto un ciclo diario en el contenido testicular de Put, alcanzandose los
maximos niveles hacia las 6hs; mientras que, la Esd y la Esp no experimentan
modificaciones circadianas detectables (Sabry y Matsuzaki, 1991).

La concentracién testicular de PA totales varia con la edad (Shubada y col.,
1989b). Los niveles gonadales de Put son maximos a los 13 dias de edad; mientras
que, las concentraciones de Esd y Esp son elevadas en ratas de 31 a 35 dias.
Asimismo, en células de Sertoli, la enzima ODC presenta su maxima actividad a los
13 dias, coincidentemente con la division mitética de estas células; y decrece luego
con la edad hasta alcanzar un nadir a los 40 dias. En células germinales e
intersticiales de rata, la actividad enzimatica incrementa paralelamente con la edad
hasta los 22 dias, momento en el cual ocurre la primera division meiética de los
espermatocitos, y después declina. La actividad SamDC en testiculo total, células
de Sertoli, germinales e intersticiales presenta un marcado aumento a los 20 dias
de edad (Shubhada y col.,, 1989a). Asi, la elevada actividad ODC en células de
Sertoli y germinales estaria asociada a eventos de proliferacion celular ocurridos en
etapas tempranas del desarrollo puberal, mientras que, el aumento de la actividad
SamDC se relacionaria con la maduracion de las células de Sertoli y la meiosis de

las células germinales (Calandra y col., 1996).
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Alcivar y col. (1989), y Hakovirta y col. (1993), han estudiado el efecto de las
PA sobre la sintesis de ADN, la condensacion meidtica de la cromatina, la
morfologia y el numero de células espermatogénicas a lo largo del ciclo del epitelio
seminifero. Estos estudios sugieren que las PA estimularian la sintesis de ADN
principalmente en el estadio de espermatogonia tardia. Por otra parte, se ha
observado un aumento en el ARNm de ODC, en poblaciones enriquecidas en
espermatocitos, en el estadio paquitene, y en espermatides redondas (Alcivar y col;
1989). Asimismo, Kaipia y col (1990), han detectado una alta expresién de esta
enzima en espermatocitos paquiténicos en estadios VII-X , y diploténicos en el

estadio XI.

3.3.2. Epididimo y glandulas sexuales accesorias

Los andrégenos son los principales reguladores de la funciéon epididimaria
(Brooks, 1981). En tal contexto, nuestro Laboratorio ha demostrado originalmente
que la actividad ODC epididimaria es marcadamente andrégeno-dependiente (de
las Heras y Calandra, 1987), y que la sintesis de PA en el epididimo de rata
requiere un entomo androgénico (de las Heras y col., 1992). El tratamiento de ratas
prepuberales con diferentes antiandrogenos selectivos, provoca una disminucion
significativa en los niveles de PA y en el peso del epididimo (Rulli y col., 1995). En
cambio, la actividad SamDC epididimaria es relativamente insensible a los
esteroides gonadales, pudiendo coexistir en el epidididimo, fracciones con distinto
grado de dependencia androgénica (de las Heras y Calandra, 1991). Mientras que
la enzima ODC se encuentra localizada preferencialmente en las células principales
del epitelio epididimario, que presentan un alto numero de receptores androgénicos;
la actividad SamDC ha sido también descripta en otros tipos celulares
hormonalmente menos comprometidos.

Aunque se ha detectado una importante actividad biosintética, una fraccion

significativa de las PA presentes en el epididimo podria tener un origen gonadal, y
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arrivar a este érgano conjuntamente con otros compuestos y fluidos secretados por
el testiculo.

La concentracién de PA epididimarias en la rata, presenta alteraciones a lo
largo de la ontogenia. La enzima ODC alcanza su maxima actividad a los 25 dias
de edad, y luego declina permaneciendo constante entre los 45 y 60 dias. En
epididimos de ratas adultas, la PA en mayor concentracion es la Esd, seguida por la
Esp, y en menor grado la Put (de las Heras y Calandra, 1987; de las Heras y col.,
1992).

Las vesiculas seminales, como se ha detallado previamente, son érganos
androgeno-dependientes. Esta glandula que contiene moderadas concentraciones
de PA, y presenta una discreta actividad de las enzimas ODC y SamDC, no realiza
una activa secrecion de estos policationes (Piik y col. 1977). Se ha postulado que,
en las vesiculas seminales, las PA controlarian eventos proliferativos,
particularmente durante el crecimiento tisular inducido por andrégenos (Calandra y
col., 1996).

Paralelamente a los androgenos, la PRL es también requerida para el
mantenimiento estructural y funcional de las vesiculas seminales (Ayata y col.,
1989). Datos de nuestro Laboratorio demuestran que, en ratones adultos
deficientes genéticamente en PRL y en ratas portadoras de un tumor secretante de
esta hormona, la hiperprolactinemia aumenta significativamente la actividad ODC
en comparacion con el grupo control (Gonzalez y col., 1991; Gonzalez y col., 1994).
En consecuencia, esta hormona hipofisaria jugaria un importante rol en el control
del pool tisular de PA en las vesiculas seminales, modulando consecuentemente, el

crecimiento y la diferenciacion glandular.

La prostata produce y secreta importantes cantidades de PA (Pegg y Williams-
Ashman, 1968) que participarian en el control del crecimiento tisular (Russell y
Durie, 1978). La ODC, SamDC (Janne y Williams-Ashman, 1971; Pegg y Williams-

Ashman, 1968) y las diferentes sintetasas (Janne y col.,, 1971), han sido
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caracterizadas en este tejido. Las PA son elaboradas mayoritariamente en las
células epiteliales de la prostata, las cuales exhiben un importante grado de
andrégeno-dependencia (Blackshear y col., 1989).

La principal PA encontrada en todos los I6bulos de la prostata es la Esd,
mientras que la Esp y la Put presentan concentraciones tisulares menores (Fjosne y
col., 1990). En la rata, el I6bulo ventral de la prostata produce y secreta PA al fluido
seminal (Mann, 1964), mientras que, bajos niveles de estos policationes fueron
detectados en los I6bulos dorsal y lateral. Asimismo, se ha establecido una
distribucién compartamental de las actividades ODC y SamDC en la préstata, que
se correlaciona con las diferencias morfolégicas y funcionales descriptas entre los
distintos |6bulos (Price, 1963; Lundmo y col., 1985). La actividad ODC es mayor en
la prostata ventral, mientras que la actividad SamDC predomina en el I6bulo dorsal
(Fjosne y col., 1988).

Los distintos I6bulos de la prostata responden diferencialmente a la accion de
PRL (Prins, 1989). En particular, Rui y Purvis (1987) han indicado que la PRL ejerce
una activacion selectiva en la actividad ODC del I6bulo lateral.

En el plasma seminal humano y de rata se detectan niveles de Esp (Mann,
1974) estadisticamente superiores a los descriptos en otros tejidos y fluidos del
organismo. La principal fuente de PA del liquido seminal es la prostata. El rol
fisiologico de las PA en el sémen es aun incierto. Mientras que algunos estudios
describen ausencia de efectos significativos de las PA sobre la viabilidad y motilidad
de los espermatozoides (Mendez, 1989), otros establecen una correlacion entre los
niveles de Esp y la cantidad de gametas presentes en el sémen (Fair y col., 1972),
o la motilidad de las mismas (White, 1954).

Holtta y col (1975) y Mendez (1989), describieron que, las PA seminales son
oxidadas generando mono- y di-aldehidos que serian tdxicos para los
espermatozoides e interferirian en la utilizacion de la fructosa como fuente
energética en estas células (Pulkkinen y col., 1975). Por otra parte, se ha descripto

la presencia de una proteina transportadora de Esp en la membrana de los
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espermatozoides, y se postuld que, la unién de esta amina a la superficie celular
protegeria a las gametas contra la accién de productos citotoxicos (Rubinstein y
Breitbart, 1990).

4. NEUROENDOCRINOLOGIA Y REPRODUCCION

4.1. ORGANIZACION DEL SISTEMA NERVIOSC

4.1.1. Sistema nervioso central

4.1.1.1. Ontogenia y ciclo reproductivo anual

Tanto la organizacién neuroenddcrina basica del hipotalamo como el
desarrollo del sistema neurosecretorio han sido detalladamente descriptos por
Coggeshall (1964), Crosby y Showers (1969), Christ (1969), Knigge y Silverman
(1974) y Altman y Bayer (1978).

La hipétesis de un control inhibitorio del desarrollo sexual ejercido por ciertas
areas del cerebro, fue inicialmente postulada en trabajos de Donovan y van der
Werff ten Bosch (1965). Lesiones realizadas tanto en el hipotalamo anterior (Gellert
y Ganong, 1960; Schiavi, 1964; Advis y Ramirez, 1977) como en el posterior
(Schiavi, 1964), inducen una pubertad precoz. También estructuras
extrahipotalamicas tales como el hipocampo (Riss y col., 1963) y la corteza cerebral
(Rose-E-Silva y col., 1982) estarian involucradas en el control de la maduracion
sexual. El sistema opioide jugaria un activo rol inhibiendo la liberacion de
gonadotrofinas antes de la pubertad (Blank y col., 1979). Asi, la adquisicién de la
actividad reproductiva dependeria de una disminucién en la actividad opioide, pero
también de una mayor prevalencia de factores estimulatorios (Bhanot y Wilkinson,
1983; Sirinathsinghji y col., 1985). La naturaleza de estos factores estimulatorios es
aun incierta. El sistema catecolaminérgico, serotoninérgico (Brown, 1971,

Moguilevsky y col., 1985; Muller y col., 1972; Sarkar y col., 1981) y aminoacidos
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activos tales como el acido N-metil aspartico, el acido glutamico (Glut) y el acido
homocisteico (Price y col., 1978; Price y col., 1979; Ondo y col., 1976) han sido
asociados con el inicio de la pubertad. Las sefales estimulatorias mencionadas
actuarian alterando el patrén de secrecion de GnRH hipotalamico. Wray y Hoffman
(1986) han demostrado que la morfologia de las neuronas productoras de GnRH
cambia durante el desarrollo juvenil. Estas variaciones morfométricas podrian
inducir alteraciones en la liberacion hipotalamica de GnRH, y consecuentemente,
modificar la secrecidbn de las hormonas adenohipofisiarias asociadas con la
regulacion del crecimiento y funcionalidad de los testiculos. Por otra parte, la
maduracion testicular involucra cambios en el biosintesis de andrégenos. La
secrecion hipofisaria de FSH, y la produccion de T son estimulos basicos para el
inicio de la espermatogénesis (Setchell, 1982). La T y la inhibina testicular efectuan
una retroalimentacién negativa a nivel hipotaldmico-hipofisario, atenuando la
liberacién de gonadotrofinas (Ramirez y Mc Cann, 1965). Recientemente, Rulli y
col. (1996), han sefalado que, en ratas prepuberes, el entorno androgénico altera
no solo la cantidad sind también la calidad de FSH sintetizada en la hipdfisis,
mediante la formacion de una amplia variedad de isoformas que difieren en las
estructuras de los oligosacaridos unidos al polipéptido. Dicha heterogeneidad de la
molécula de FSH podria proveer al organismo de un mecanismo de regulacion fina
adicional que contribuiria al control de la funcidon reproductiva. A partir de la
pubertad, la unidad hipotalamo-hipofisaria se vuelve progresivamente menos
sensible a la regulaciéon negativa testicular (Ramirez y Mc Cann, 1965; Negro-Vilar y
col., 1973b; Nazian y Mahesh, 1979). Estos cambios de sensibilidad permitirian el
aumento en la secreciéon de FSH y LH, a pesar de la significativa produccion de T
durante el desarrollo puberal. Sin embargo, esta hipétesis no explica el perfil
divergente observado en la secrecion de FSH y LH durante el proceso de
maduracion sexual. Por esta razon, diversos autores han postulado que, en la
eclosion de la madurez sexual, existiria también una activacion de la liberacion de
GnRH independiente de la retroalimentacion negativa por esteroides (Ojeda y
Urbanski, 1994).
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Recientemente, en especies fotosensibles, se han observado alteraciones de
la funcién neuroenddcrina asociadas al ciclo reproductivo anual. Experimentos
realizados con precursores e inhibidores de la biosintesis de catecolaminas indican
que, FC inducen un aumento en la concentracion hipotalamica de GnRH, asociado
con una disminucion en los niveles dopaminérgicos centrales; mientras que, la
recrudescencia testicular, incrementa el contenido de norepinefrina y disminuye los
niveles hipotalamicos de GnRH a los niveles basales detectables en el grupo
control mantenido en condiciones normales de luminosidad (Steger y col., 1982;
Steger y col., 1984). Asi, fotoperiodos restrictivos reducirian la actividad de las
neuronas adrenérgicas y dopaminérgicas del hipotalamo, inhibiendo la liberacién de
GnRH a la circulacion portal. En cambio, el aumento del contenido hipotalamico de
norepinefrina como consecuencia de alteraciones en su recambio, estimularia la
secrecion de GnRH; y consecuentemente, la liberacion hipofisaria de LH y FSH
responsables de la recrudescencia testicular (Bartke, 1985).

Aminoacidos endégenos tales como el glutamato estarian también
involucrados en Ia modulacion fotoperiddica de la funcionalidad de las neuronas
generadoras de GnRH ( Urbanski, 1990; Colwell y col., 1991; Ebling y col., 1995). Al
respecto, Urbanski y col. (1993), demostraron que, el efecto inhibitorio del FC sobre
la actividad testicular, puede ser bloqueado o revertido a través del tratamiento
cronico con agonistas glutamatérgicos.

Urbanski y col (1992) describieron la visualizacion de un pericario
considerablemente mayor en las neuronas GnRH de hamsteres expuestos a FC,
que el detectado en neuronas de hamsteres inmaduros y el correspondiente a
animales controles adultos mantenidos en fotoperiodo estimulatorio. Asi, las
neuronas GnRH de hamsteres en condiciones restrictivas de luminosidad serian
capaces de sintetizar importantes cantidades del neuropéptido. Esto indicaria que,
durante el desarrollo puberal, aumenta la capacidad de sintesis y secrecion de
GnRH; mientras que, los bajos niveles de gonadotrofinas circulantes observados en
animales en regresion, resultan de una inhibicién en la secrecién, pero no en la

sintesis de esta hormona hipotalamica.
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Es poco probable que, la fotopercepcion actue directamente sobre la actividad
secretoria de las neuronas hipotalamicas productoras de GnRH. Existen numerosas
evidencias que sefialan a la glandula pineal, como el sitio primario de accién del
fotoperiodo sobre la funcidon neuroendocrina. Los pinealocitos poseen una amplia
variedad de receptores a neurotransmisores entre los que se incluyen
catecolaminas, benzodiacepinas, dopamina, GABA y glutamato (Champney, 1989,
Ebaldi, 1987; Kus y col., 1993); que responden al control neural ejercido por el
ganglio cervical superior, en intimo contacto con la células fotoreceptoras de la
retina. Asi, la produccién y secrecion de melatonina por la glandula pineal, regularia
la sintesis y liberacion de las hormonas hipotalamicas, y consecuentemente, la
actividada adenohipofisiaria.

Pickard y Silverman (1979) han establecido que, a pesar de las alteraciones
ocurridas a nivel hipotalamico, el fotoperiodo no modifica la sensibilidad de la
hip&fisis a la estimulaciéon con GnRH.

La severa disminucion en los niveles circulantes de GnRH y gonadotrofinas
durante la fase de regresion, conduce a una significativa reduccion en la produccion
gonadal de andrégenos. Estos cambios en los niveles periféricos de LH, FSHy T en
animales expuestos a FC, son acompafados por alteraciones en la sensibilidad de
la unidad hipotalamico-hipofisaria a la retro-regulacion ejercida por los esteroides
testiculares. Dichas modificaciones se ponen de manifiesto a través de la falta de
operatividad del sistema compensatorio que usualmente eleva la secrecion
hipofisaria de gonadotrofinas cuando la liberacidn gonadal de T es reducida
(Bartke, 1985). Asimismo, experimentos realizados por Tamarkin y col (1976a), Matt
y Stetson (1979) y Ellis y Turek (1979) indican que, durante la fase de
recrudescencia, la unidad hipotalamica-hipofisaria experimenta una marcada

disminucién en su sensibilidad a la retro-regulacion negativa testicular.
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4.1.2. Sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico ha sido tradicionalmente descripto como un
sistema motor eferente que conecta al sistema nervioso central con las visceras.
Sin embargo, el sistema nervioso periférico no es exclusivamente eferente, ya que
la mayoria de los nervios viscerales contienen también fibras sensoriales
aferentes entremezcladas con las fibras motoras, que llevan informacién desde los
receptores localizados en la periferia del cuerpo hacia el sistema nervioso central
(Loewy, 1990).

El sistema eferente esta constituido por un sistema nervioso somatico y un
sisterna nervioso auténomo.

Las fibras nerviosas de la parte somatica del sistema nervioso periférico van
desde el cerebro o médula espinal hasta las fibras musculares esqueléticas, en
donde controlan el movimiento de los musculos empleando como principal
neurotransmisor a la acetilcolina. El sistema nervioso somatico es un sistema
"voluntario”, ya que la movilidad de los musculos esqueléticos se encuentra bajo el
control cerebral. En cambio, el sistema nervioso autdnomo, controla las funciones
involuntarias del cuerpo. Este sistema presenta fibras nerviosas que se originan en
el cerebro o médula espinal, igual que lo hacen los nervios del sistema somatico;
pero a diferencia de ellos, las sinapsis de las fibras autbnomas se producen fuera
de la médula en unos grupos de células denominados ganglios. De este modo, el
sistema autonomo esta integrado por dos neuronas efectoras: la neurona
preganglionar, que va desde la médula a los ganglios; y la neurona postganglionar,
que inerva a los tejidos periféricos.

El sistema nervioso autbnomo esta compuesto por dos divisiones principales:
el sistema nervioso simpatico y el sistema nervioso parasimpatico. Actualmente se
incluye una tercera division: el sistema nervioso enténico constituido por un conjunto
de neuronas presentes en la pared del intestino, que regulan la secrecion y

motilidad gastrointestinal.
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Muchos tejidos se encuentran inervados por fibras simpaticas vy
parasimpaticas, siendo sus acciones antagonicas.

Todas las fibras preganglionares, tanto simpaticas como parasimpaticas,
liberan acetilcolina en las sinapsis con las células postganglionares. En cambio, las
fibras postganglionares parasimpaticas, liberan acetilcolina en sus terminaciones;
mientras que, las fibras simpaticas, secretan norepinefrina.

Aungue la norepinefrina y la acetilcolina son los neurotransmisores “clasicos”
del sistema nervioso auténomo, recientemente se han identificado un numero
importante de factores y péptidos a los cuales se les atribuyen también funciones
neurotransmisoras y/6 neuromoduladoras (Hékfelt y col., 1977; Schulzberg y Lindh,
1988; Gershon y col., 1977; Fumess y Costa, 1978).

4.1.2.1. Inervacion del tracto genital masculino

El testiculo, el epididmo y las glandulas sexuales accesorias reciben
inervacién simpatica y parasimpatica del sistema nervioso auténomo, y poseen
también un sistema sensorial aferente. El sistema motor eferente que inerva a los
organos reproductivos, deriva de plexos nerviosos preventrales. En la rata, existen
5 plexos nerviosos prevertebrales, interconectados, que rodean a las arterias: e/
plexo celiaco o solar, el intermesenténco o adrtico, el mesentérico caudal inferior y
posternior, el hipogastrico y el plexo pélvico (Fig. 11).

El plexo celiaco posee inervacion simpatica desde los nervios toraxicos y
lumbares; mientras que los demas plexos reciben sélamente nervios esplacnicos
lumbares. El plexo celiaco cuenta también con el aporte parasimpatico del nervio
vago. El plexo intermesentérico, que se encuentra ventral y ventrolateraimente a la
aorta, conecta al plexo celiaco con los plexos de ubicacion caudal (el plexo caudal
mesentérico, el hipogastrico y el plexo pélvico). El plexo mesentérico rodea la
arteria homonima y contiene uno o mas ganglios. En la mayoria de las especies, el
nervio hipogastrico es una unica fibra originada en el borde posterior del ganglio

mesentérico caudal, que lo comunica con el plexo pélvico.
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N n.ovago

n. espla'cnico menor
PLEXO CELIACO

a celiaca

a. mesentérica Superior

a. renal PLEXO RENAL
PLEXO
INTERMESENTERICO
a. espermdtica
a ilio tumbar

CADENA SIMPATICA
\\———— n. espermalico Superior
PLEX) MESENTERICO

INFERIOR
n. hipogastrico

a mesentérica inferior

n. pelvicos

9. pfivico mayor PLEXO PELVICO

g. pElvico menor

n. espermdlico
interior

Figura 11. INERVACION DEL TESTICULO DE RATA

El esquema ilustra la disposicion anatomica de la cadena simpatica, los plexos
prevertebrales y los nervios espermdaticos que inervan el testiculo.

a: arteria; n: nervio




63 INTRODUCCION

En cambio, en el hombre, una red de nervios localizada luego de la
bifurcacion de la aorta constituye el plexo hipogastrico. El plexo pélvico no soélo
recibe la inervacion simpatica del nervio hipogastrico, sind que también arrivan a él
los nervios pélvicos parasimpaticos que se originan en los nervios sacros.

Se han descripto ganglios periféricos en diferentes especies. Frecuentemente,
se reconoce un pequeno ganglio, el ganglio espermaético, cercano al origen de la
arteria testicular proveniente de la aorta. Este ganglio recibe ramificaciones
provenientes de otros ganglios y de los plexos intermesentérico, celiaco y
mesentérico caudal; asi como una inervacion directa del nervio simpatico lumbar.
En la rata, el ganglio pélvico mayor o hipogastrico, ubicado en el ligamento lateral
de la vejiga contiguo a la préstata, provee inervacion al recto, uretra, pene, l6bulo
dorsal de la préstata, vejiga y conducto deferente.

Existen también fibras sensoriales aferentes en todas las vias nerviosas descriptas
en los parrafos precedentes. Estas fibras se encuentran a lo largo del nervio pélvico
penetrando en la médula a través de los nervios sacros; o bien, recorren el nervio
hipogastrico y otros plexos proximales; pasando luego por los nervios esplacnicos y
de la cadena simpatica, para alcanzar finaimente la médula espinal a través de las

raices dorsales de los nervios espinales (Setchell y col., 1994).

4.1.2.1.1. Inervacién del testiculo, epididimo y conducto deferente

Empleando la denervacion quirurgica y/o quimica, se ha podido trazar el
recorrido de las distintas fibras nerviosas que llegan al testiculo.

En el humano los nervios espermaticos que arrivan al testiculo se presentan
en tres grupos: el nervio espermatico superior, €l intermedio y el inferior. Las fibras
espermaticas superiores provienen de los nervios intermesentéricos y del plexo
renal, descienden a lo largo de la arteria testicular y terminan en la gonada. El
nervio espermatico intermedio se origina en la porcidn superior del plexo
hipogastrico y se extiende hasta el canal inguinal intemo, por donde penetra al

corddén espermatico. Las ramas terminales de este nervio inervan el epidididimo y la
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porcién proximal del conducto deferente. El nervio espermatico inferior se origina
principalmente en el plexo pélvico, y en menor grado en el plexo mesentérico
inferior, inervando el conducto deferente y el epididimo, aunque provee también de
algunas fibras al testiculo. En la rata, a diferencia del humano, no se encuentra el
nervio espermatico intermedio. Estudios recientes, cuestionan la importancia del
ganglio paraadrtico como fuente de inervacion testicular en la rata (Rauchenwald y
col., 1995). Estos autores han detectado que el testiculo recibe inervacion
contralateral y bilateral;, y a través de la técnica de marcado retrégrado, han
localizado una importante cantidad de neuronas en los ganglios accesorios y
pélvico principal.

Estudios histoquimicos han revelado la presencia de abundantes fibras
nerviosas simpaticas en el testiculo, principalmente en la tunica albuginea vy
vasculosa (Setchell y col., 1994). Bell y Mc Lean (1973), describieron la existencia
de un denso plexo de finas fibras catecolaminérgicas en la capsula testicular y una
densa inervacibn de los vasos sanguineos en la regién de la rete testis.
Coincidentemente, la denervacion testicular produce una disminucion significativa
en el contenido capsular de catecolaminas (Campos y col., 1990a). Por otra parte,
Bell y McLean (1973), han descripto un moderado numero de fibras colinérgicas
distribuidas uniformemente en la capsula gonadal, que no se asocian al recorrido
de los vasos sanguineos. Campos y col (1990b) observaron que el corte de las
fibras espermaticas superiores, produce una marcada caida en el contenido de
5-HT en la capsula y el intersticio testicular de la rata. En la capsula gonadal del
gato, se ha encontrado también, el polipéptido intestinal vaso activo (VIP), en
asociacion con vasos sanguineos; mientras que, en la rata, no se ha podido
detectar su presencia (Zhu y col., 1995).

A través del estudio histoloégico de cortes de testiculos normales se ha
demostrado la presencia de finos nervios en el mediastino testicular y en el tejido
conectivo intertubular (Dayan, 1970). Estas fibras se encuentran préximas a vasos
sanguineos (Baumgarten y Holstein, 1967; Baumgarten y col, 1968), y se ha

sugerido que estarian relacionadas con el control de la irrigacién gonadal y el tono
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vascular (Setchell, 1978). No se han observado fibras que penetren la membrana
de los tubulos seminiferos. Sin embargo, se ha descripto la presencia de nervios
adrenérgicos cercanos a las células mioides que rodean a los tubulos en la rata y
en humanos, los cuales regularian la contractilidad tubular y el transporte de
espermatozoides hacia los conductos eferentes y el epididimo (Baumgarten y
Holstein, 1967; Nistal y col., 1982; Kaji y col., 1986; Yamamoto y col., 1987). En el
hombre, gato, mono rhesus y perro, se han encontrado fibras nerviosas cercanas a
las células de Leydig (Okkels y Sand, 1940; Campenhout, 1949, Baumgarten y
Holstein, 1967; Nistal y col., 1982); mientras que, en la rata, se han detectado

nervios sélamente en la capsula, y no en el parénquima testicular (Zhu y col., 1995).

4.1.2.1.2. Inervacién de las glandulas sexuales accesorias

Las glandulas accesorias se encuentran inervadas por fibras provenientes del
plexo pélvico. Estos nervios arrivan a los 6rganos ipsilaterales; mientras que, un
entrecruzamiento fibrilar en la linea media permite la inervacion de las 6rganos
contralaterales. Las neuronas que inervan las glandulas sexuales accesorias
contienen fundamentalmente epinefrina, norepinefrina y/é acetilcolina. La existencia
de fibras postganglionares cortas con sus cuerpos celulares localizados en ganglios
cercanos, es una caracteristica distintiva de los glandulas sexuales accesorias.
Colectivamente estos nervios conforman el sistema neuronal adrenérgico corto 0
sistema neuronal corto urogenital, y serian responsables de la inervacion de la
musculatura lisa ganglionar.

El sistema vascular de estos 6rganos reproductivos accesorios, se encuentra
inervado por fibras postganglionares largas que viagjan a través de los vasos
sanguineos. La mayoria de las especies presentan también numerosos ganglios
preterminales intrinsecos, integrados por células ganglionares aisladas o
agrupadas, asociadas con nervios que se ramifican dentro de las glandulas
accesorias. Estos ganglios son abundantes en la capsula y capa muscular; mientras

que, son escasos en el tejido conectivo subepitelial (Setchell y col., 1994).
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4.2. NEUROTRANSMISORES
4.2.1. GABA
El neurotransmisor GABA es sintetizado, a nivel central y en érganos

periféricos, a partir del Glut por accién de la enzima glutamato decarboxilasa (GAD;
EC 4.1.1.15) (Fig. 12).

iy
"00C—CH;—CH,—CH—COO0~ |

Glutamato

PLP

 glutamato |
descarboxilasa:

iy
“00C—CH;—CH,;—CH, |

‘ Y-Aminobutirato
(GABA)

Figura 12. BIOSINTESIS DE GABA A PARTIR DE GLUTAMATO
PLP: fosfato de piridoxal
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A su vez, el Glut puede ser obtenido a partir de una aminacion reductiva
catalizada por la enzima glutamato deshidrogenasa que emplea o-cetoglutarato e
ibn amonio como precursores; o bien, mediante la actividad hidrolitica de la enzima
y-glutamil-transpeptidasa (yGT) sobre su sustrato fisiolégico el glutation (Agrawal y
Vanha-Perttula, 1988) .

No obstante, como se ha descripto previamente, GABA puede ser también
producido a partir de Put por accion directa de las enzimas DAO y aldehido
deshidrogenasa, o bien, por previa acetilacién de la Put y posterior actividad de las
enzimas MAO, aldehido deshidrogenasa y A-PA deacetilasa (Andersson y
Henningsson, 1980; Andersson y col., 1980; Seiler, 1980; Caron y col., 1988).

El catabolismo tisular de este neurotransmisor, involucra su transformaciéon a
succinico semialdehido (SSA) por medio de la enzima 2-oxoglutarato
aminotransferasa o0 GABA transaminasa (GABA-T; EC 2.6.1.19). Finalmente, el
SSA es convertido, por accién de la succinico semialdehido dehidrogenasa
(SSADH), en acido succinico (SA), un compuesto intermediario en el ciclo del acido
citrico (Seiler y Eichentopf, 1975).

Se han descripto varias proteinas transportadoras de GABA tanto a nivel
central (Liu y col., 1993) como periférico (Aanesen y col., 1995, Aanesen y col.,
1996). Dichas proteinas co-transportan Na* y CI a través de la membrana celular.
La diversidad farmacoldgica de transportadores gabaérgicos ha sido demostrada
por su diferente afinidad a reconocidos inhibidores. Entre los principales
blogueantes del transporte de GABA podemos citar los siguientes: L 2,4-acido
diamino-n-butirico (DABA), cis 3-acido carboxilico aminociclohexano (ACHC),
4,5 ,6,7-tetrahidroisoxazolo 4,5-piridin 3-ol (THPOQO), acido nipecodtico, B-alanina y
guvacina (Krogsgaard-Larsen, 1981; Liu y col.,, 1993, Aanesen y col, 1995,
Aanesen y col., 1996).

Estudios farmacolégicos, inmunologicos y moleculares, han permitido
identificar tres tipos diferentes de receptores gabaérgicos de membrana: GABA,,
GABAg y GABA..
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El receptor GABAA posee un canal de cloro, un sitio de union para GABA que
es estimulado por el agonista muscimol e inhibido competitivamente por bicucullina,
una zona de reconocimiento para el ligando picrotoxina (un antagonista no-
competitivo de la unidn del neurotransmisor), y sitios de afinidad para barbituricos,
benzodiacepinas y hormonas esteroideas que modulan su actividad (Krogsgaard-
Larsen, 1981; Macdonald y Olsen, 1994, McKeman y Whiting, 1996) (Fig. 13). La
presencia de un canal idnico activado por ligandos, permite agrupar al receptor
GABA,, al receptor de acetilcolina nicotinico y al receptor de glicina, dentro de una
misma superfamilia (Stephenson, 1988). El receptor GABA. se encuentra
ampliamente distribuido en el cerebro, fundamentalmente en la corteza cerebral
frontal y el cerebelo (Stephenson, 1988). No obstante, este tipo de receptor
gabaérgico ha sido también identificado en diferentes érganos periféricos entre los
que se encuentran el utero, las glandulas adrenales, las células de Leydig, y
espermatozoides (Erdd, 1985; Erdd y Wekerle, 1990; Ritta y col., 1991; Wistrom y
Meizel, 1993; Blackmore y Bleasdale, 1994). El receptor GABA. ha sido
mayoritariamente descripto como un tetramero formado por dos cadenas
polipeptidicas a, de peso molecular 53KDa; y por dos sub-unidades g de 58KDa. La
sub-unidad a es la responsable de la unién de benzodiacepinas al receptor;
mientras que, el agonista muscimol, reconoce al polipéptido 8. Cada una de estas
sub-unidades posee, un extremo N-terminal extracelular con sitios de glicosilacion,
cuatro dominios hidrofébicos trans-membrana (M1, M2, M3 y M4), una secuencia
aminoacidica intracelular, que en la sub-unidad B posee un sitio de fosforilacion; y
un corto extremo C-terminal extracelular. Las cuatro copias de la hélice M2
determinan el canal de cloro. Recientes estudios farmacolégicos, fisioldégicos y
moleculares han permitido describir nuevas sub-unidades del receptor GABAa. Asi,
los diferentes tipos (o, B, v, 8 Y p) y combinaciones de las cadenas polipeptidicas
determinan una amplia diversidad molecular y funcional de receptores gabaérgicos
tipo A (Stephenson, 1988; Seeburg y col., 1990; Burt y Kamatchi, 1991; Wisden y
Seeburg, 1992; Macdonald y Olsen, 1994; McKernan y Whiting, 1996).
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Figura 13. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL RECEPTOR GABA
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El receptor GABAg ha sido purificado y caracterizado como una proteina de
peso molecular de 80KDa (Nakayasu y col., 1993), que une especificamente a los
ligandos baclofen y acido 3-aminopropanofosfinico (APPA) (Bowery y col., 1980;
Ong y col., 1990). Los antagonistas mas ampliamente utilizados en la determinacion
de estos receptores gabaérgicos son el faclofen y el 2-hidroxi-saclofen (Curtis y col.,
1988; Kerr y col., 1987; Kerr y col., 1988, Lambolez y col., 1992; Buhl y col., 1994).
Los receptores tipo B son bicucullina insensibles;, y las benzodiacepinas y
barbituricos no interactuan con ellos (Stephenson, 1988). Estudios farmacolégicos
han permitido establecer una amplia distribucién de estos receptores tanto a nivel
central como periférico (Kerr y col., 1987; Kerr y col., 1988; Curtis y col., 1988; Ong
y col., 1990, Andrade y col., 1986, Ritta y col., 1991; Hausler y col., 1993). La
determinacion de receptores GABAg es dependiente de cationes bivalentes
(Stephenson, 1988), encontrandose los mismos asociados a la actividad de canales
de Ca* y/6 K' (Newberry y Nicoll, 1984; Andrade y col., 1986; Holz y col., 1986;
Dutar y Nicoll, 1988; Ohmori y col., 1990). Los receptores gabaérgicos B, se
encuentran acoplados a sistemas intracelulares de segundos mensajeros, que
involucran la actividad de GTPasas (Asano y col.,, 1985; Andrade y col., 1986;
Ohmori y col., 1990) y la inhibiciéon de la formacion de AMPc via reduccion de la
actividad adenilato ciclasa (Wojcik y Neff, 1984; Nishikawa y Kuriyama, 1989).
Adicionalmente, los receptores B estan positivamente acoplados al recambio de
fosfoinositoles, los cuales generan 1,2 diacilglicerol e inositol-1,4,5-trifosfato
(Crawford y Young, 1988; Godfrey y col., 1988).

Recientemente se ha descripto una tercer clase de receptor de GABA, el tipo
C, insensible a bicucullina y baclofen; y localizado mayoritariamente en las
neuronas retinales (Qian y Dowling, 1993; Dong y col., 1994, Lukasiewicz y col.,
1994; Bormann y Feigenspan, 1995). El receptor GABA. es especificamente
activado por los enantiomeros cis/trans del acido 4-aminocroténico (CACA y TACA)
y del acido carboxilico 2-aminometil-ciclopropano (CAMP y TAMP), y es
fuertemente antagonizado por el acido acético 4-imidazdlico (Bormann vy

Feigenspan, 1995). Este receptor es un canal de cloro constituido por difentes tipos
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de sub-unidades polipeptidicas p (Bormann y Feigenspan, 1995; Enz y col., 1995).
Mientras que p; es selectivamente expresada en la retina, la sub-unidad p, es
localizada también en otras partes del sistema nervioso central tales como el
hipocampo y la corteza (Enz y col., 1995). Los receptores serotoninérgicos tipo 2
(5-HT>) y los glutamatérgicos metabolotropicos que, via una proteina G y activacion
de la fosfolipasa C, elevan los niveles intracelulares de diacilglicerol; inducen la
fosforilacion de los receptores GABA: a través de una PKC, modulando de este
modo la actividad gabaérgica por reduccion de la corriente transmembrana de

cloruro (Bormann y Feigenspan, 1995).
4.2.2. Serotonina

La 5-HT es sintetizada a partir del aminoacido triptofano. En una primer etapa
la enzima triptofano hidroxilasa, dependiente de O,, pteridina y Fe' cataliza la
formacién de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (Hamon y col., 1981). Posteriormente, el
5-HTP es decarboxilado a 5-HT por una decarboxilasa no especifica que actua
sobre L-aminoacidos aromaticos utilizando como co-factor al fosfato de piridoxal.
La 5-HT asi sintetizada se almacena en vesiculas secretorias en forma de
complejos no difusibles con ATP.

El catabolismo de esta monoamina ocurre a nivel mitocondrial. La 5-HT sufre
desaminacion oxidativa por accion de una MAO para formar 5-hidroxi
indolacetaldehido. Este compuesto es rapidamente degradado por la aldehido
dehidrogenasa que genera 5-HIAA, principal metabolito de la 5-HT. El
hidroxiindolacetaldehido puede ser también catabolizado, aunque en menor

proporcion, a 5-hidroxitriptofol via actividad aldehido reductasa (Fig. 14).
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Figura 14. BIOSINTESIS Y CATABOLISMO DE SEROTONINA

(1): triptofano hidroxilasa; (2) decarboxilasa de aminodcidos aromaticos; (3)
monoaminooxidasa; (4) aldehido deshidrogenasa; (5) aldehido reductasa.
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La clasificacidn original de los receptores serotoninérgicos, dividia a estas
moléculas proteicas de membrana en dos tipos: D y M, segun el bloqueo de su
actividad por los antagonistas dibenzilina y morfina, respectivamente. Los recientes
progresos en la farmacologia molecular han permitido recategorizar a los receptores
de 5-HT en cuatro familias diferentes (5-HT,; 5-HT,; 5-HT; y 5-HT,), cada una
integrada por multiples subtipos proteicos que presentan propiedades bioquimicas,
farmacolégicas y fisioldgicas similares (Peroutka y Snyder, 1979; Schmidt y
Peroutka, 1989; Dinan, 1996). En los ultimos anos, estudios de clonacién molecular
han revelado la existencia de nuevos receptores serotoninérgicos (5-HTs,, 5-HTsp,
5-HTe y 5-HT-) de los cuales aun se desconocen sus caracteristicas farmacolégicas
y fisiolégicas (Dinan, 1996).

La Tabla 1 resume los principales agonistas y antagonistas empleados en la
determinacién de la vasta diversidad de receptores serotoninérgicos existentes.

Los subtipos de receptores de 5-HT activan diferentes sistemas de sehales
intracelulares. Los receptores 5-HT.s, 5-HTwg y 5-HTyp, inhiben la accion
estimulatoria de la forskolina sobre la adenilato ciclasa, a través de su interaccion
con una proteina capaz de unirse especificamente a nucledtidos de guanina (Gi).
Los receptores 5-HTy. y 5-HT,, activan a la PKC y fosfolipasa C; mientras que, los
receptores 5-HT; se encontrarian asociados a canales ionicos activables por
ligandos especificos (Hartig, 1989; Dufau y col., 1993, Dinan, 1996).

Los receptores de 5-HT han sido localizados en el hipotalamo y otras areas
del cerebro (Krulich y col., 1981; Fuller, 1981; Hadjiconstantinou y col., 1982,
Holmes y col., 1982; Naumenko, 1985; Calogero y col., 1989, Dinan, 1996), en la
hipdfisis (Spinedi y Negro-Vilar, 1983, Calogero y col, 1995; Dinan, 1996), y
diferentes tejidos periféricos (Humphrey, 1984; Leysen, 1984; Lefebvre y col., 1992,
Tinajero y col., 1992; Dufau y col., 1993; Dinan, 1996).
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AGONISTAS ANTAGONISTAS
buspirona: 8-hidroxi-2-(di-n- pindolol: propranolol:
propilamino)-tctralina (8-OH- cspiperona: +4-lodo-N-[2-[4-
DPAT). N.N-dipropil -5-caboxamido | (mctoxifenil)-1-piperaziniljetil|-N-2-
triptamina: oximetazolina: piridinil-benzamida (p-MPPI): 1-(2-
5-HTia cspiroxatrina: urapidil: ipsapirona; metoxifenil)—4-[4-(2-
2-(2.6-dimetoxi-fenoxictil) phtalimido)butil] pipcrazina (NAN-
aminomeltil-1.4-benzodioxano (WB 190): S(-)-5-fluoro-8-hidroxi-DPAT
4101): 5-metoxydimetiltriptamina (S(-)-UH-301).
(MDMT).
anpirtolina: 7-trifluorometil-4(4-
5-HTs metil-1-piperazinil)-pirrolo[1.2-a]
quinoxalina (CGS-12066A):
oximetazolina.
5-HT, 2.5-dimetoxi-+-iodoanfetamina cinanscrina: clozapina:
5-HT1c (DOI): 2.5-dimetoxi~+-bromo ciproheptadina: ketanscrina:
anfctamina (DOB): oximectazolina. mcsulergina; metilsergida:
pircnperona: ritanscrina.
N-[4-}[5-[3-(2-aminoctil)- 1H-indol- metergolina.
5-HT1o 5-il]-1.2.4-oxadiazol-3-il Jmetil | fenil |
mctanesulfonamida (L-694.247):
oximetazolina: sumatriptan.
5HTwe| W --mm-emeeeeeee- metiotepina.
5-HT,¢ || = ====memmmeeeeeee- mctiotcpina.
2.5-dimetoxi-4-iodoanfetamina cinanscrina; ciproheptadina:
5-HT, (DOI): 2.5-dimctoxi-4-bromo ketanserina: mesulergina:
anfetamina (DOB).«-metil-3-HT. metergolina: metilsergida:
pircnperona: risperidona: ritanserina:
cspiperona. sulpirida.
1-(m-clorofenil)-biguadina: trimetil- { mectoclopramida: 3-tropanil-indol-3-
5-HT, 5-HT: 2-metil-5HT: carboxilato: 3-tropanil-3.5-
1-fenil-biguadina: quipazina. diclorobenzoato (MDL72222).
(1S-cis-)4-amino-5-cloro-N-
5-HT, | (hexahidro- 1H-pirrolizin-1-il)metil |-
2-mctoxibenzamida; zacoprida.
5HT¢ | | = --mmeeeeeeeee- clozapina: metiotcpina.
5-HT, | | = == clozapina.

Tabla 1. CLASIFICACION DE RECEPTORES SEROTONINERGICOS
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4.2.3. Neuromodulacion de la funcion gonadal

La descripcidn de fibras nerviosas en el testiculo condujo, a la determinacién
bioquimica de neurotransmisores en la gbnada.

En 1968, Kormano vy Pentilla establecieron mediante técnicas
espectrofluorométricas la presencia de 5-HT en el testiculo y el epididimo de ratas
adultas. Zieher y col (1971), y Lombard-des Gouttes y col (1974), describieron la
presencia testicular de aminas bidgenas (5-HT, dopamina, norepinefrina e
histamina). Trabajos realizados en nuestro Laboratorio han permitido detectar una
distribucion compartamental de las catecolaminas (Campos y col., 1990a) y la 5-HT
(Campos y col., 1990b) en el testiculo de la rata. Tanto la norepinefrina como la
5-HT presentan concentraciones significativas en capsula, liquido intersticial y
células de Leydig de rata, siendo no detectables en el compartimiento tubuilar.
También se ha determinado la presencia de dopamina en capsula y liquido
intersticial, aunque en niveles menores que los descriptos para norepinefrina. La
epinefrina no fue identificada en ninguno de los compartimientos testiculares
estudiados (Campos y col., 1990a; Campos y col., 1990b).

Nuestro Laboratorio ha descripto también la presencia de GABA en
parénquima testicular de rata, detectandose los maximos niveles durante la etapa
prepuberal (Ritta y col., 1987).

Ha sido establecido que, un gran nimero de factores endoégenos, entre ellos
algunos neurotransmisores, son capaces de influenciar la actividad testicular
afectando la funcionalidad de Ias células de Leydig y Sertoli (Cooke y col., 1982,
Moger & Murphy, 1983; Verhoeven, 1980). La denervacion quirdrgica o quimica del
testiculo en etapas tempranas del proceso de maduracion sexual, interfiere con el
normal desarrollo gonadal y con el mecanismo hipertréfico compensatorio
caracteristico de la hemicastracion; provocando también la degeneracion y
reduccién del epitelio germinal en perros, cobayos y gatos (Kuntz, 1919; Marconi,
1923, King y Langworthy, 1940; Coujard, 1954; Nagai y col., 1982; Martin y col.,

1984). Estos resultados sugieren que la inervacién simpatica participaria en el
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crecimiento testicular, y en especial, en el desarrollo de los tubulos seminiferos. Las
primeras evidencias de que la inervacién testicular modularia la produccion de
androégenos fueron aportadas por Frankel y Ryan (1981), quienes demostraron que
la seccidn de los nervios gonadales bloquea parcialmente el aumento de T
plasmatica inducido por estrés. Mientras que, la denervacion bilateral del nervio
espermatico superior no afecta los niveles periféricos de T, el peso testicular, la
espermatogénesis, ni el compartamiento sexual de la rata (Frankel y Ryan, 1981); la
vasectomia, que involucra la seccidn del nervio espermatico inferior, inhibe
parcialmente el aumento de la concentracion de T en la vena testicular de ratas
hemicastradas (Frankel y col, 1984). La administracion de antagonistas
B-adrenérgicos, disminuye los niveles de T presentes en la vena testicular y el
liquido intersticial (Moger y Anakwe, 1986); en cambio, la infusidon de agonistas
B-adrenérgicos por la arteria testicular en perros, provoca un aumento en la
concentracion plasmatica de T (Eik-Nes,1969). Asimismo, la inyeccion sistémica del
-agonista isoproterenol, en ratas recién nacidas durante un lapso de 49 dias,
provoca una hipertrofia de las células de Leydig, y un aumento del peso testicular
(Bergh y col., 1987). Estos resultados sugieren una estimulacion catecolaminérgica
mediada por receptores tipo 8 de la esteroidogénesis gonadal. Sin embargo, en otra
serie de experimentos, la administracion intravenosa, subcutanea o intra-arterial de
epinefrina, actuando via adrenoreceptores o y B, disminuyd notoriamente los
niveles de T en humanos y ratas (Levin y col., 1967; Damber y Janson, 1978; Goetz
y col, 1983). Las diferencias de especies y la aplicacion de distintas dosis de
catecolaminas, y de sus agonistas y antagonistas; podrian explicar, en parte, la
disparidad de resultados obtenidos en los experimentos in vivo previamente citados.
La administracion sistémica o local de altas dosis de epinefrina y norepinefrina,
produce una profunda vasoconstriccion de la arteria testicular en ratas, mientras
que, dosis menores no producen variaciones significativas del flujo (Free y Jaffe,
1972; Damber y col., 1982). En consecuencia, las alteraciones detectadas en los
niveles plasmaticos de T inducidas por catecolaminas (Levin y col., 1967; Damber y

Janson, 1978) o por estrés (Bliss y col.,, 1972), no podrian asociarse a eventuales
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cambios en el flujo sanguineo testicular, dado que, se requirieron altas dosis de
estos neurotransmisores para modificarlo.

Estudios in vitro han demostrado que las catecolaminas tienen un efecto
estimulatorio sobre la produccion testicular de andrégenos en células intersticiales y
de Leydig provenientes de ratas, ratones y cerdos (Cooke y col., 1982; Moger y col.,
1982; Moger y Murphy, 1983; Anakwe y Moger, 1984a; Anakwe y Moger, 1986;
Renier y col, 1987). Sin embargo, estos investigadores senalaron que,
preparaciones celulares frescas no responden a las catecolaminas; requiriéndose Ia
permanencia de un determinado tiempo en cultivo, para adquirir la capacidad
estimulatoria adrenérgica sobre la produccién de andrégenos. Por esta razoén,
algunos autores sostienen que, los resultados de los citados experimentos
corresponderian a un fenémeno del cultivo, sin relevancia fisiolégica (Mayerhofer,
1996). La co-incubacion de isoproterenol y bajas concentraciones de LH, produce
un efecto estimulatorio aditivo, en cambio, el agregado de este agonista
B-adrenérgico en presencia de altas concentraciones LH, no modifica
significativamente el estimulo de la gonadotrofina (Anakwe y Moger, 1984a). Estos
resultados permiten suponer que, la LH y el isoproterenol regularian la produccidn
de andrégenos en cultivos de células de Leydig a través del mismo mecanismo, la
formacion de AMPc. El antagonista B-adrenérgico propanolol, anula el efecto
estimulatorio de las catecolaminas sobre la esteroidogénesis gonadal (Anakwe y
Moger, 1984b; Poyet y Labrie, 1983), a través de su interaccion con B-receptores
tipo Il (Anakwe y col., 1985; Poyet y Labrie, 1987). Compuestos a-adrenérgicos
tales como, clonidina y fenoxibenzamina, y el a-antagonista fentolamina, no afectan
la produccién gonadal de T y AMPc en cultivos primarios de células de Leydig
(Anakwe y Moger, 1984a; Renier y col., 1987). En cambio, fenilefrina, un agonista
de receptores a-adrenérgicos, aumenta la liberaciéon de T basal y estimulada por la
hormona gonadotrofina coriénica humana (hCG) en preparaciones de células de
Leydig purificadas en Percoli (Wanderley y col.,, 1989). En el hamster Dorado,
Mayerhofer y col (1989c; 1992), demostraron que el estimulo catecolaminérgico

sobre la produccion de androgenos en incubaciones de fragmentos testiculares,



78 INTRODUCCION

varia segun el estado funcional de la génada. Mientras que, tanto en animales
inmaduros como adultos regresionados o activos, las catecolaminas incrementan la
respuesta esteroidogénica a hCG; solamente en testiculos de hamsteres
prepuberales y adultos involucionados, estos neurotransmisores fueron capaces de
aumentar la sintesis gonadal basal de T. Asi, la influencia catecolaminérgica sobre
la funcién testicular, cobraria una significativa importancia en los periodos de
ausencia o reducida secrecidn hipofisaria de gonadotrofinas (antes de la pubertad y
en animales expuestos a FC). Por otra parte, la potenciacion del efecto
estimulatorio de hCG por catecolaminas, permite especular que estos
neurotransmisores participarian en el aumento de los niveles plasmaticos de T
observado en situaciones de stress agudo (Frankel y Ryan, 1981). La estimulacion
catecolaminérgica en la produccién de T en el hamster Dorado, no modifica los
niveles de AMPc (Mayerhofer y col., 1991), desconociéndose cualles segundos
mensajeros intervienen en dicha respuesta. La regulacion de la esterodogénesis
testicular por catecolaminas, seria mediada, en testiculos inactivos, unicamente por
adrenoreceptores tipo a (Mayerhofer y col., 1989c); mientras que, en hamsteres
Dorados de 17 dias de edad, participarian a1 y B receptores (Mayerhofer y col.,
1992). A diferencia de lo previamente descripto para el hamster Dorado; en la
especie Djungarian, tanto los testiculos de animales expuestos a FN, como los
provenientes de animales adultos mantenidos en FC, son igualmente capaces de
responder al estimulo catecolaminérgico sobre la produccién basal e inducida por
hCG de T (Mayerhofer y col., 1993). Se ha estudiado también el efecto de drogas
adrenérgicas en el sector tubular. El isoproterenol estimula la aromatizacion de T en
cultivos de células de Sertoli de ratas (Verhoeven, 1980) via receptores tipo 1

(Heindel y col., 1981). Sin embargo, estudios de unioén con '

-pindolol, indican que
preparaciones de células de Sertoli frescas, no presentan receptores
B-adrenérgicos. Asi, durante el cuitivo de las células de Sertoli, las mismas
adquiririan B-receptores respondiendo a sus agonistas correspondientes
(Kierzenbaum y col., 1985). Por otra parte, Miyake y col. (1986), describieron la

existencia de a-adrenoreceptores en las células mioides de los tubulos seminiferos,
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productoras de numerosos agentes paracrinos moduladores de la actividad de las
células de Sertoli (Skinner, 1991).

La participacion del sistema nervioso parasimpatico en el control de la
actividad testicular ha sido escasamente estudiada. Kasson y col. (1985) analizando
el efecto de diversas drogas colinérgicas sobre la produccion de androgenos en
cultivos primarios de células testiculares provenientes de ratas adultas
hipofisectomizadas; detectaron que los agonistas nicotinicos, pero no los
muscarinicos, son capaces de provocar una significativa disminucién en la
biosintesis de andrégenos estimulada por hCG, a través de la inhibicion selectiva
de la actividad 17a-hidroxilasa.

En el testiculo de humanos, rata y hamster, se ha detectado la presencia sub-
capsular de mastocitos en intima asociacion con fibras nerviosas y vasos
sanguineos (Nistal y col., 1984; Mayerhofer y col., 1989b; Zhu y col., 1995). Los
mastocitos producen principalmente histamina. En 1989, Mayerhoffer y col. (b),
describieron, en testiculos de hamsteres Dorados en regresion, que la histamina
posee un efecto estimulatorio sobre la produccién de progesterona y T mediado por
receptores tipo H1; mientras que, en animales adultos gonadalmente activos, este
neurotransmisor no modifica la sintesis y secrecion androgénica. En la rata, los
mastocitos testiculares contienen ademas, concentraciones significativas de otro
neurotransmisor: la 5-HT (Aguilar y col., 1995). No obstante, existen fuentes
gonadales aiternativas de 5-HT en la rata, entre las cuales podemos citar a las
células de Leydig (Tinajero y col., 1993a; Tinajero y col., 1993b), y una importante
inervacion serotoninérgica que aporta el 34% de los niveles testiculares del
neurotransmisor (Campos y col., 1990b).

Las primeras evidencias de que la 5-HT podrian afectar la funcion testicular
surgieron en los anos ‘50 cuando se detectd que la administracion exdégena de
dicha indolamina provocaba una notable reduccion en el peso testicular (Salgado y
Green, 1955). En 1962, Bocabella y col., realizaron un detallado analisis del efecto
de 5-HT sobre la histologia testicular, observando que la inyecciéon diaria de

20mg/kg de 5-HT a ratas adultas inducia una caida significativa en el peso gonadal,
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con lesiones importantes a nivel de los tubulos seminiferos que involucraban la
pérdida de los estadios celulares mas avanzados del ciclo espermatogénico, sin
cambios morfologicos evidentes en el sector intersticial. Debido a que, el
tratamiento simultaneo con un vasodilatador prevenia dichos cambios morfologicos,
las lesiones observadas fueron atribuidas a la isquemia provocada por la 5-HT. En
1973, Liu y Kinson describieron dafnos semejantes en el compartimiento tubular,
demostrando ademas, que la 5-HT destruye el tejido intersticial que rodea a los
tubulos y provoca una disminucidon significativa en los niveles circulantes de
androgenos. Esta caida en los niveles plasmaticos de T observada luego de la
administraciéon de 5-HT, fue inicialmente atribuida a la supresién de LH y FSH
(Reiter y Fraschini, 1969; Kamberi y col.,, 1971). Sin embargo, Kalla (1979)
establecié que el tratamiento con 5-HT de ratas hipofisectomizadas suplementadas
con gonadotrofinas, provoca igualmente un importante descenso de la
concentracion plasmatica e intratesticular de T. Asi, existiria una accion directa de
la 5-HT sobre la producciéon de andrégenos, no mediada por modificaciones en las
gonadotrofinas hipofisarias o en los factores liberadores hipotalamicos.
Experimentos in vitro realizados por Vermes y col. (1979), sefalan un efecto
inhibitorio de la 5-HT sobre la produccién de T en células intersticiales de rata, que
resultaria del bloqueo de las actividades enzimaticas 17a-hidroxilasa, C17-20 liasa
y 17a-reductasa (Ellis, 1972).

En 1992, Tinagjero y col., establecieron que el efecto inhibitorio de la 5-HT
sobre la esterodogénesis gonadal en la rata, es mediado por receptores 5-HT, de
alta y baja afinidad. La LH hipofisaria induce la secrecion de 5-HT desde las células
de Leydig mediante un mecanismo que involucra la actividad de una proteina Gs y
de la enzima adenilato ciclasa productora de AMPc (Tinajero y col., 1993a).
Posteriormente, este neurotransmisor efectua una estimulacién autocrina de la
sintesis de CRF via una PKC y fosfoinositoles. EI CRF producido por las células de
Leydig inhibe la produccién de andrégenos basal y estimulada por hCG. Asi, en la
rata, la 5-HT participa en un ciclo autoregulatorio negativo que limita la produccion

de T en respuesta al estimulo gonadotréfico (Dufau y col., 1993).
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Ritta y col., (1987; 1991) determinaron que GABA, con una accion netamente
inhibitoria a nivel central, es capaz de estimular la produccién de T en testicuios
enteros de rata y en células intersticiales aisladas, a través de la interaccion con
receptores gabaérgicos de membrana tipos A y B, los cuales coexisten en las
células de Leydig (Ritta y col., 1991).

El VIP y el neuropéptido Y (NPY) son co-localizados en las fibras
noradrenérgicas que inervan el testiculo (Setchell, 1978, Allan y col, 1989,
Rauchenwald y col., 1995). En cultivos testiculares de ratas neonatales, el péptido
VIP influencia positivamente la biosintesis de andrégenos (Kasson y col., 1986).
Recientemente, Usdin y col. (1994), han clonado y caracterizado al receptor VIP
tipo 2 en células de Sertoli y germinales, pero no han podido identificar sitios de
unién para este neurotransmisor en células de Leydig.

Miembros de la familia de los opiodes son localmente producidos en el
testiculo (Ackland y col, 1992; Spiteri-Grech y Nieschlag, 1993), regulando
auto/paracrinamente la produccion de andrégenos en las células de Leydig (Sharpe
y Cooper, 1987).

Las células de Leydig producen significativos niveles de los neuropéptidos
vasopresina y oxitocina (Bartke, 1985; Nicholson y Hardy, 1992). La oxitocina
estimula la produccién de T en células de Leydig de rata via receptores especificos
(Sharpe y Cooper, 1987; Spiteri-Grech y Nieschlag, 1993, Bathgate y Sernia, 1994;
Frayne y Nicholson, 1995); mientras que, la activacidon de receptores de
vasopresing, inhibe la esteroidogénesis gonadal (Sharpe y Cooper, 1987; Spiteri-
Grech y Nieschiag, 1993). Sin embargo, se ha observado que, la aplicacion de
oxitocina in vivo a través de implantes intratesticulares, causa una importante

reduccion tanto en [a T plasmatica como testicular (Nichoison y col., 1991).
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El propésito de este trabajo de Tesis fue contribuir en el esclarecimiento de los
los mecanismos que controlan, tanto a nivel central como periférico, la funcién
reproductiva masculina. Con tal fin, el Hamster, un roedor fotosensible, fue
seleccionado como modelo experimental para el estudio de ios eventos bioquimicos
asociados con el desarrollo sexual, y la influencia del fotoperiodo sobre la
actividad hipotalamo-hipéfiso-testicular.

Los objetivos fundamentales de las experiencias presentadas a continuacion

fueron los siguientes:

I. Realizar un estudio comparativo de los aspectos endocrinos relevantes en el
proceso de desarrolio sexual en dos especies de hamsteres evolutivamente
emparentadas: el hamster (Syrian) Dorado (Mesocrisetus auratus) y el hamster

(Siberian) Djungarian (Phodopus sungorus).

Il. Efectuar un estudio detallado de los eventos enddcrinos mas sobresalientes en el
desarrolio puberal y Ia transicion involucion-reactivacion por modificaciones en el

fotoperiodo, a fin de establecer homologias y diferencias entre ambos procesos.

lll. Establecer modificaciones relacionadas con la edad y el fotoperiodo, en la
capacidad esteroidogénica testicular y produccion gonadal in vitro de T, DHT y

Diol en el hamster Dorado.

IV.Realizar un estudio comparativo entre la concentracion sérica de FSH e inhibina
B, a fin de evaluar los mecanismos involucrados en la regulacion enddcrina de la

adenohipdfisis y el testiculo durante la permanencia en fotorestriccion.

V. Evaluar el metabolismo de las PA, factores tréficos y diferenciativos, en testiculo y
glandulas sexuales accesorias, con el proposito de analizar los mecanismos

refractarios que se ponen en juego durante la recrudescencia espontanea,
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tomando a los hamsteres insensibles a la fotoinhibicién, y permitiendo, en

consecuencia, el restablecimiento de la funcion reproductiva.

VI.Analizar si, conjuntamente a la regulacién neural de la actividad reproductiva
ejercida desde el sistema nervioso central, existe una modulacion local de la
funciéon sexual, mediada por la presencia de neurotransmisores en 0Organos

reproductivos masculinos. A tal fin se estudio:

¢ la presencia de GABA en testiculos de hamsteres de las especies Dorado y
Djungarian a lo largo del proceso de desarrollo sexual, y modificaciones
especie-especificas en sus niveles.

e la presencia de 5-HT en testiculos de hamsteres Dorados en diferentes
estadios del desarrollo reproductivo.

e el contenido gonadal de GABA y 5-HT en hamsteres Dorados, y
modificaciones en sus niveles dependientes del fotoperiodo.

¢ el metabolismo testicular de GABA y 5-HT.

e la presencia de GABA en epididimo y vesiculas seminales de hamsteres
Dorados durante el desarrollo sexual.

e el contenido epididimario y vesicular GABA en hamsteres Dorados, y
modificaciones en sus niveles relacionadas con la informacion fética.

e el origen endégeno de GABA en epididimos y vesiculas seminales del
hamster.

e el rol de GABA, 5-HT y CRF sobre la produccion in vitro de T, DHT y Diol, en
condiciones basales y en respuesta al estimulo de hCG.

e el mecanismo de accion de 5-HT en la regulaciéon de la produccion de

androgenos testiculares.
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1. DROGAS Y REACTIVOS

Los compuestos radiactivos [1,2,°H]-testosterona (actividad especifica (AE): 60
Ci/mmol), [1,2->H]-5a-dihidrotestosterona (AE:50.6 Ci/mmol), [1,2-H]-5a-androstano-
3a,17B-diol (AE:25.4 Ci/mmol), [1-"*C]-L-ornitina (AE: 57.20 mCi/mmol), [methylene-
*H(N)]-muscimol (AE:17.30 Ci/mmol), L(I"*C)-acido glutamico (AE:45 mCi/mmol) y el
'"®INa (AE:17.4 Cilg), fueron adquiridos a New England Nuclear Co (Boston,
MA,USA).

Los esteroides no radiactivos (T, DHT y Diol); clorhidrato de Put, Esd y Esp, y
sus derivados acetilados; L-ornitina; fosfato de piridoxal; ditiotreitol (DTT), y todos los
reactivos empleados en la preparacion de los diferentes Medios y soluciones, fueron
obtenidos en Sigma Chemical Co. (St. Louis,Mo, USA) o Mallinckrodt (New York,
USA).

Los solventes utilizados fueron provistos por Merck, Mallinckrodt o Sintorgan
(grado analitico).

Las preparaciones de referencia y anticuerpos utilizados en la determinacion
de los niveles circulantes de FSH y LH, fueron adquiridos a NIADDK (Bethesda,
Maryland, USA). La determinacién de la concentracion sérica de PRL se realizd con
una preparacién de referencia y un anticuerpo especifico de hamster provistos
gentiimente por el Dr. AF. Parlow (Pituitary Hormones and Antisera Center,
California, USA) y el Dr. F. Talamantes (School of Medicine, Southern Illinois
University, Carbondale, USA), respectivamente.

Los anticuerpos empleados en la determinacion de los niveles de T, DHT y Diol
presentes en el suero, tejidos y en el Medio de incubacién de los ensayos in vitro,
fueron obtenidos en Medicorp Sciences Inc. (Montreal, Canada).

Los kits empleados en la determinacion de colesterol total, lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y triglicéridos; y el kit utilizado en la medicion de los niveles
intratisulares de Glut, fueron adquiridos a Boehringer Mannheim GMBH, Biochemica

(Alemania).
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La preparacion de referencia empleada en la determinacién de inhibina B, y los
anticuerpos monoclonales especificos de las sub-unidades a y B-B (anticuerpos R1'y
C5, respectivamente), fueron provistos gentiimente por N. Groome (Oxford, UK). El
kit amplificador utilizado en la determinacién de inhibina B, se adquirié en GIBCO.

Las placas cromatograficas de silica gel 60 empleadas para la separaciéon de
PA provienen de Merck (Darmstadt, Alemania).

El hidréxido de hiamina utilizado en el ensayo de la actividad ODC, se adquirié
a Packard Instruments Co. Inc. (Downers Grove, ILL, USA).

Las preparaciones de células intersticiales se obtuvieron utilizando colagenasa
tipo | provista por Worthington Biochemical (Freehold, NY, USA). La hCG/APL fue
obtenida de Laboratorios Ayerst (Princenton, NJ, USA).

La preparacion de referencia y el anticuerpo especifico utilizado en la
evaluacién del rol ejercido por CRF sobre la produccién de T in vitro en
preparaciones de células intersticiales de hamsteres, fueron cedidos gentiimente por
el Dr. E. Spinedi (Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular, IMBICE-CONICET,
La Plata).

2. ANIMALES

Se utilizaron hamsteres machos de la especie (Syrian) Dorado (Mesocrisetus
auratus) provenientes del Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(Buenos Aires, Argentina) y del Laboratorio de Charles River (Wilmington, MA, USA);
y hamsteres machos de la especie (Siberian) Djungarian (Phodopus sungorus)
obtenidos de la Universidad de Southern lllinois (Carbondale, ILL, USA).

Los animales fueron mantenidos a temperatura constante de 20-25°C,

recibiendo una dieta balanceada y agua ad /ibitum.
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3. TRATAMIENTO

3.1 EN EL ESTUDIC DEL PROCESO DE DESARROLLQO SEXUAL

Hamsteres machos de las especies Dorado y Djungarian, de 23, 30, 36, 46, 60
y 90 dias de edad, fueron mantenidos en condiciones estandar de luminosidad
(16hs.luz/8hs.oscuridad). Entre las 8.00 y 9.00 hs., los animales fueron anestesiados
con éter, la sangre obtenida por puncion cardiaca, y finalmente decapitados.
Posteriormente, la sangre fue centrifugada a 1200 x g durante 10 minutos, y el suero
fraccionado en alicuotas y almacenado a -20°C hasta la determinacion de
gonadotrofinas y androgenos. Los grupos de hasmteres empleados en la
determinacién de los niveles tisulares de GABA, dos minutos previos a la
decapitacion, fueron inyectados intra-peritonealmente con 1.2 mmol/lkg de peso
corporal de acido 3-mercaptopropionico (MPA). Este paso previo a la decapitacion
es fundamental para evitar el aumento de GABA post-mértem, ya que la anoxia
induce una activacién de la GAD (enzima de sintesis) y una inhibicién en la GABA-T
(enzima de catabolismo). La resultante de estos dos fendmenos es el incremento
descontrolado en los niveles endogenos de GABA en el momento de sacrificar al
animal.

A todas las edades se determind el peso corporal. Como consecuencia de la
pequefna cantidad de sangre colectada por animal cuando se trabajo con los
diferentes grupos experimentales de hamsteres de la especie Djungarian, y con
hamsteres Dorados prepuberales, fue necesario realizar pooles (n:2-4 animales),
para la determinacién de la concentracion sérica de LH, FSH, T, DHT y Diol. El
numero de muestras analizadas por edad oscilé entre 5y 8.

Los érganos sexuales (testiculos, epididimos, vesiculas seminales y prostata)
fueron inmediatamente extirpados, colocados sobre hielo, disecados, liberados de
materia grasa y pesados. El peso relativo fue obtenido calculando el peso del érgano
(en g) que corresponderia a 100 g de peso corporal. El volumen testicular fue

determinado por desplazamiento de agua segun el método establecido por Steer
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(1981). El peso testicular especifico fue obtenido dividiendo el peso testicular (en g)
por el volumen del 6rgano (en cm®) (Ghosh y col., 1992).

Finalmente los tejidos fueron almacenados en viales de plastico a -20°C hasta
la determinacion de los niveles tisulares de 5-HT, 5-HIAA, GABA y Glut.

Durante la determinacién de la produccién de andrégenos in vitro, se utilizaron

testiculos de hamsteres sin congelar.

3.2. EN EL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL FOTOPERICDC SOBRE LA
FUNCION REPRCDUCTIVA

Se utilizaron hamsteres Dorados machos adultos de aproximadamente 90-100
dias de edad, mantenidos en FN (14hs.luz/10hs.oscuridad) o FC
(6hs.luz/18hs.oscuridad) durante 9, 12, 14, 16, 18 y 22 semanas. Entre las 8.00 y
9.00 hs, los animales fueron sacrificados por decapitacién, la sangre troncal
recolectada, centrifugada a 1200 x g durante 10 minutos, y finalmente el suero
separado y almacenado a -20°C hasta su utilizacién en la determinacion sérica de
colesterol total, HDL, triglicéridos, LH, FSH, PRL, T, DHT, Diol e inhibina B.

Los grupos de hamsteres empleados en la determinacion de los niveles
tisulares de GABA, dos minutos previos a la decapitacion, fueron inyectados intra-
peritonealmente con 1.2 mmol/kg de peso corporal de MPA.

En el estudio del metabolismo tisular de GABA, hamsteres adultos mantenidos
en FN, fueron inoculados por via intra-peritoneal, con 35 mg de acido amino-
oxiacético/kg de peso corporal (un inhibidor de la actividad GABA-T), y decapitados
alos 30 y 60 minutos.

En cada uno de los grupos se determind el peso corporal en el momento de
inicio del experimento, y luego de la permanencia en FN o FC durante 9, 12, 14, 16,
18 y 22 semanas. El crecimiento corporal relativo durante el desarrollo experimental
fue inferido a través de la relacion peso corporal final/ peso corporal inicial.

Luego del sacrificio de los animales, los o6rganos sexuales (testiculos,

epididimos, vesiculas seminales y prostata) fueron inmediatamente extirpados,
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colocados sobre hielo, disecados, liberados de materia grasa y pesados. El volumen
testicular fue determinado por desplazamiento de agua, segun el método establecido
por Steer (1981). El peso testicular especifico fue obtenido dividiendo el peso
testicular (en g) por el volimen del 6rgano (en cm®) (Ghosh y col., 1992).

Un testiculo y epididimo de cada animal, fueron inmersos en viales de vidrio
conteniendo acetona y almacenados a -20°C para la posterior determinacién de
andrégenos tisulares. El resto de los tejidos fueron mantenidos en viales de
plastico a -20°C hasta la determinacién de la actividad ODC, y los niveles tisulares
de PA, A-PA, 5-HT, 5-HIAA, GABA y Glut.

En la determinacion de la actividad GAD, y en la produccion de andrégenos in
vitro, luego del sacrificio de los hamsteres, los 6rganos sexuales fueron rapidamente

extirpados, procesados y utilizados sin congelar.

4. DETERMINACION DEL PERFIL SERICO

4.1.LIPIDOS EN SUERO

Las concentraciones en suero de colesterol total, triglicéridos y HDL, fueron
evaluadas mediante el empleo de técnicas enzimatico-colorimétricas utilizando kits
comerciales.

Para la determinacion de colesterol total y triglicéridos se emplearon alicuotas
de 10ul de muestra, a las cuales se agregd 1 ml de la solucién reactiva
correspondiente.

La solucion reactiva utilizada en la determinacion de los niveles circulantes de
colesterol total consistié en buffer Tris-hidroximetil aminometano (Tris) 100 mM a un
pH de 7.7, aspartato de magnesio 50mM, 4-aminofenazona 1mM, colato sédico
10mM, fenol 6mM, 3,4 diclorofenol 4mM, éter poliglicolico de alcohol graso 0.3%,

colesterol esterasa 0.4 Ul/ml, colesterol oxidasa 0.25 Ul/ml y peroxidasa 0.2 Ul/mi.
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La solucion reactiva empleada en la determinacion de triglicéridos séricos
contiene buffer Tris 0.15M a un pH de 7.6, sulfato de magnesio 17.5mM, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sal sédica 10mM, 4-clorofenol 3.5mM, colato
sodico 0.15%, ferrocianuro potasico 6.5mM, éter poliglicdlico de alcohol graso
0.12%, adenosina trifosfato (ATP) 0.5mM, 4-aminofenazona 0.35mM, lipasa 3Ul/ml,
glicerol-fosfato-oxidasa 2.5 Ul/ml, gliceroquinasa 0.2Ul/ml y peroxidasa 0.15Ul/ml.

El blanco de reaccién consistié en 10ul de H,O destilada en 1 mi de la solucion
reactiva. La determinacion de colesterol total se realiz6 empleando 10ul de un
estandar de concentracién 5.2 mmol/l; mientras que, la concentracion de triglicéridos,
fue calculada a partir de un factor de referencia obtenido de una tabla de valores
adjunta al kit.

Luego de 10 minutos de incubacién a 20-25°C, se efectud la determinacion
espectrofotométrica de colesterol total y triglicéridos a una longitud de onda de
500nm.

El limite de deteccion fue, para ambas técnicas, de 0.1 mg/tubo. Los resultados
se expresan en mg/dl de suero.

La concentracion sérica de HDL fue calculada utilizando la técnica enzimatico-
colorimétrica descripta para colesterol total, previo aislamiento de la fraccion HDL de
las lipoproteinas. Para ello, a 100ul de suero se agrego 250ul de una dilucion 4:1
vol/vol en H,O destilada del reactivo precipitante conteniendo acido fosfotungstico
0.55mM vy cloruro de magnesio 25mM. Dicha mezcla se incubé a temperatura
ambiente durante 10 minutos, y luego se centrifugé a 1600 x g durante 10 minutos.
Posteriormente a 100ul del sobrenadante obtenido, se agregd 1 mi de la solucion
reactiva empleada en la determinacion de colesterol total. El blanco de reaccion
consistio en 100ul de H,O destilada. La determinacion se efectud utilizando 10ul de
un estandar de concentracion 52 mM. Luego de 10 minutos de incubacion a
20-25°C, se realizd6 la medicion espectrofotométrica a 500 nm. El limite de
sensibilidad del ensayo fue de 0.1 mg/tubo. Los resultados se expresan en mg/dl de

suero.



92 MATERIALES Y METODOS

4.2. HORMONAS PROTEICAS

Las concentraciones séricas LH y FSH, fueron determinadas a través de un
radioinmunoanalisis (RIA) heterélogo utilizando la técnica de doble anticuerpo
validada en hamster por Chandrashekar y col. (1987).

La determinacién de gonadotrofinas se realiz6 utilizando alicuotas de 200ul de
suero por duplicado, empleando NIDDK-rLH-RP3 y NIDDK-rFSH-RP2 como
preparaciones de referencia; y anti-rLH-S10 y anti-rFSH-S11 como anticuerpos
especificos. Las muestras fueron incubadas con el primer anticuerpo a 4°C durante
24hs. Posteriormente se agrego el trazador radiactivo y se incubd otras 48hs. a 4°C.
Dicha incubacion se detuvo por el agregado del segundo anticuerpo y polietilenglicol
(PEG) al 8%. La hormona libre se separé por centrifugacién a 1600 x g durante 30
minutos y aspiracion de los sobrenadantes. La radiactividad de los precipitados fue
determinada en un contador y.

La concentracion sérica de PRL se determind por un RIA homoélogo de doble
anticuerpo descripto previamente por Soares y col. (1983), usando como
preparacion de referencia el estandar AFP-10302E, y un anticuerpo anti-PRL
especifico de hamster. Se utilizaron alicuotas de 20ul por duplicado para los sueros
provenientes de hamsteres expuestos a FN, y alicuotas de 200 pl por duplicado para
los sueros de hamsteres mantenidos en FC. La incubacion con el primer anticuerpo
se realizd a temperatura ambiente durante 24hs. Luego se agregd la hormona
marcada y se incubo otras 24hs. a temperatura ambiente. La incubacion se detuvo
por el agregado de segundo anticuerpo y PEG al 8%. La hormona libre se separ6
centrifugando a 1600 x g durante 30 min y aspirando los sobrenadantes. Por ultimo,
se determind la radiactividad de los precipitados en un contador y.

La iodinacion de las tres hormonas proteicas se realizé siguiendo el método de
cloramina T y posterior purificacién, a través de una columna de poliacrilamida-
agarosa ACA 44, Ultrogel (Charreau y col., 1977).
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La sensibilidad de los ensayos resultd ser 60, 10 y 30 pg/tubo, para FSH, LH y
PRL respectivamente.

Todas las muestras fueron procesadas, por duplicado, en el mismo
experimento, a fin de evitar la variacion inter-ensayo. El coeficiente de variacién
intra-ensayo fue menor al 4.0% para FSH y LH, y menor al 6.0% para PRL.

Los resultados son expresados en ng/ml de suero respecto de los estandares

especificos empleados.

4.3. ANDROGENOS

4.3.1. Extraccion de androgenos

Alicuotas de aproximadamente 200-600ul de suero se extrajeron, 2 veces
consecutivas, con 2 ml de éter dietilico. La fase acuosa fue descartada, y los
extractos etéreos evaporados a sequedad bajo nitrégeno gaseoso. Posteriormente
los residuos se resuspendieron, en relacion 1:3 vol suero/vol resuspencién, en buffer
RIA a pH 7.4 conteniendo HNa,PO, 40mM, H,NaPO, 35 mM, NaCl 0.15 M, gelatina
0.1% y azida soédica 0.1%.

4.3.2. Determinacion de andrégenos

La determinacion de la concentracién sérica de T, DHT y Diol, se realiz6 por
RIA segun el método validado en el Laboratorio por Suescun y col. (1985), utilizando
una suspencion de carbon-dextrano (0.5%-0.05%) a fin de separar el esteroide libre
del complejo hormona-anticuerpo. En la determinacién de DHT y Diol, se emplearon
los anticuerpos DHT-1-CMO-BSA y Diol-15-CMO-BSA altamente especificos. En la
medicion de la T circulante, se utilizé un anticuerpo T-7a-butirato-BSA, que presenta

una reaccion cruzada del 35% con DHT.



94 MATERIALES Y METODOS

El limite inferior de deteccion del ensayo fue de 12.5 pg/tubo. El coeficiente de
variacion inter-ensayo fue menor al 15% para los tres esteroides; mientras que, el
coeficiente de variacién intra-ensayo fue menor al 12% para T y DHT, y menor al

15% para Diol. Los resultados son expresados en ng/ml de suero.

4.4 INHIBINA B

La concentracién sérica de inhibina B fue determinada en colaboraciéon con la
Dra. S. Campo (Centro de Investigaciones Endocrinoldgicas, CEDIE-CONICET), a
través del método de enzimoinmunoanalisis (ELISA) tipo sandwich en fase soélida,
que emplea anticuerpos monoclonales especificos de las sub-unidades o y B-B
(anticuerpos R1 y C5, respectivamente), segun ha sido previamente descripto por
Groome y O'Brien (1993).

El primer paso consistié en la adsorcion del anticuerpo C5 a las placas a
utilizar en el ensayo. Para ello, se agregaron 50 ul del citado anticuerpo en cada
pocillo, y se incubd a temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente, se aspird
la soluciéon remanente, y se agregaron 100 pl de una preparacion blogueante 1%
(pesolvol) de albumina sérica bovina (BSA) en buffer fosfato salino (PBS). Después
de 2 hs. a temperatura ambiente, se lavaron las placas, y se agrego, en cada pocillo,
100 ul de muestra o solucion de referencia.

Las placas fueron incubadas en presencia de las muestras y la preparacion de
referencia durante toda la noche a temperatura ambiente con agitacion constante.

En la construccion de la curva estandar se utilizé inhibina B humana
(Genentech).

Las muestras séricas provenientes de hamsteres Dorados adultos mantenidos
en FN o expuestos a FC entre 9 y 22 semanas, fueron pretratadas por dilucién con
50 ul de una solucion 6% de dodecil sulfato de sodio (SDS), y hervidas a 100 °C
durante 3 minutos. Posteriormente se agregaron 50 ul de una solucién 6% de

perdxido de hidrogeno, y se incubod a temperatura ambiente durante 30 minutos. Este



95 MATERIALES Y METODOS

pretratamiento de las muestras modifica, por oxidacion, los residuos de metionina en
la molécula de inhibina B, aumentando la afinidad del epitope por el anticuerpo.

Al dia siguiente se lavaron las placas, y se agregd, a cada pocillo, 50ul de la
solucién de anticuerpo R1 acoplado a la enzima fosfatasa alcalina. Luego de 1 h. de
incubacion a temperatura ambiente con agitacion constante, las placas fueron
lavadas durante 15 minutos empleando H,O bidestilada. Posteriormente, se incubd a
37°C durante 2 hs, en presencia de 50yl del sustrato enzimatico. Una alicuota de
50u! de un kit amplificador (GIBCO), fue agregada en cada pocillo de la placa, y
luego de 15 minutos a temperatura ambiente, se observo el desarrollo de color.
Cuando el cero analitico comenzé a presentar tonalidad rojiza, la reaccién fue
detenida a través del agregado de 50 pl de HCI 0.4M. Las absorbancias fueron
determinadas en un lector de ELISA a 490nm, con una longitud de onda de
referencia de 620 nm.

La sensibilidad del método fue de 3.9 pg/ml.

Los resultados son expresados como ng/ml.

5. DETERMINACION DEL PERFIL DE ANDROGENOS TISULARES

5.1. Extraccion de androgenos

Con el fin de eliminar posibles interferencias durante la determinacion de la
concentracion tisular de T, DHT y Diol, se procedio inicialmente a la extraccion de los
androgenos con solventes organicos. Las muestras se homogeneizaron en acetona
en relacién 1:10 (peso/vol) en un homogeinizador Ultraturrax; y las suspenciones
resultantes, se centrifugaron a 1600 x g durante 10 minutos. Los sobrenadantes se
trasvasaron a tubos conicos y, para evaluar las pérdidas sufridas en el
procesamiento, se agregd a cada muestra 1700 dpm de esteroide radiactivo como
estandar interno. Los sobrenadantes se evaporaron a sequedad, se resuspendieron
en 1 ml de H;0 destilada, se colocaron en un bafo de agua a 50°C durante 10

minutos y se agitaron vigorosamente durante 1 minuto. Las suspenciones fueron
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extraidas 2 veces con 2.5 ml de éter dietilico (1:2.5, vollvol) y agitadas durante 2
minutos. Las fracciones etéreas fueron separadas por congelacion, evaporadas a
sequedad y resuspendidas en 1.4 ml de metanol. Luego de 1 minuto de agitacién, se
agregd 0.6 ml de H;0 destilada y se agité nuevamente por otro minuto. Para eliminar
interferencias de lipidos en los tejidos, se realizd una nueva particion con 2 ml de
n-hexano, se agit6 durante 2 minutos y luego se descarté la fase superior.
Finalmente, se agregd a cada tubo 6 ml de diclorometano, agitando las
suspenciones durante 2 minutos y descartando la fase superior acuosa. Se evaporé
a sequedad la fase inferior, y los residuos fueron resuspendidos en 1 ml de buffer

RIA. La recuperacion fue de un 70-80%.

5.2. Determinacion de androgenos

La concentracion intra-testicular e intra-epididimaria de T, DHT y Diol, se
determin6 por el método validado en el Laboratorio segun Suescun y col. (1985),
como fue previamente descripto en la seccidon 4.3.2. de Materiales y Métodos.

Los resultados son expresados en ng/g de tejido, ng/mg de proteinas, ng/mg de

ADN vy ng/érgano.

6. ANALISIS DEL METABOLISMO TISULAR DE LAS POLIAMINAS

g.* DETERMINACICN DE LOS NIVELES DE POLIAMINAS

Los niveles de Put, Esd y Esp se determinaron en base a la técnica descripta
por Seiler (1983), y validada en el Laboratorio segun Gonzalez y col. (1991). Este
método se basa en la formacion de los derivados dansilados didansilputrescina,
tridansilespermidina y tetradansilespermina, que posteriormente son separados por

cromatografia en placa delgada.
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Los tejidos se cortaron en pequerios trozos y se agrego acido perclorico (PCA)
0.2 N en relaciéon 1:1 (pesolvol) y 1:3 (pesolvol) para testiculos provenientes de
hamsteres expuestos a FN y FC, respectivamente; y en relacion 1:3 (peso/vol) y 1.7
(pesolvol) para las vesiculas seminales de hamsteres en FN y FC, respectivamente.
Las mezclas fueron homogeinizadas en un homogeinizador Ultraturrax, e incubadas
durante 2 hs. entre 0 y 5°C para facilitar la floculacién del precipitado. Luego, los
homogenatos fueron centrifugados a 20000 x g durante 30 minutos, y alicuotas de
100ul del sobrenadante de las muestras se alcalinizaron con 100ul de Na,COj
(solucion saturada), a fin de favorecer la formacion de especies no protonadas en 10s
grupos aminos, de mayor reactividad. Posteriormente, se agregaron a las mezclas
200ul de cloruro de dansilo (20 mg/ml de acetona), se agitaron vigorosamente hasta
obtener una sola fase liquida e incubaron toda la noche a temperatura ambiente en
oscuridad. Paralelamente se dansild una mezcla de estandares de Put, Esd y Esp
que contenia 10 nmoles de cada compuesto. El blanco de reaccién se determiné
usando 100ul de PCA 0.2N.

Previamente a su utilizacién, el cloruro de dansilo fue resuspendido en tolueno
(grado espectrofotométrico), y purificado a través del pasaje por una columna de
silica gel 60, con posterior evaporacion en nitrégeno gaseoso.

Al dia siguiente, se agregaron 50ul de prolina (100 mg/ml de H,O destilada) a
cada muestra, con el proposito de eliminar el exceso de cloruro de dansilo de la
mezcla de reaccién, y se incubd durante 60 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Luego, las muestras fueron evaporadas bajo nitrégeno a 35-40°C hasta un
volumen de 100 pl, con el fin de eliminar las trazas de acetona que podrian interferir
en el posterior paso de extraccién. A continuacion, se agregaron 100ul de H,O
destilada y 200ul de tolueno, con el objeto de lograr la extraccién selectiva de los
derivados dansilados solubles en este solvente, permaneciendo en la fase acuosa
los productos hidrolizados del cloruro de dansilo no reaccionante. Los extractos
organicos fueron posteriormente separados por centrifugacion a 800 x g a

temperatura ambiente y subsiguiente congelamiento a -70°C de la fase acuosa.



98 MATERIALES Y METODOS

Alicuotas de 50ul del blanco de reaccién y de 40ul de las muestras, fueron
sembradas en placa de silica gel de 0.2mm de espesor previamente activadas por
desecaciéon a 110°C durante 1 h. Conjuntamente, se sembraron 0.25, 05, 1y 2
nmoles de la mezcla estandar de PA, con el fin de construir una curva de calibracion.

Se realizé una cromatografia ascendente unidimensional en oscuridad que
consistié en una corrida en cloroformo:trietilamina (9:1 vol/vol). Luego las placas se
vaporizaron con una mezcla de isopropanoltrietanolamina (4:1 vol/ivol) para
estabilizar la fluorescencia de los derivados dansilados. Posteriormente, se
identificaron las bandas por irradiacién con luz UV con una longitud de onda de
360 nm. La relacién de frentes (Rf) obtenidos para compuesto fueron los siguientes:
Put:0.55, Esd:0.75 y Esp:0.86. Estas bandas correspondientes a las PA dansiladas
fueron extraidas de las placas y eluidas con 1 ml de benceno:trietilamina (95:5
vol/vol) previamente desgaseado. Las muestras fueron centrifugadas a 800 x g con
el objeto de precipitar las particulas de silica. Finalmente, se determind la
fluorescencia de los sobrenadantes en un espectrofluorémetro por excitacién a
350nm y emisién a 490nm.

La sensibilidad del método fue de 0.25 nmol de PA en 500 pl.

Los resultados son expresados como nmol/g de tejido, nmol/mg de proteinas,
nmol/mg de ADN y nmol/érgano.

Las PA totales fueron calculadas como la suma de Put, Esd y Esp.

6.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ACETIL POLIAMINAS

Los niveles tisulares de Aput, N'A-esd, N°A-esd y N'-acetilespermina, se
determinaron segun de las Heras y col. (1992), basandose en la metodologia
utilizada para PA con algunas modificaciones que permiten una mejor separacion y
concentracion de estos compuestos, que habitualmente se hallan en pequenas

cantidades en los tejidos.
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Para la realizacion de la curva estandar se preparé una solucién conteniendo
10 nmoles de A-put, N'A-esd ,N°A-esd y N'A-esp a partir de soluciones 1mM en
acido acético de las mismas.

La preparacion de las muestras de tejidos y mezclas de reaccion, y la
extracciéon de los derivados dansilados fueron realizadas segun el procedimiento
descriptos previamente para PA en la seccién 6.1. de Materiales y Métodos. En
placas de silica gel previamente activadas por desecacion, se sembraron alicuotas
de 40ul de las muestras obtenidas y 50ul del blanco de reaccién. Conjuntamente se
sembraron 0.25, 0.5, 1 y 2 nmoles de la mezcla estandar de A-PA. Para eliminar la
interferencia de las PA, se efectuaron dos corridas en acetato de etilo, y se
separaron los acetilderivados por una tercera corrida en cloroformo-tetracloruro de
carbono-metanol (14.6:1, vol/vol). Posteriormente, las placas fueron vaporizadas con
una solucion de isopropanol-trietanolamina (4.1, vol/vol). Las bandas
correspondientes a los acetil derivados dansilados, fueron identificadas por
irradiacién con luz UV a una longitud de onda de 360 nm. Los Rf obtenidos para
cada compuesto fueron los siguientes: A-put: 0.21, N'A-esd: 0.33, N®A-esd: 0.30, y
N'A-esp: 0.45. Las eluciones de las bandas se realizaron en 0.5 ml de benceno-
trietilamina (95:5, vol/ivol), previamente desgaseada. Se determind la fluorescencia
de los sobrenadantes en un espectrofluorometro por excitacion a 350 nm y emisién a
490nm.

La sensibilidad del método fue de 0.25 nmol de A-PA en 500 pl.

Los resultados son expresados como nmol/g de tejido, nmol/mg de proteinas,
nmol/mg de ADN y nmol/érgano.

Las A-PA totales fueron calculadas como la suma de A-put, N'A-esd, N°A-esd y

N'A-esp.
6.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ORNITINA DECARBOXILASA

La actividad ODC se determin de acuerdo al método descripto por Pegg y col.

(1970), y validado en el Laboratorio segun de las Heras y Calandra (1987), que
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consiste en medir la liberacién de '“CO, a partir de “C-ornitina. El *CO, producido
en la reaccion es captado por una base cuaternaria en solucién alcohdlica.

Los tejidos provenientes de testiculos y vesiculas seminales de hamsteres
expuestos a FN o FC, fueron cortados en trozos y homogeneizados con un
homogeinizador Ultraturrax en un buffer consistente en Tris 10mM, EDTA 1.5 mM,
sacarosa 0.25 M, MgCl 1mM, B-mercaptoetanol 2mM y azida sédica 0,2% (Buffer A,
pH: 7.4), en una relacion de 1:2 (peso/vol). Los homogenatos fueron luego
centrifugados a 20000 x g durante 30 minutos. Alicuotas de 100ul de los
sobrenadantes se agregaron a 100ul de un buffer de reaccién (Tris 80mM, fosfato de
piridoxal 0.4mM, DTT 9mM, L-omitina 2mM y 0.2 uCi de "C-omitina, pH:7.2).

La L-ornitina utilizada fue previamente purificada en dos etapas, por
evaporacion y redisoluciéon en HCI 0.1N y 0.01N, respectivamente.

Las incubaciones se realizaron durante 60 minutos a 34°C en frascos de vidrio
de 10 ml cerrados con tapas de goma de las cuales penden recipientes plasticos
conteniendo 120ul de hidréxido de hiamina 1M en metanol.

La reaccion se detuvo inyectando a cada frasco 500 ul de acido tricloroacético
(TCA) al 40%. Las incubaciones se prolongaron durante 30 minutos a 34°C.
Paralelamente se determinaron dos blancos de reaccién utilizando 100yl de buffer A.
Al finalizar las incubaciones los recipientes plasticos conteniendo el *CO, liberado a
partir de la "C-ornitina que fue captado por el hidréxido de hiamina, se sumergieron
en 3 ml de tolueno centelleante conteniendo 0.4% de 2 5-difenil-oxazol (PPO) y
0.004% de (1,4-bis[5-fenil-2-oxazolil] benzeno; 2,2'-p-fenileno-bis [5-feniloxazol])
(POPOP); y se determiné la radiactividad en un contador de centelleo liquido.

Con el fin de calcular la actividad especifica de la L-ornitina, se prepararon dos
soluciones estandar consistentes en 10 ul del buffer de reacciéon y 120 pl de
hidroxido de hiamina 1M en metanol.

Los resultados se expresan en pmol de “CO, liberados/ h/mg de proteinas,
pmol de "“CO;, liberados/ h/g de tejido, pmol de "“CO liberados/ h/mg de ADN y pmol
de "“CO; liberados/ h/érgano.
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7. ANALISIS DEL METABOLISMO TISULAR DE NEUROTRANSMISORES

7.1. GABA

7.1.1. Preparacion de membranas portadoras de receptores gabaérgicos

El método empleado en la determinacion de los niveles tisulares de GABA,
requiere la preparacion previa de una fraccion de membranas conteniendo
receptores especificos de este neurotransmisor (Ritta y col.,, 1987). Para ello,
aproximadamente 40-50 cerebelos provenientes de ratas adultas (6-8 g de tejido)
fueron homogeneizados en sacarosa 0.32M en una relacidon 1:15 peso/vol,
centrifugados 2 veces a 4000 x g durante 10 minutos a 4°C; y una vez a 20000 x g
durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente se descartaron los sobrenadantes, los
precipitados fueron suavemente resuspendidos en H,O destilada fria en relacién
1:30 pesolvol, y centrifugados a 9000 x g durante 20 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes fueron recogidos junto con la fina capa de membranas localizada
sobre el pellet, y centrifugados a 40000 x g durante 25 minutos a 4°C. Por ultimo, los
sobrenadantes fueron descartados y el pellet congelado a -20°C toda la noche.

Al dia siguiente, el precipitado fue descongelado, resuspendido en relacion
1:15 peso/vol en buffer Tris-citrato (Tris 0.1M, Ac. Citrico 0.2M, pH: 7.2) conteniendo
Triton X-100 0.05%, incubado a 37°C durante 30 minutos, y luego centrifugado a
40000 x g durante 25 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron descartados y el
pellet lavado dos veces por centrifugacion a 40000 x g durante 25 minutos a 4°C en
buffer Tris-citrato, con el objeto de eliminar las trazas de detergente. Finalmente, el
precipitado que constituye la fraccion de membranas con receptores GABA, fue
resuspendido en buffer Tris-citrato en una relacion de 40mg de proteinas/10 ml de

buffer, fraccionado y almacenado a -70°C.



102 MATERIALES Y METODOS

7.1.2. Determinacion de los niveles tisulares de GABA

Los niveles tisulares de GABA fueron determinados por el método de
radioreceptor validado segun Ritta y col. (1987). Los tejidos fueron homogeneizados
en H,O destilada en una relacion de 1:40 (peso/vol) para testiculos, y de 1:20
(pesolvol) para epididimos y vesiculas seminales. Posteriormente, a 100ul de estos
homogenatos se les agregdé 700ul de buffer Tris-citrato. La capacidad total de union
fue calculada usando 800ul de buffer. Se prepard una curva de calibraciéon por
agregado a los tubos de 100pl de soluciones de 0.125pM, 0.25pM, 0.5pM, 1pM, 2pM
y 4pM de GABA no radiactivo. La unién inespecifica fue calculada en tubos que
contenian 100pl de una solucion 1000 uM de GABA.

Posteriormente, se agregaron 260000 dpm de °H-Muscimol (agonista de
receptores GABA,) y 100 ul de la preparaciéon de membranas obtenida segun el
procedimiento descripto en la secciéon 7.1.1. de Materiales y Métodos, previamente
sonicada. Se incub6 durante 10 minutos a 22°C y se centrifugé a 20000 x g durante
10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron aspirados, resuspendidos en 1 ml de
buffer Tris-citrato, y nuevamente centrifugados a 20000 x g durante 10 minutos a
4°C. Finalmente se descartaron los sobrenadantes, los precipitados fueron
resuspendidos en 100ul de Protosol, e incubados a temperatura ambiente toda la
noche.

Al dia siguiente, se agregd a las muestras 3 ml de una mezcla de tolueno
centellante-Triton X100 en relaciéon 3:1 vol/vol, y se cuantifico la radiactividad en un
contador de centelleo Liquido.

El limite inferior de deteccién del ensayo fue de 1.29 ng de GABA/tubo.

Los resultados son expresados como nmol/g de tejido, nmol/mg de proteinas,

nmol/mg de ADN o nmol/érgano.
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7.1.3. Analisis de la biosintesis tisular de GABA

7.1.3.1. Determinacion de los niveles tisulares de acido glutamico

Los niveles de Glut en testiculos, epididimos y vesiculas seminales, fueron
determinados a través de un ensayo colorimétrico utilizando un Kit comercial basado
en la conversion dependiente NAD*/NADH, segun el método descripto por Agrawal y
Vahna-Perttula (1988).

A tal fin, los tejidos fueron homogeneizados en agua destilada con un
homogeinizador Ultraturrax, en relacion 1:5 peso/vol. A 200ul de estos homogenatos
se les agregd 1.8 ml de agua destilada y 1 ml de una solucion reactiva de buffer
fosfato de potasio/trietanolamina (pH:8.6) conteniendo Triton X100, 110 mUI/ml de
una diaforasa de corazoén de cerdo, 0.78 mg/ml de NAD" y cloruro de iodonitro
tetrazolio (INT) al 0.9%. Los tubos fueron agitados, y después de 2 minutos, se
determinaron las absorbancias en espectrofotometro a 492 nm (A,).

Para el blanco de reaccion se utilizd 2 ml de agua destilada.

La reaccién se inicio con el agregado de 30ul de una soluciéon de glutamato
dehidrogenasa de 900Ul/ml. A los 15 minutos, se leyeron nuevamente las
absorbancias a 492 nm (A).

A fin de evitar posibles interferencias por agentes reductores presentes en las
muestras, se calculé el cambio de absorbancias en 15 minutos segun la relacion
AA=(A2-A1)muestras - (A2-A1 )bianco.

La concentracién de Glut de las muestras fue calculada empleando un
estandar de concentracion 0.071g/l, a traves de la férmula:

Concentracién de la muestra=AA muestra X CONCeNtracion del estandar/AA esiandar

Debido a que la solucidén de INT es sensible a la luz, todos los tubos usados en
el ensayo fueron recubiertos con papel de aluminio, y se trabajé con baja
luminosidad ambiental.

El limite de deteccidn del ensayo fue de 1ug/tubo.
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Los resultados son expresados en umol/g de tejido, umol/mg de proteinas,

pmol/mg de ADN y pmol/ érgano.

7.1.3.2. Actividad glutamato decarboxilasa

La actividad GAD fue analizada segun el método de Sims y Pitts (1970) con
ciertas modificaciones (Balerio y col., 1994).

Tejidos frescos fueron homogeneizados en un homogeinizador Ultraturrax, y
alicuotas de 100 pl de cada homogenato fueron incubadas en presencia de buffer
fosfato de potasio 50 mmol/l (pH=6.4); 2-mercaptoetanol 20 mmol/l; fosfato de
piridoxal 0.20 mmol/l, L-(I'*C) Glut 100 mmol/l y Tritdn X100 0,16%. Las incubaciones
se realizaron durante 60 mininutos a 37°C en frascos de vidrio de 10 ml cerrados con
tapas de goma, de las cuales penden recipientes plasticos conteniendo 120ul de
Protosol. El volumen final en cada vial fue de 0,5 ml.

La reaccion fue detenida inyectando 500 ul de TCA al 10%. Después de 1 h de
agitacién continua, los viales de plastico conteniendo el '*CO, producido en la
reaccion y captado por el Protosol; fueron retirados, secados con papel absorbente y
colocados en 5 ml de liquido centelleador para determinar la radiactividad asociada.

Los resultados son expresados en pmol de "“CO, liberados/h/g de proteinas,
umol de "COs, liberados/h/g de tejido, umol de "“CO liberados/h/mg de ADN y umol
de "CO; liberados/h/érgano.

7.1.3.3. Determinacion de los niveles tisulares de putrescina
Los niveles tisulares de Put, se determinaron segun la técnica descripta por

Seiler (1983), y validada en el Laboratorio segun Gonzalez y col. (1991), como ha

sido previamente detallado en la seccidon 6.1. de Materiales y Métodos.
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7.1.4. Efecto del acido amino-oxiacético sobre los niveles tisulares de GABA

El metabolismo in vivo de GABA en testiculos de hamsteres adultos expuestos
a FN, fue analizado segun Caron y col. (1988), mediante la inyeccion intra-peritoneal
de 35 mg de acido amino-oxiacético/kg de peso corporal, posterior sacrificio de los
animales a los 30 y 60 minutos post-administracion de este inhibidor de la actividad
GABA-T, y determinacién de los niveles tisulares de GABA segun la técnica

previamente descripta en la seccion 7.1.2. de Materiales y Métodos.

7.2. SEROTCNINA

7.2.1. Determinacion de los niveles testiculares de serotonina y 5-hidroxi-indol

acético

La concentracién y el contenido de 5-HT y 5-HIAA (principal metabolito en el
catabolismo de 5-HT), fueron determinados en colaboracién con el Prof. Dr. M.
Rubio (Instituto de Investigaciones Farmacolédgicas, ININFA-CONICET, UBA),
empleando la técnica de cromatografia liquida de alta presién (HPLC), segun el
método previamente descripto por Reinhard y Roth (1982).

En el ensayo se empled un equipo Varian 5000 Liquid Chromatograph que
presenta un loop de cargado de muestra de 50 pl, una columna C18-fase reversa de
12.5cm de largo, diametro interior de 4mm y particulas de 5mm, y un detector
electroquimico adosado al cromatografo.

Previamente a la determinacion de los niveles de 5-HT y 5-HIAA, la columna
cromatografica fue lavada con metanol durante 20 minutos, y saturada durante 10
minutos con la fase moévil de buffer citrato/Na,HPO, conteniendo 0.15% de 1-octano
acido sulfonico y 4% de metanol.

Los testiculos fueron decapsulados sobre hielo y homogeneizados

mecanicamente vidrio-vidrio en acido perclérico 0.2N conteniendo 0.01% de un



106 MATERIALES Y METODOS

estandar interno de 5-HT metilada (10° M), en relacién 1:2 peso/vol para el
parénquima gonadal y 1:5 peso/vol para la capsula. Los homogenatos fueron luego
centrifugados a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C. A cada sobrenadante se le
agrego Tris 2M (pH:8.75) en relacidn 7:3 v/iv y una pizca de alumina; y fueron
nuevamente centrifugados a baja velocidad durante un minuto. La alumina retiene
las catecolaminas y la dihidroxifenilalanina (Dopa) permitiendo, en consecuencia, la
separacion de la 5-HT y el 5-HIAA que quedan en el sobrenadante. Finalmente se
inyectaron 50ul de esta mezcla reactiva en el cromatdgrafo.

Para la construccion de la curva estandar se utilizé una mezclade 5-HT y
5-HIAA a diferentes concentraciones (17, 35, 70 y 140 nM).

Las condiciones de medicién del aparato fueron fijadas en: rango de presion:
0-390 atm; flujo: 0.8-1.1 ml/min; voltaje: 5.0 nA, sensibilidad: 5. En dichas
condiciones experimentales el tiempo de desarrollo cromatografico fue de
aproximadamente 7-10 minutos. El orden de elucién de los compuestos fue el
siguiente: 1° 5-HIAA, 2% 5-HT y ultimo el estandar interno de 5-HT metilada.

En el analisis de los resultados se corrigieron las valores obtenidos tomando
como referencia al estandar interno.

El limite de deteccién del ensayo fue de 0.85 pmol/50ul inyectados en el
cromatoégrafo.

Los resultados son expresados como pmol/g de tejido, pmol/mg de proteinas y
pmol/parénquima o capsula testicular de 5-HT y 5-HIAA.

La relacion 5-HIAA/5-HT que permite inferir la velocidad de metabolizacién del
neurotransmisor, fue calculada dividiendo los niveles testiculares del catabolito por

los niveles de 5-HT.
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8. PRODUCCION DE ANDROGENOS /N VITRO

8.1. PRODUCCION DE ANDROGENOS POR FRAGMENTOS TESTICULARES

8.1.1. Incubacién de fragmentos testiculares

La produccién de androgenos por fragmentos testiculares provenientes de
hamsteres prepuberales y adultos mantenidos en diferentes condiciones de
luminosidad, fue determinada segun el método previamente descripto en esta
especie por Mayerhofer y col. (1989c).

Luego del sacrificio de los animales, los testiculos fueron removidos vy
colocados en viales de plastico de 20 ml conteniendo 10 ml de buffer Krebs-Ringer
bicarbonato (CosHNa 24.2mM, CINa 120mM, KCI 4.8mM, PO,KH; 1.2mM, MgSO,
1.3mM, CaCl, 1.6mM, 1% de glucosa; pH:7.2). Luego, cada testiculo fue
decapsulado, cortado en fragmentos de aproximadamente igual tamano y pesados.
Los fragmentos fueron llevados a viales que contenian 2 ml de buffer Krebs-Ringer
bicarbonato, colocados en un bafio de hielo y burbujeados durante 10 minutos con
O,. Posteriormente, los viales fueron preincubados durante 30 minutos en un
incubador Dubnoff a temperatura constante de 32+2 °C con agitaciéon de 100 rpm y
atmésfera de carbogeno (95% O.. 5% CO,). Los fragmentos fueron luego
transferidos a viales con 2 ml de Medio fresco y una concentracién 10*M de
3-isobutyl-1-methylxanthina (MIX), un inhibidor de la enzima fosfodiesterasa; en
presencia o ausencia de diferentes concentraciones de hCG, GABA y 5-HT. El
volumen final de incubacion fue 2.3 ml. Después de 6 hs de incubacién, los viales
fueron colocados en un bano de hielo a fin de detener la actividad enzimatica, y los
Medios centrifugados a 1200 x g durante 10 minutos. Finalmente, los
sobrenadantes fueron guardados a -20°C hasta la determinacién de andrégenos por
RIA.
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8.1.1.1. Efecto del tamaiio de los fragmentos testiculares

A fin de establecer las condiciones éptimas del ensayo, fragmentos testiculares
provenientes de hamsteres adultos mantenidos en FN, de aproximadamente 50, 100,
200, 300, 400 y 600 mg fueron incubados segun las condiciones descriptas en la
seccion 8.1.1. de Materiales y Métodos en presencia o ausencia de una

concentracion maxima de hCG de 100mUl/ml.

8.1.1.2. Curvas dosis-respuesta

Fragmentos testiculares de igual tamafo provenientes de hamsteres
prepuberales y adultos mantenidos en FN, o de animales adultos expuestos a FC
durante 14 semanas; fueron incubados segun las condiciones descriptas en la
seccién 8.1.1. de Materiales y Métodos en presencia o ausencia de concentraciones
crecientes de hCG (0.3; 0.6; 1.6; 3.1; 6.3; 9.4, 12.5; 25, 50 y 100 mUI/mi).

8.1.1. 3. Influencia de GABA y serotonina sobre la produccién de androgenos in

vitro por fragmentos testiculares

Fragmentos testiculares de igual tamano provenientes de hamsteres
prepuberales y adultos mantenidos en FN, o de animales adultos expuestos a FC
durante 14 semanas; fueron incubados segun las condiciones descriptas en la
seccion 8.1.1. de Materiales y Métodos en presencia o ausencia de una
concentraciéon maxima de hCG de 100mUl/ml, y con o sin el agregado al Medio de
incubacion de concentraciones crecientes de GABA y 5-HT (107'™, 10™°M,
10°M, 10°M ; 10"M; 10°M ; 10°M).



108 MATERIALES Y METODOS

8.2. PRODUCCION DE ANDROGENOS EN CELULAS INTERSTICIALES

8.2.1. Obtencion de células intersticiales

La obtencién de preparaciones crudas de células intersticiales de hamster, se
efectud segun Aquilano y col. (1985).

Pooles de entre 2 y 6 testiculos provenientes de hamsteres adultos mantenidos
en FN, fueron decapsulados, colocados en tubos Falcon de plastico de 50ml, y sus
componentes celulares dispersados con 0.2 mg de colagenasa/ml en Medio 199
conteniendo 0.1% de BSA a pH: 7.2, en una relacién de 1 ml/g de testiculo
decapsulado. Posteriormente, los testiculos fueron incubados a 30-32°C, con
agitacion suave, durante 10-12 minutos, previo gaseado de los tubos con carbégeno.
La reaccion se detuvo por el agregado de 50 ml de Medio 199 frio. Los tubos se
agitaron en forma rotatoria durante 3 minutos con el propésito de dispersar mejor el
tejido. Se dejé sedimentar durante 3 minutos; y luego, el sobrenadante fue filtrado a
través de una fina malla de nylon (Nitex 50). Los tubulos seminiferos presentes en el
precipitado, se lavaron con 2 volumenes de Medio 199 y filtraron. Ambos filtrados
fueron mezclados y centrifugados a 800 x g durante 7 minutos. A continuacién se
descartd el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en un volumen
apropiado de Medio 199, determinandose la viabilidad celular, el grado de
contaminaciéon y rendimiento celular. Finalmente, la suspension de células

intersticiales se diluyd hasta una concentracion de 10° células/ m.

8.2.1.1. Técnica de dispersion celular

Las condiciones optimas de dispersion celular fueron establecidas incubando
pooles de testiculos decapsulados con 0.1, 0.2 y 0.3 mg de colagenasa/ml de Medio
a 30-32°C durante 8, 10, 12 y 15 minutos, segun se detalla en la seccién 8.2.1. de

Materiales y Métodos. Alternativamente, se evalué la técnica de disgregacion
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mecanica en ausencia de colagenasa, separando delicadamente los tubulos y
componentes celulares del testiculo con pinzas de diseccion.

En los diferentes protocolos de dispersion celular ensayados se determind, la
viabilidad celular (seccion 8.2.1.2. de Materiales y Métodos), el rendimiento celular y
grado de contaminacién (seccion 8.2.1.3. de Materiales y Métodos), y la produccién
de T in vitro (seccion 8.3. de Materiales y Métodos), a fin de establecer el disefio
experimental mas adecuado en la obtencion de células intersticiales a partir de

testiculos de hamsteres.

8.2.1.2. Viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada al Microscopio Optico por el método de
exclusiéon con azul tripan. Una alicuota de 100 ul de la suspension celular se diluyo
con 400ul de Medio 199 e incubd con 500 pul de azul tripan 0,4 g%, a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo, se observd la preparaciéon al
Microscopio Optico empleando una camara de Neubauer, y se determiné el niumero
de células viables (células sin tefir). En todos los casos se trabajé con una viabilidad

superior al 95%.

8.2.1.3. Rendimiento celular y grado de contaminacion

El grado de contaminacién y el rendimiento celular fueron determinados por
microscopia optica segun se detalla en la seccion 8.2.1.2. de Materiales y Métodos,
contabilizando el numero total de células viables presentes en el preparado; y
discriminando cualitativamente entre las células intersticiales y otros componentes

celulares de morfologia diferente, tales como espermatozoides y células sanguineas.
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8.2.2. Incubacion de células intersticiales

Alicuotas de 1 ml de Medio conteniendo 10° células intersticiales fueron
colocadas en tubos Khan en presencia de 0.1 mM de MIX, y con o sin el agregado
de hCG, GABA y 5-HT en diferentes concentraciones. Las células fueron incubadas
durante 3 hs a 32+ 2°C en atmosfera de carbégeno y agitacion a 100 rpm.

La incubacién fue detenida llevando los tubos a un bano de hielo, y los Medios
fueron centrifugados a 1200 x g durante 10 minutos. Finalmente, los sobrenadantes

fueron guardados a -20°C hasta la determinacion de T por RIA.

8.2.2.1. Curvas dosis-respuesta

Alicuotas de 1 ml de Medio conteniendo 10° células intersticiales, fueron
incubadas segun las condiciones descriptas en la seccién 8.2.2. de Materiales y
Métodos en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de hCG (0.5; 1.6;
3.1;6.3; 12.5; 25 y 100 mUI/ml).

8.2.2.2. Influencia de GABA y serotonina sobre la produccion de testosterona in

vitro en células intersticiales

Alicuotas de 1 ml de Medio conteniendo 10° células intersticiales, fueron
incubadas segun las condiciones descriptas en la seccién 8.2.2. de Materiales y
Métodos en presencia o0 ausencia de una concentracion maxima de hCG de
100mUI/ml, y con o sin el agregado al Medio de incubacion de concentraciones
crecientes de GABA y 5-HT (10™'M, 10™°M, 10°M, 10°M; 10’M ; 10°M ; 10°M).
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8.2.2.3. Influencia de serotonina sobre la producciéon de testosterona in vitro
estimulada por dibutirl adenosina 3',5'-monofosfato ciclica en células

intersticiales.

Alicuotas de 1 ml de Medio conteniendo 10° células intersticiales, fueron
incubadas segun las condiciones descriptas en la seccion 8.2.2. de Materiales y
Métodos en presencia o ausencia de: a) hCG 100mUl/ml, b) dibutiril 3',5'-
monofosfato ciclica (dbAMPc) 0.5 mM, y c) concentraciones crecientes de 5-HT
(10°M, 107M ; 10°M).

8.2.2.4. Rol del factor liberador de corticotrofina sobre la produccion de

testosterona in vitro en células intersticiales

Alicuotas de 1 ml de Medio conteniendo 10° células intersticiales, fueron
incubadas segun las condiciones descriptas en la seccion 8.2.2. de Materiales y
Métodos en presencia o ausencia de: a) hCG 100mUl/ml, b) CRF (10°M), ¢) 5-HT
(10°M), y d) anticuerpo especifico anti CRF (diluciones 1/10000, 1/1000 y 1/100).

8.3. DETERMINACION DE ANDROGENOS /N VITRO

Los niveles de T, DHT y Diol en los Medios de incubacién provenientes de
experimentos realizados con fragmentos testiculares y celulas intersticiales aisladas,
fueron determinados por RIA segun se ha descripto previamente (seccidén 4.3.2. de
Materiales y Métodos). En los casos requeridos, se hicieron diluciones de los Medios
de incubacién con buffer RIA, y alicuotas de las mismas fueron agregadas al ensayo,

sin extraccion previa.
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9. DETERMINACION DE PROTEINAS

La concentraciéon de proteinas fue determinada por el método de Lowry y col.

(1951), usando BSA como estandar.

10. DETERMINACION DE ADN

La determinacion de ADN se realizé por el método fluorométrico descripto por
Labarca y Paigen (1980). Para ello, 1g de tejido fue homogeneizado en 15 ml de
EDTA 2mM, y posteriormente sonicado con 3 pulsos de 15 segundos. Una alicuota
apropiada de esta preparacion se diluyé a 500ul con EDTA 2mM y se mezcld con
1 ml del fluorégeno H33258 (Hoechst) 0.15 ug/ml en buffer SA (75mM NaH.PO,,
3.75 M NaCl, pH:7.4). El blanco y la curva estandar de ADN recibieron igual
tratamiento. Dentro de las 16 hs, se determind la fluorescencia de los sobrenadantes

por excitaciéon a 360 nm y emisiéon a 445nm.

11. ANALISIS ESTADISTICOS

Los requisitos para el analisis de varianza de normalidad y homogeneidad,
fueron analizados por métodos graficos y el test estadistico de Bartlett,
respectivamente (Sokal y Rohlf, 1986).

Cuando los datos siguieron una distribucidn normal, presentaron varianzas
homogéneas y cumplieron el supuesto de independencia; los mismos fueron
estudiados usando un analisis de la varianza de una via (ANOVA), seguido por el
test de Student's para dos comparaciones o por el test de Student-Newman-Keuls
para comparaciones multiples (Sokal y Rohlf, 1986). Contrariamente, cuando los
datos, aun después de realizadas transformaciones logaritmicas o raiz cuadrada, no

reunieron las condiciones del analisis de la varianza; las diferencias estadisticas se
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analizaron por un ANOVA no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por el test de
multiples comparaciones de Dunn's (Daniel, 1978).

Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos cuando
p<0.05. Los datos se expresan como la media o mediana + error estandar (ES).

Los parametros fueron correlacionados usando el test de regresion lineal. Se

calculd el coeficiente de correlacion (r) y un p<0.0001 fue considerado significativo.
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FUNCION REPRODUCTIVA EN EL HAMSTER MACHO:
INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO

1. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO SOBRE EL EJE
HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL Y GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS

En el estudio ontogénico del eje hipotalamo-hipéfiso-testicular y oérganos
reproductivos del hamster se determinaron: el peso corporal, gonadal y de las
glandulas sexuales accesorias; el contenido de ADN y proteinas en estos érganos;
los niveles séricos de lipidos, hormonas hipofisarias, andrégenos e inhibina B; y la
concentracion testicular y epididimaria de hormonas sexuales. Estos mismos
parametros fueron evaluados con el propésito de analizar la influencia del

fotoperiodo sobre dicho eje.

1.1. PESO CORPORAL

1.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 15 muestra las variaciones en el peso corporal ocurridas durante la
ontogenia de las especies de hamsteres Dorado y Djungarian. En hamsteres
Dorados se observa un incremento de la masa corporal paralelo a la edad
detectandose, entre los 23 y 36 dias, el periodo de mayor velocidad de crecimiento.
En hamsteres de la especie Djungarian, el peso corporal presenta un rapido
incremento durante los primeros 36 dias de edad;, permaneciendo luego,

practicamente constante hasta |la adultez.
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Figura 15. PESO CORPORAL EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

@ : Hdmsteres de la especie Dorado.

o : Hamsteres de la especie Djungarian.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

1.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre el peso corporal

La Tabla 2 muestra los datos correspondientes al peso corporal de hamsteres
Dorados machos adultos mantenidos en condiciones estandares de luminosidad
(14hs.luz/10hs.osc) o expuestos a FC (6hs.luz /18hs.osc) durante 9, 12, 14, 16, 18 y
22 semanas, tanto al inicio como al final del experimento. Con el fin de evaluar las
variaciones ocurridas en la masa corporal durante el periodo de estudio, se calculd la
relacion peso corporal final/lpeso corporal inicial. Durante el desarrollo del
experimento, no se detectd un cambio significativo en el peso corporal de los
animales controles, como asi tampoco en los hamsteres expuestos a FC.

Por otra parte, la exposicion a FC no produjo modificaciones significativas en el
peso corporal respecto del grupo control mantenido en FN, en ninguno de los

intervalos de tiempo analizados.
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Crecimiento
semanas | Peso corporal | Peso corporal | corporal relativo
en FC inicial (g) final (Q) (Final/lnicial)
FN 140.17+3.23° 146.06+2.66° 1.04+0.08°

9 150.55+3.81° 143.67+6.78° 0.96+0.11°
12 149.02+4.90° | 146.80+3.59° 0.99+0.07°
14 143.41+2 99° 138.13+3.87° 0.96+0.09°
16 144.72+3.75° | 154.57+4.55° 1.07+0.10°
18 125.52+5.80° 121.25+6.28° 0.97+0.09°
22 124.20+3.11° 122.00+2.65° 0.98+0.10°

Tabla 2. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EL PESQO CORPORAL.

El peso corporal al inicio y finalizacion del experimento, y el crecimiento corporal relativo, fueron
determinados en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a
Sotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media - IS (n  6-8). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales (Il peso corporal inicial y final fue analizado por el Test de Student-Newman-Keuls:
p=0.05. Il crecimiento corporal relativo fue analizado por el Test de Kruskal-1Wallis: p-0.05).

1.2. MODIFICACIONES EN EL PESO DE LOS ORGANOS REPRODUCTIVCS

1.2.1 Testiculo

1.2.1.1. En el proceso de desarrolio sexual

La Fig. 16 (panel A) muestra el peso testicular en funcién de la edad, en
hamsteres de las especies Dorado y Djungarian. En hamsteres Dorados se observo
un aumento del peso gonadal concomitante con la edad. En contraste, hamsteres de
la especie Djungarian, muestran su mayor velocidad de crecimiento testicular en los

primeros 36 dias de edad para alcanzar, hacia los 46 dias, el peso gonadal
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caracteristico de la adultez. Cuando se calcul6 el peso testicular relativo (g/100 g de
peso corporal), la especie Djungarian presentd, entre los 23 y 36 dias de vida, una
velocidad de crecimiento gonadal mayor que la especie Dorado. Luego, el peso
testicular relativo de ambas especies permanecid practicamente constante durante
los periodos puberal y adulto. Hamsteres adultos de las especies Dorado y

Djungarian, no presentaron diferencias en sus pesos testiculares relativos (Fig. 16,

panel B).

(o] =
- 2.04 A f > g
=) Sa
& [ S
3 1.59 E 3
- S o0
f L a
S 10- D 9
(@] b1 T
& -~ o
[H] 0 8
Q- 051 3 <
a2

0.0 —F——— . : 00— . .

233036 46 60 90 233036 46 60 90

Edad (dias) Edad (dias)

Figura 16. PESO TESTICULAR EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

@ : Hdmsteres de la especie Dorado.

o : Hamsteres de la especie Djungarian.

Panel A: Peso testicular absoluto (g).

Panel B: Peso testicular relativo (g/100g de peso corporal).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
peso testicular absoluto fite analizado por el Test de Student-Newman-Keuls; p<0.05. El peso testicular
relativo fue analizado por el Test de Kruskal-Wallis; p<0.05).

Durante el proceso de maduracion sexual del hamster Dorado, el volumen
testicular varid proporcionalmente con el peso gonadal, mientras que, el peso
testicular especifico presenté valores cercanos a la unidad a todas las edades

analizadas (Tabla 3). Basandonos en estos resultados, es razonable asumir que los
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términos “cm®™ y “gramos” son intercambiables, pudiéndose expresar los datos
obtenidos en las determinaciones bioquimicas, indistintamente en funciéon de
cualquiera de estas dos variables. En el presente trabajo, se ha optado por expresar
los resultados de las diferentes mediciones bioguimicas realizadas en “gramos de

tejido testicular’.

TESTICULO
Edad Volumen Peso Especifico
(dias) (cm°) (glcm®)
23 | 0.16+0.02° 1.08+0.05°
30 | 0.44+0.03° 0.97+0.04°
36 0.68+0.03° 1.00+0.03°
46 | 1.00+0.02¢ 1.03+0.012
60 1.34+0.04° 1.07+0.01®
90 1.37+0.07° 1.06+0.012

Tabla 3. VOLUMEN GONADAL Y PESO ESPECIFICO TESTICULAR EN EL PROCESO DE

DESARROLILO SEXUAL.

El volimen gonadal y el peso especifico testicular fueron determinados en hdmsteres Dorados de
23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los valores representan la media - IS (n  6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Il
volumen testicular fie analizado por el Test de Student-Newman-Keuls: p 0.05. Fl peso especifico
testicular fue analizado por el Test de Kruskal-1Wallis: p-0.03).

En hamsteres Dorados, el contenido testicular de proteinas aumentd en
paralelo con la edad. En cambio, en hamsteres de la especie Djungarian, el
contenido proteico gonadal increment6 proporcionalmente con la edad hasta los 46
dias, y posteriormente permanecid sin cambios hasta la adultez (Tabla 4). En

hamsteres de ambas especies, la concentracion testicular de proteinas (en mg/g de
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tejido) mostré un aumento significativo entre los 23 y 30 dias de edad, un leve
descenso hacia los 36 dias y luego permanecié constante hasta la finalizacion del

proceso de maduracién sexual (Tabla 4).

TESTICULO
DORADO DJUNGARIAN

EDAD Proteinas Proteinas
(dias) || (mgftesticulo) (mg/g.tejido) | (mgltesticulo) (mg/g. tejido)

23 4.83+0.88° 69.83+6.60°| 4.24+068°  88.56+7.76°
30 42.70+4.01° 119.37+5.30° [ 28.21+2.05°  136.01+9.30°
36 50.94+3.68° 88.45+3.17% | 38.34+4.18°° 104.47+7.30%°
46 89.08+5.80° 90.24+3.36% | 50.85+5.30°  122.35+4.89"¢

60 | 126.19+6.75°  88.00+3.16% | 52.1145.27°  129.73+5.49>°

80 158.58+8.21°  84.35+3.22% | 47.63+4.35°  102.31+9.66>°

Tabla 4. NIVELES PROTEICOS TESTICULARES EN EI. PROCESO DE DESARROLL(Q SEXUAL.

La concentracion y el contenido testicular de proteinas fueron determinados en hamsteres de las especies
Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los valores representan la media - IS (n 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p- 0.03).

1.2.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre el peso testicular

En la Fig. 17 se ilustra el peso testicular en hamsteres Dorados mantenidos en
FN, y en animales expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. La permanencia durante 9

semanas en condiciones de escasa luminosidad, produjo una disminucién en el peso
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gonadal. Sin embargo, este descenso fue estadisticamente significativo a partir de las
12 semanas de exposicion a FC, alcanzandose la maxima regresion testicular entre
las 14 y 16 semanas. Asi, se detectd a las 16 semanas de permanencia en
fotorestriccién, una caida del 88% en el peso gonadal respecto del grupo control.
Posteriormente, los testiculos recuperaron gradualmente sus pesos, aunque a las 22
semanas en FC, el peso gonadal permanecié aun significativamente disminuido en

comparacion con el grupo de hamsteres mantenidos en FN.
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Figura 17. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EL PESO TESTICULAR.
El peso testicular fue determinado en hamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal

(FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.
Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de

Student-Newman-Keuls; p<0.05).

El volumen testicular disminuyé notoriamente hacia las 14 semanas de
exposicion a FC; mientras que, a las 22 semanas de permanencia en fotoperiodo
inhibitorio, se observo una recuperacion parcial del mismo (Tabla 5). Contrariamente,

el peso testicular especifico no presentd modificaciones foto-dependientes
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detectandose, en todos los grupos experimentales, valores cercanos a 1 glcm® (Tabla
5).

TESTICULO
semanas Voliumen Peso Especifico
enFC (cm3) (g/cm3)
=
FN 1.56+0.06° 1.05+0.01°
14 0.33+0.02° 1.08+0.02°
22 1.07+0.11° 1.08+0.01°

Tabla 5. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EL VOLUMEN GONADAL Y PESO
ESPECIFICO TESTICULAR.

El volamen gonadal y el peso especifico testicular fueron determinados en hiamsteres Dorados adultos
mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 14 y 22 semanas.
Los valores representan la media - ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (F/
volumen testicular fue analizado por el Test de Student-Newman-Keuls; p-0.05. [l peso especifico
testicular fue analizado por el Test de Kruskal-Wallis; p-0.05).

El contenido gonadal de proteinas y ADN, descendié notoriamente a las 12-18
semanas de permanencia en FC; observandose una recuperacion estadisticamente
significativa hacia las 22 semanas (Tabla 6). Contrariamente, la concentracion
testicular de proteinas y ADN experimentd un marcado aumento entre las 14 y 16
semanas en fotorestriccion; y a las 22 semanas, descendié hasta niveles similares a

los detectados en el grupo control mantenido en FN (Tabla 6).
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TESTICULO
semanas Proteinas ADN Proteinas ADN
enFC (mgltesticulo)  (mg/testiculo) | (mg/g. tejido) (mg/g. tejido)
FN  ||131.67+4.33% 40.80+2.74° | 79.61+2.39% 23.33+1.47°
9 112.52+.0.81°  39.27+6.95>" | 85.11+1.40° 28.21+6.03°
12 36.64+9.94°° 19.84+468%° | 87.54+2.19° 37.06+9.15°
14 22.76+4.96° 24.00+2.17*° | 95.90+3.60° 95.39+17.77°
16 18.90+5.52° 22.03+526%° | 97.35+.2.53° 65.30+12.60*°
18 66.55+8.23°  20.14+3.94° | 94.15+2.34° 4576+10.84°
22 102.10+6.28°  39.59+5.02°° | 89.72+2.70%® 46.92+7.35°

Tabla_6. INFLUENCIA DEI. FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE ADN Y PROTEINAS
TESTICULARES.

La concentracion y el contenido testicular de ADN y proteinas, fucron determinados en hdmsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media - 1S (n - 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Neveman-Keuls: p 0.03,.

1.2.2. Epididimo
1.2.2.1. En el proceso de desarrollo sexual
La Fig. 18 (panel A) muestra las modificaciones ocurridas en el peso

epididimario durante el proceso de maduracidn sexual en los hamsteres Dorado y

Djungarian. En hamsteres Dorados, los epididimos describieron un incremento en su
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peso proporcional a la edad, observandose entre los 36 y 60 dias el periodo de
mayor crecimiento. En hamsteres de la especie Djungarian, el peso epididimario
aumenté significativamente entre los 23 y 36 dias de edad; para alcanzar, hacia los
46 dias, el peso caracteristico de la adultez. Cuando se calculé el peso epididimario
relativo (9/100 g de peso corporal), la especie Djungarian mostrd, durante el periodo
prepuberal, una velocidad de crecimiento mayor que la especie Dorado. Hamsteres
de la especie Djungarian presentaron, a los 46 dias de edad, un peso epididimario
relativo semejante al descripto en la etapa adulta; mientras que, en hamsteres
Dorados, el desarrollo epididimario continué entre los 46 y 90 dias de edad, aunque a
partir de los 60 dias, la velocidad de crecimiento fue menor que la detectada en las
etapas prepuberal y puberal. Hamsteres adultos de ambas especies, no presentaron

diferencias en sus pesos epididimarios relativos (Fig. 18, panel B).
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Figura 18. PESO EPIDIDIMARIO EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

® : Hdmsteres de la especie Dorado.

o : Hamsteres de la especie Djungarian.

Panel A: Peso epididimario absoluto (g).

Panel B: Peso epididimario relativo (g/100g de peso corporal).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Fl
peso epididimario absoluto fue analizado por el Test de Student-Newman-Keuls; p<0.05. El peso
epididimario relativo fue analizado por el Test de Kruskal-Wallis; p<0.05).
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En hamsteres Dorados, el contenido epididimario de proteinas aumento
concomitantemente con la edad; mientras que, la concentracion proteica epididimaria
(en mg/g de tejido), incrementd significativamente recién a los 46 dias de edad,

permaneciendo luego constante hasta la adultez (Tabla 7).

'=
EPIDIDIMO
HAMSTER DORADO
EDAD Proteinas
(dias) || (mg/epididimo) (mg/g.tejido)
==
23 1.26+0.58° 73.00+5.27*°
30 476+1.32% 71.08+4.30*°
36 5.20+1.18° 67.02+4.70°
46 12.66+3.04° 87.53+3.62°°
60 35.54+6.51° 86.77+3.60°°
90 56.62+8.10° 92.16+2.04"¢

Tabla 7. NIVELES PROTEICOS EPIDIDIMARIOS EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentracion y el contenido epididimario de proteinas fueron determinados en hamsteres Dorados de
23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los valores representan la media - IS (n  6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls: p- 0.03).

1.2.2.2. Influencia del fotoperiodo sobre el peso epididimario

La Fig. 19 muestra el peso epididimario en hamsteres Dorados mantenidos en
FN, y en animales expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. A las 9 semanas de
permanencia en fotoperiodo restrictivo, se detectd una disminucién estadisticamente

significativa en el peso de los epididimos. La maxima involucién fue alcanzada a las
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16 semanas en FC, con una caida en el peso epididimario del 78% respecto del
grupo control. Entre las 18 y 22 semanas de permanencia en fotoinhibicion, los
epididimos presentaron una recuperacion parcial de sus pesos, aunque
permanecieron significativamente disminuidos en comparacion con el grupo de

hamsteres mantenido en FN.
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Figura 19. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EL PESO EPIDIDIMARIO.

El peso epididimario fue determinado en hdamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal
(FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).

La exposicion a FC produjo una caida significativa en el contenido y la
concentracion epididimaria de proteinas y ADN. Los minimos niveles fueron
detectados a las 14-16 semanas; mientras que, a las 22 semanas de permanencia en
fotoperiodo restrictivo, se observd una tendencia hacia la recuperacion del contenido

y la concentracion de ADN y proteinas en el epididimo (Tabla 8).
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EPIDIDIMO

semanas Proteinas ADN Proteinas ADN
en FC || (mg/epididimo) (mg/epididimo) | (mg/g. tejido) (mg/g. tejido)

FN || 47.70+5.03° 11.36+2.03° | 89.15+2.86®°  21.23+1.70*¢

9 [[31.95+¢3.31° 6.92+1512° |9263+7.452  20.05+2.32%¢
I 12 13.12+2.11%¢ 3.12+1.85° |79.24+8.28%°  18.87+1.25>¢
14 8.04+1.98° 167+0.97° |66.49+6.20%%¢ 13.83+0.97%°
16 5.71+1.25° 1.01+061° | 4894+517°¢  865+0.62°¢
18 ||12.54+3.20°¢  2.99+1.11° |82.74+3.28%%" 19.70+1.89>¢

22 |[22.59+4.08"%¢  538+320%° |91.68+2.04>" 21.83+2.53

Tabla 8. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE ADN Y PROTEINAS
EPIDIDIMARIAS.

La concentracion y el contenido epididimario de ADN y proteinas, fueron determinados en hdmsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media - I'S (n  6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Studeni-Nevwman-Keuls: p- 0.03).

1.2.3. Vesiculas seminales

1.2.3.1. En el proceso de desarrollo sexual

En la Fig. 20 (panel A) se ilustran las variaciones ontogénicas en el peso de las
vesiculas seminales en hamsteres de las especies Dorado y Djungarian. Hamsteres
Dorados presentaron un aumento en el peso de las vesiculas seminales

concomitante con la edad. Asimismo, en hamsteres de la especie Djungarian, el peso
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de las vesiculas seminales incrementé proporcionalmente con la edad entre los 23 y
60 dias, y luego permanecié constante hasta la adultez.

Cuando el peso relativo de las vesiculas seminales fue calculado (g/100 g de
peso corporal), la velocidad de crecimiento resultd similar en ambas especies durante
todo el proceso de desarrollo sexual, detectandose pesos relativos mayores en

hamsteres de la especie Djungarian (Fig. 20, panel B).
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Figura 20. PESO VESICULAR EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

@®: Hamsteres de la especie Dorado.

o : Hdmsteres de la especie Djungarian.

Panel A: Peso absoluto de cada vesicula seminal (g).

Panel B: Peso relativo de cada vesicula seminal (g/100g de peso corporal).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
peso absoluto de las vesiculas seminales fue analizado por el Test de Student-Newman-Keuls; p=0.05. El
peso glandular relativo fue analizado por el Test de Kruskal-Wallis; p<0.05).

En hamsteres Dorados, el contenido de proteinas en las vesiculas seminales
aumento proporcionalmente con la edad del animal (Tabla 9). En cambio, cuando los
niveles proteicos fueron expresados en términos de concentracion (mg/g de tejido),
los mismos permanecieron sin cambios en todos los grupos etarios estudiados (Tabla
9).
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VESICULA SEMINAL
HAMSTER DORADO

EDAD Proteinas
(dias) || (mg/v.seminal) (mg/g.tejido)

23 0.18+0.02°% 81.01+7.07°

30 1.21+0.22°  9529+3.57°
36 2.05+0.41*"  94.73+9.55°
46 4.92+0.90°  77.86+9.07°
60 9.64+1.05°  75.03+5.67°

90 [[14.88+1.29"  76.73+6.69°

Tabla 9. NIVELES PROTEICOS VESICULARES EN EIL. PROCESO DE DESARROILLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido de proteinas fueron determinados en cada vesicula seminal de
hdmsteres Dorados de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los valores representan la media - IS in 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (test de
Student-Newman-Keuls: p-~0.03).

1.2.3.2 Influencia del fotoperiodo sobre el peso de las vesiculas seminales

La Fig. 21 muestra el peso de las vesiculas seminales en hamsteres Dorados
mantenidos en FN, o expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. La permanencia durante
12 semanas en fotoperiodo restrictivo, produjo una disminucion significativa en el
peso de las vesiculas seminales. Hacia las 16 semanas, se detectdé una caida del
72% en el peso glandular respecto del grupo control. Posteriormente, las vesiculas
recuperaron gradualmente sus pesos, aunque a las 22 semanas de exposicion a FC,

se encontraban aun significativamente regresionadas.
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Figura 21. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EIL PESO VESICULAR.

El peso de cada vesicula seminal fue determinado en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en
Sfotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

La exposicidbn a FC, produjo un descenso significativo del contenido de
proteinas y ADN en las vesiculas seminales, presentando los minimos niveles hacia
las 14-16 semanas. La permanencia en fotorestriccidon durante tiempos prolongados
(22 semanas), indujo la recuperacion del contenido vesicular de proteinas y ADN
(Tabla 10). La concentracion de proteinas en las vesiculas seminales, aumenté
significativamente entre las 12 y 16 semanas en fotoinhibicidn, y posteriormente
disminuyo a niveles cercanos a los detectados en el grupo control. La concentracion

vesicular de ADN incrementé significativamente a las 12 semanas de exposicion a

FC, y permanecio elevada durante todo el experimento (Tabla 10).
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VESICULA SEMINAL
semanas Proteinas ADN Proteinas ADN
en FC |} (mg/v.seminal) (mg/v.seminal) (mg/g. tejido)  (mg/g. tejido)
FN ]l1856+3.00°  3.76+0.45° 66.03+6.72%  13.59+1.03°
9 |114.05+1.24*° 3.44+022%%° | 70.72+11.75%  16.93+1.30?°
12 [[11.1741.25%°  2.39+0.25°° | 124.25+11.30°° 27.41+3.50>°
14 8.99+3.08°¢ 252+0.33°° |122.86+6.30°° 25.77+2.00>°
16 8.50+0.92°° 220+0.15°° | 117.57+15.92°° 33.96+1.44°
18 1110.77+1.56%° 2.26+0.18°° |103.09+12.31° 26.94+3.33>°
22 11.21+0.44%°¢  2.75+0.13%¢ 92.51+8.75%°  25.98+2.75>¢

Tabla 10. INFLUENCIA DEIL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES VESICULARES DE ADN Y
PROTEINAS.

La concentracion y el contenido de ADN y proteinas fueron determinados en cada vesicula seminal de
hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC)
durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media - IS (n 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (test de
Student-Newman-Keuls: p- 0.05).

1.2.4. Prostata

1.2.4.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 22 (panel A) muestra los cambios en el peso de la prostata ocurridos
durante el proceso de desarrollo sexual en los hamsteres Dorado y Djungarian. En
hamsteres Dorados, la préstata aumenté de peso paralelamente a la edad del animal.

En hamsteres de la especie Djungarian, el peso prostatico incrementd marcadamente
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entre los 23 y 46 dias de edad, y posteriormente describié una meseta hasta alcanzar
la adultez.

La Fig. 22 (panel B) ilustra el peso relativo de la prostata (g/100 g de peso
corporal). La velocidad de crecimiento prostatico fue similar en ambas especies
durante todo el desarrollo sexual. A los 46 dias de edad, tanto hamsteres de la
especie Dorado como Djungarian, presentaron pesos prostaticos similares a los

detectados en los animales adultos.
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Figura 22. PESO DE LA PROSTATA EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

@ : Hamsteres de la especie Dorado.

o : Hamsteres de la especie Djungarian.

Panel A: Peso absoluto de la prostata (g).

Panel B: Peso relativo de la prostata (g/100g de peso corporal).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
peso absoluto de la prostata fue analizado por el Test de Student-Newman-Keuls; p<0.05. El peso
prostatico relativo fue analizado por el Test de Kruskal-Wallis; p<0.05).

1.2.4.2. Influencia del fotoperiodo sobre el peso de la préstata

Las variaciones en el peso de la prostata ocurridas durante la exposicion a FC
se encuentran representadas en la Fig. 23. En hamsteres Dorados mantenidos
durante 9 semanas en condiciones de escasa luminosidad, se observé un descenso
significativo en el peso prostatico. Hacia las 14-16 semanas de exposicion a FC se

detectaron los pesos minimos, mostrando una disminucion del 84% respecto del
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grupo control en FN. A tiempos mayores (18-22 semanas), se detectd una

recuperacion parcial del peso prostatico.
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Figura 23. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EI PESO DE LA PROSTATA.

El peso de la prostata fue determinado en hdamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal
(FN) o expuestos a fotoperiodo corto(FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

1.3. PERFIL LIPIDICO SERICO

1.3.1. Influencia del fotoperiodo sobre el perfil lipidico sérico

Estudios previos realizados en hamsteres de la especie Djungarian, describen
una pérdida en el peso corporal durante la permanencia en FC relacionada con una
disminucioén en el contenido lipidico (Wade y Bartness, 1984). En el presente trabajo,
nos resulté de interés analizar el perfil lipidico sérico durante la transicion regresion-

recrudescencia en hamsteres de la especie Dorado que, como se describio
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previamente, no sufren alteraciones en la masa corporal dependientes del
fotoperiodo.

La Tabla 11 muestra los niveles séricos de colesterol total, HDL vy triglicéridos
correspondientes a los diferentes grupos experimentales estudiados. La exposicion a
FC entre 9 y 22 semanas, no produjo modificaciones significativas en los niveles
lipidicos circulantes respecto del grupo control mantenido en condiciones estandares

de luminosidad.

semanas | Colesterol Triglicéridos HDL
en FC total (mg/dl) (mg/dl)
(mg/dl)

FN 112.29+3.60° 216.90+28.34° 72.32+2.27°
9 106.05+3.907 179.87+20.08° 64.96+3.14°
12 127.21+6.15% 235.47+26.36° 79.53+2.05°
14 112.29+7.21%7 179.49+16.68° 74.75+1.10°
16 131.66+6.17° 189.39+26.90° 79.83+2.73°
18 120.54+4.75% 220.02+26.41%7 73.10+4.17°

22 101.22+47.45% 166.29+19.627 69.89+7.22°

Tabla 11. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EI. PERFIL LIPIDICO SERICQO.

Los niveles séricos de Colesterol total, Triglicéridos y HDI. fueron determinados en hdmsteres Dorados
adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los valores representan la media =~ IS (n 6-8). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales (Test de Student-Newman-Keuls: p- 0.05).
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1.4. PERFIL HORMONAL SERICO

1.4.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Tabla 12 muestra los niveles séricos de gonadotrofinas y andrégenos
presentes en distintas etapas del desarrollo sexual en hamsteres Dorados. LH
describi® un marcado incremento a los 30 dias de edad, permaneciendo
significativamente elevada entre los 36 y 46 dias; y descendio finalmente un 50% en
la etapa adulta (60-90 diad de edad). FSH también alcanzé un nivel maximo entre los
36 y 46 dias de edad, disminuyendo a partir de los 60 dias. Los niveles circulantes de
T presentaron un aumento significativo recién a los 46 dias de edad, alcanzando sus
mayores niveles hacia los 60 dias, y descendiendo un 33% a los 90 dias. La
concentracion sérica de DHT mostrd un incremento significativo a partir de los 36
dias de edad, siendo maxima entre los 46 y 60 dias; y luego disminuyd, a los 90 dias,
a niveles de la edad adulta. El principal andrégeno periférico a los 30 dias de edad
fue Diol, etapa en la cual presentd niveles maximos; y posteriormente comenzoé a
descender hasta alcanzar la concentracion de 1.0 ng/ml a los 90 dias de edad.

Los niveles circulantes de LH y andrégenos en la ontogenia de la especie
Djungarian, se describen en la Tabla 13. La LH sérica presentd dos aumentos
significativos durante el desarrollo sexual, el primero a los 30 dias de edad, y el
segundo en la etapa puberal (46 dias). La T y DHT mostraron un marcado
incremento recién a los 46 dias de edad, descendiendo a los 60 dias, y recuperando
finalmente sus niveles puberales durante la fase adulta (24 y 0.85 ng/ml,
respectivamente). La concentracion sérica de Diol permanecié constante en todos

los grupos etarios estudiados.
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Edad LH FSH T DHT Diol
(dias) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

23 |1.90+0.25%  5.26+0.42*Y 037+0.06° 0.40+0.07° 1.14+0.21°
30 [6.34+0.75°  5.17+0.51*° 1.11+0.26° 0.88+0.09*® 4.61+1.05>°
& 36 [8.41+1.18°  7.96+0.37°° 1.34+0.10° 0.95+0.15° 3.20+0.72%°
46 |827+099°  6.57+0.48%° 511+0.30°° 1.63+0.16° 3.30+0.40*°

60 |4.31+1.13*® 328+068° 6.34+0.33° 1.70+0.14°  1.83+0.07>°

d 90 |463+1.40*%° 370+066° 4.21+0.32° 1.05+0.07° 1.04+0.08°

Tabla 12. PERFII. HORMONAL SERICO EN EI. PROCESO DE DESARROILLO SEXUAL.

Los niveles séricos de LH, FSH, Testosterona, DHT y Diol, fucron determinados en hdmsteres Dorados
de 23,30,36,46,60 y 90 dius de edad.

Los valores representan la media - XS (in - 6-5). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls: p - 0.03).

Edad LH T DHT Diol
(dias) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

23 |020+0.03% 0.77+0.17% 052+0.11® 1.18+0.15°
30 |0.31+0.03%% 092+0.20° 0.56+0.09° 1.23+0.13°
36 |0.23+0.02*% 1.06+0.19° 0.59+0.05>° 1.32+0.11° I
46 10.35+0.03°° 291+0.50° 1.12+0.18°  1.11+0.11°

60 |0.30+0.02*® 1.91+0.22*° 065+0.11*° 1.05+0.11®

90 |0.28+0.02*° 2.39+0.26%° 0.95+0.22%° 1.40¢o.2§“

Tabla 13. PERFII. HORMONAL SERICO EN EI. PROCESO DE DESARROLI.Q SEXUAL.

Los niveles séricos de LH, Testosterona, DHT y Diol, fueron determinados en hamsteres de la especie
Djungarian de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los valores representan la media - 155 - 6-%). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Nevwman-Keuls: p- 0.03).
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1.4.2. Influencia del fotoperiodo sobre el perfil hormonal sérico

En la Tabla 14 se observan los niveles séricos de LH, FSH y PRL
correspondientes al grupo de hamsteres controles mantenidos en FN, y a los grupos
de animales sometidos entre 9 y 22 semanas a FC. Condiciones restrictivas de
luminosidad, produjeron una marcada caida en los niveles circulantes de las tres
hormonas hipofisarias. A las 9 semanas en FC, los niveles de FSH descendieron
significativamente en comparacion con el grupo control, permaneciendo disminuidos
durante 7 semanas. Hacia las 18 semanas de permanencia en fotoinhibicion, la

concentracion sérica de FSH recupero sus niveles controles.

semanas LH FSH PRL
enFC (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

FN 1369+0.35°  258+0.10% 17.21+2.73°

9 |260+0.62*° 1.63+0.14° 463+1.82°
12 |1.83+0.29*¢ 166+0.15° 0.68+0.13"
14 |0.44+0.05°% 1.64+0.17° 0.42+0.05°
16 |0.81+0.34>%9 1.93+0.14° 0.35+0.03"
18 |0.76+0.15°°? 2.61+0.13%  0.45+0.03°
22 |2.32+0.80*¢ 260+0.15° 1.41+0.50°

Tabla _14. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EIL PERFII. SERICO DE HORMONAS
PROTEICAS.

Los niveles séricos de LH, FSH y PRI fueron determinados en hdmsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.
Los valores representan la media - IS (n 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls: p- 0.05).
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LH presentd su minima concentracion a las 14 semanas en fotoperiodo
restrictivo, continué significativamente disminuida en las siguientes 4 semanas, y a
tiempos prolongados de exposicion a FC (22 semanas) retorné espontaneamente a
niveles cercanos al control (Tabla 14). La concentracion sérica de PRL fue
severamente reducida por la exposicion a FC durante 9 semanas, y permanecio
significativamente disminuida en las 13 semanas restantes de duracién del
experimento (Tabla 14).

Nueve semanas en fotoinhibicién, produjeron una significativa reduccion en los
niveles séricos de T respecto del grupo de animales controles mantenidos en FN
(Tabla 15).

semanas T DHT Diol
en FC (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

FN |[578+026° 1.50+0.16° 1.49+0.10°
9 |260+0.18°° 1.10+0.20° 1.10+0.10?°
12 11.18+0.10°° 0.42+0.05° 1.02+0.12%°
14 | 0.81+0.14° 0.23+0.05° 0.86+0.12%°
16 |1.09+0.23°° 0.25+0.01° 0.75+0.13°
18 |1.75+0.20°° 0.49+0.04° 1.19+0.27%°

22 |2.99+0.62° 0.66+0.25° 1.13+0.10%°
=——__—

Tabla 15. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EI. PERFII. SERICO DE ANDROGENOS.

Los niveles séricos de Testosterona, DHT y Diol fueron determinados en hdamsteres Dorados adultos
mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22
semanas.

Los valores representan la media - 'S (n  6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (lest de
Student-Newman-Keuls: p-0.03).
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La caida en los niveles circulantes de T fue maxima a las 14 semanas,
momento en el cual la concentracion sérica de esta hormona, represento el 14% de
los niveles controles. Sin embargo, cuando las condiciones de restriccion luminica
continuaron, los niveles de T comenzaron su recuperacion. A las 22 semanas en FC,
la T restaurd parcialmente su concentracidn sérica, aunque permaneciod
significativamente disminuida en comparacion con la detectada en los animales
controles (50% de los niveles normales) (Tabla 15). Los niveles circulantes de DHT
siguieron un patrén similar a la concentracion sérica de T. Hacia las 14-16 semanas,
los niveles de DHT fueron 7 veces menores que en el grupo control (Tabla 15). La
concentracion sérica de Diol sélo fue significativamente reducida a las 16 semanas

en FC, cuando la misma desciende a |la mitad de los niveles en FN (Tabla 15).

1.5. NIVELES SERICOS DE iNHIBINA B

1.5.1. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles séricos de inhibina B

Como consecuencia de las marcadas alteraciones ocurridas en los niveles
periféricos de FSH durante la transicion regresion-recrudescencia en hamsteres
Dorados; nos resultd de interés analizar, en el presente trabajo, el perfil sérico de
inhibina B a fin de correlacionarlo con la concentracion circulante de esta
gonadotrofina.

La Fig. 24 muestra los niveles séricos de inhibina B en hamsteres Dorados
adultos expuestos a FN o FC entre 9 y 22 semanas. Hacia las 9 semanas de
permanencia en condiciones restrictivas de luminosidad, la concentracidén de inhibina
B, no presentd diferencias significativas en comparacion con los niveles controles,
aunque la concentracion circulante de FSH descendio marcadamente. Los niveles de
inhibina B detectados, entre las 12 y 14 semanas en FC, representaron sdlamente el
25% de los datos obtenidos en el grupo control mantenido en FN. A las 22 semanas
en fotoinhibicion, la concentracion sérica de inhibina B permanecio significativamente

disminuida, no obstante los niveles periféricos normales de FSH.
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Figura 24. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES SERICOS DE FSH E
INHIBINA B.

Los niveles séricos de FSH e Inhibina B fueron determinados en hdamsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

[l : FSH.

A : Inhibina B.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

1.6. PERFIL DE ANDROGENOS GONADALES

1.6.1. Influencia del fotoperiodo sobre el perfil de andrégenos gonadales

La Fig. 25 (panel A) muestra la concentracion testicular (ng/g de tejido) de T,
DHT y Diol en hamsteres expuestos a FN o FC entre 9 y 22 semanas.

Las concentraciones de T y DHT siguieron un perfil similar, ambas fueron
significativamente reducidas después de 9 semanas en fotorestriccion, y alcanzaron
sus minimos niveles entre las 14 y 18 semanas. Hacia las 22 semanas en FC, las

concentraciones de T y DHT fueron parcialmente restauradas. La concentraciéon
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gonadal de Diol mostré una marcada reduccion a las 14 semanas; y luego, retorné
gradualmente hacia los niveles del grupo control. Cuando los resultados fueron
expresados en términos de ng/mg de proteinas (datos no mostrados) o bien como
contenido (en ng/testiculo; Fig. 25, panel B), se observaron variaciones similares en
los tres androgenos analizados. El contenido testicular de T, DHT y Diol disminuyo
luego de 9 semanas en FC, alcanzando niveles minimos entre las 14 y 18 semanas.
Hacia las 22 semanas, el contenido androgénico gonadal fue parcialmente
recuperado, aunque permanecio significativamente disminuido en comparacion con

el grupo de animales en FN.

1.7. PERFIL DE ANDROGENOS EPIDIDIMARIOS

1.7.1 Influencia del fotoperiodo sobre el perfil de andrégenos epididimarios

Cuando la concentracién epididimaria de T (ng/g de tejido) fue analizada, se
observé una significativa reduccion entre las 12 y 18 semanas en FC (Fig. 26, panel
A). A las 16 y 18 semanas, DHT y Diol mostraron ser menores que los niveles de
deteccién del ensayo;, mientras que, a las 22 semanas de permanencia en
fotoinhibicion, se observd una tendencia hacia la recuperacibn de sus
concentraciones epididimarias (Fig. 26, panel A). Un patrdn similar fue detectado
cuando los resultados se expresaron en términos de ng/mg de proteina o ng/mg de
ADN (datos no mostrados). La exposicion a fotoperiodo restrictivo produjo una caida
significativa en el contenido epididimario de andrégenos. A las 16-18 semanas el
contenido de T fue minimo; mientras que, DHT y Diol fueron no detectables (Fig. 26,

panel B).
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Figura 25. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE ANDROGENOS
TESTICULARES.

La concentracion y el contenido testicular de Testosterona, DHT y Diol fueron determinados en
hamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC)
durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion testicular de andrégenos (ng/g de tejido).

Panel B: Contenido testicular de androgenos (ng/testiculo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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Figura 26. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE ANDROGENOS
EPIDIDIMARIOS.

La concentracion y el contenido epididimario de Testosterona, DHT y Diol fueron determinados en
hamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC)
durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion epididimaria de androgenos (ng/g de tejido).

Panel B: Contenido epididimario de androgenos (ng/epididimo).

Los valores representan la media ~ ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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2. EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE POLIAMINAS Y DE
SUS ACETIL DERIVADOS EN TESTICULO Y VESICULAS SEMINALES

La concentracién tisular de Put, Esd y Esp, es un parametro altamente sensible
y util en la evaluacién del trofismo de un érgano. Debido a las marcadas variaciones
ocurridas en el peso testicular durante la exposicion a FC, y a fin de establecer la
influencia ejercida por el fotoperiodo sobre el metabolismo de las PA se
determinaron, tanto en hamsteres adultos mantenidos en condiciones estandares de
luminosidad como en animales sometidos a fotorestriccion, los niveles gonadales de
estos policationes y de sus acetil derivados, y la actividad ODC, principal enzima de
su camino biosintético. Estos mismos parametros fueron evaluados en vesiculas
seminales. Dichas glandulas fueron seleccionadas como tejido comparativo por su
capacidad de sintetizar importantes niveles de PA aunque, como ha sido previamente
descripto por Piikk y col, (1977), no realizan una activa secrecion de estos

policationes al liquido seminal.

2.1. TESTICULO

2.1.1. Niveles de poliaminas

La Fig. 27 (panel A) ilustra la concentracion testicular de PA (nmol/g de tejido)
presente en los testiculos de animales mantenidos en FN o sometidos a fotoinhibicion
por el término de 22 semanas. A las 14-16 semanas de permanencia en FC, las
gdnadas mostraron un incremento de 2 a 3 veces en la concentracion de Put, Esd y
Esp. Similarmente, cuando la concentracién de PA fue expresada en términos de
nmol/mg de proteinas, se observd un significativo aumento durante el periodo de
maxima regresion testicular (datos no mostrados). Hacia las 18-22 semanas, la
concentracion de PA gonadales retornd a sus niveles controles (Fig. 27, panel A).
Tanto en condiciones normales como restrictivas de luminosidad, el polication en

concentracion mas elevada fue la Esp que posee el mayor numero de grupos
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aminos. Contrariamente, el contenido gonadal de Put, Esd y Esp (nmol/testiculo)
descendié significativamente hacia las 12-18 semanas en FC (Fig. 27, panel B).
Cuando la concentracion testicular de PA totales (Put + Esd + Esp) fue
comparada con el peso testicular, se detectd un correlacion inversa entre ambos
parametros (r= -0.811; p<0.001) (Fig. 28, panel A). Asi, el momento de maxima
regresion gonadal es acompanado por altos niveles de PA; mientras que, durante la
recuperacion testicular espontanea la concentracion de estos policationes disminuye
hasta alcanzar los niveles del grupo control. Por otra parte, el contenido total de PA
presentd una correlacion directa con el peso testicular (r = 0.942, p<0.001) (Fig. 28,

panel B).
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Figura 27. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE POLIAMINAS
TESTICULARES.

La concentracion y el contenido testicular de putrescina, espermidina y espermina, fueron determinados
en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto
(FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion testicular de poliaminas (nmol’g de tejido).

Panel B: Contenido testicular de poliaminas (nmol/testiculo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p=0.03).
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Figura 28. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL PESO TESTICULAR Y LOS NIVELES
GONADALES DE POLIAMINAS.

El peso testicular y los niveles gonadales de putrescina, espermidina y espermina, fueron determinados
en hamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto
(FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion testicular de poliaminas (nmol/g de tejido) vs peso testicular.

Panel B: Contenido testicular de poliaminas (nmol/testiculo) vs peso testicular.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p=0.0001).

2.1.2. Niveles de acetil poliaminas

Las concentraciones (nmol/g de tejido) de A-put, N' A-esd, N® A-esd y
N' A-esp, no mostraron cambios significativos como consecuencia de la exposicién a
FC (Tabla 16). Del mismo modo, si la concentracion es expresada en términos de
nmol/mg de proteinas, los niveles permanecen sin modificaciones durante todo el
experimento (datos no mostrados).

El mantenimiento de los animales en fotorestriccidn, produjo una caida
significativa en el contenido gonadal de A-PA alcanzando sus minimos niveles hacia
las 14-16 semanas; mientras que, luego de 18-22 semanas, se detectd una lenta
recuperacion (Tabla 16).

La principal A-PA detectada, tanto en FN como restrictivo, fue la A-put (Tabla
16).
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semanas Acetil N'-Acetil N%-Acetil N'-Acetil
en FC Putrescina Espermidina Espermidina Espermina
|
FN nmolftesticulo | 75.38+8.15°  13.83+1.29°  12.86+1.33°  12.28+1.57°
nmol/g. tejido | 43.81+4.81° 8.02+0.73° 7.43+0.70° 7.11+0.87°
9nmolftesticulo | 58.24+4.67*° 10.38+1.00°  10.68+1.57°° 10.94+2.84°°
nmol/g. tejido | 40.87+2.44*°  7.39+0.94°  7.62+1.29°  7.79+2.07°
12 nmolftesticulo | 30.64+9.30°¢  2.18+0.32°  540+2.16°° 5.04+2.12°° '
nmol/g. tejido | 52.16+5.05°  10.74+3.38°  853+1.62°  9.11+2.31°
14 nmolftesticulo | 11.98+2.22°  2.18+0.43°  2.45+0.61°  2.05+0.88°
nmol/g. tejido | 49.26+9.21°  8.87+1.56°  9.13+2.06°  7.83+2.66°
16 nmolftesticulo | 18.88+4.23°¢  3.52+0.55°  3.08+0.52°  3.65+1.08°°
nmol/g. tejido | 45.69+10.10° 8.31+1.16°  7.16+0.97°  9.07+1.17°
18 nmolftesticulo | 23.96+2.76°%  3.52+0.63°  3.50+0.45°  2.96+0.26°
nmol/g. tejido | 36.65+5.37°  5.86+1.68°  569+1.35°  5.02+0.70°
22 nmolftesticulo | 40.38+1.85°¢  571+0.91°  6.30+0.85°  4.99+0.68°
nmol/g. tejido | 40.63+2.98°  555+0.60°  6.39+1.16°  5.02+0.78°

Tabla _16. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE 1.OS NIVELES DE ACETII. POLIAMINAS
TESTICULARES.

La concentracion v el contenido testicular de acetil putrescina, N'-acetil espermidina, N°-acetil
espermidina y N'-acetil espermina, fueron determinados en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en
Sfotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto(FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Lox valores representan la media _ IS (n 6-5). Distintas letras denotan diferencias significativas (lest de
Student-Nevwman-Keuls: p- 0.053).

Cuando el contenido testicular de A-PA totales (A-put + N' A-esd + N® A-esd +
N' A-esp), fue comparado con el contenido de PA en este drgano, se detectd una

correlacion significativa entre ambos parametros (r=0.834; p<0.001) (Fig. 29).
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Figura 29. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO GONADAL DE
POLIAMINAS Y SUS ACETIL DERIVADOS.

El contenido testicular de putrescina, espermidina, espermina, acetil putrescina, N'-acetil espermidina,
N-acetil espermidina y N'-acetil espermina, fueron determinados en hdmsteres Dorados adultos
mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22
semanas.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p=0.0001).

2.1.3. Actividad ornitina decarboxilasa

Como consecuencia de las variaciones detectadas en los niveles testiculares de
PA en nuestro modelo experimental, nos resultd de interés analizar la actividad de la
enzima ODC, limitante en el camino biosintético de dichos policationes.

La exposicion de hamsteres adultos a FC durante 12 semanas, produjo un
marcado incremento en la actividad especifica ODC (pmol/h/mg de proteinas), que
precedio, en 2-4 semanas, al aumento en la concentracion tisular de PA (Fig. 30,
panel A). Cuando la actividad ODC se expres6 en términos de pmol/h/g de tejido
(datos no mostrados), pudo detectarse un significativo incremento durante el mismo
periodo de fotoinhibicion. A las 22 semanas de permanencia en FC, la actividad ODC

descendi6 cerca de sus niveles controles (Fig. 30, panel A). Al expresar la actividad
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enzimatica por testiculo, se detectd una notoria disminucién hacia las 14-16 semanas
en FC y luego, durante el periodo de recrudescencia, se observo una tendencia a su

recuperacion (Fig. 30, panel B).

A

w
o
o
1
\‘
[9)]
o
?

200+ 5000

Actividad ODC

(pmol/h/mg de proteina)
Actividad ODC
(pmol/h/testiculo)

100+

N
)]
o
e

c

0 T T T T 0 T T

FN 9 12141618 22 FN 9 12141618 22
Semanas en FC Semanas en FC

Figura 30. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LA ACTIVIDAD ORNITINA
DECARBOXILASA TESTICULAR.

La actividad ODC testicular fue determinada en hamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo
normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Actividad ODC expresada en términos de pmol/h/mg de proteinas.

Panel B: Actividad ODC expresada en términos de pmol/h/testiculo.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).

2.2. VESICULAS SEMINALES

2.2.1. Niveles de poliaminas

Con el propésito de estudiar si 6rganos hormono-dependientes modifican sus
niveles de PA como consecuencia de cambios en la informacion fética, la
concentracion de estos policationes en vesiculas seminales fue analizada en
hamsteres expuestos a condiciones normales o restrictivas de luz.

Hacia las 16 semanas de permanencia en fotoperiodo inhibitorio, Ila
concentracion de Put, Esd y Esp (nmol/g de tejido) aumentd 4, 2 y 5 veces,

respectivamente, respecto del grupo control; para retornar rapidamente a sus niveles
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normales a las 18 semanas (Fig. 31, panel A). Cuando la concentracion vesicular de
PA fue expresada en términos de nmol/mg de proteinas o nmol/mg de ADN, fue
detectado un aumento similar tanto para Put como Esp; mientras que, Esd no
presentd variaciones significativas (datos no mostrados). Durante la permanencia en
condiciones estandares de Iluminosidad, el policatién que mostré la mayor
concentracion fue Esd; en cambio, durante la etapa de involucion reproductiva la Esp
alcanzé los maximos niveles tisulares (Fig. 31, panel A). Sin embargo, al expresar los
resultados como nmol/vesicula seminal (Fig. 31, panel B), el contenido de las 3 PA
disminuy6 significativamente en respuesta a la exposicidon de los animales a FC
durante 14-16 semanas. Luego, a tiempos prolongados de permanencia en FC, se
observd una recuperacién parcial en los niveles correspondientes a Put y Esd, sin
variaciones significativas en Esp.

A todos los tiempos de permanencia en fotoinhibicidon analizados, se observo
una marcada relacion entre la concentracion tisular de PA totales y el peso de las
vesiculas, pudiéndose establecer asi una significativa correlacion inversa (r= -0.763,
p<0.001) (Fig. 32, panel A). En cambio, el contenido total de PA y el peso glandular

mostraron una correlacion directa (r = 0.944, p<0.001) (Fig. 32, panel B).
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Figura 31. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES VESICULARES DE
POLIAMINAS.

La concentracion y el contenido de putrescina, espermidina y espermina fueron determinados en cada
vesicula seminal de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a
fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion de poliaminas en vesiculas seminales (nmol/g de tejido).

Panel B: Contenido de poliaminas en vesiculas seminales (nmol/v. seminal).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).



154 RESULTADOS

>
=

2250+

-
(8]
i

1500“ 100_

(nmol/v. seminal)

750+

Poliaminas totales
(nmol/g de tejido)
(6]

o

Poliaminas totales

BN
[r-0763; p<0.0001] = [r: 0.944; p< 0.0001]
0

0.0 0.1 0.2 0.0 0.1 0.2
Peso vesicula seminal (g) Peso vesicula seminal (g)

Figura 32. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL PESO VESICULAR Y LOS NIVELES
GLANDULARES DE POLIAMINAS.

El peso de cada vesicula seminal y los niveles glandulares de putrescina, espermidina y espermina,
Sfueron determinados en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos
a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion glandular de poliaminas (nmol/g de tejido) vs peso de las v. seminales.

Panel B: Contenido glandular de poliaminas (nmol/v. seminal) vs peso de las v. seminales.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p<0.0001).

2.2.2. Niveles de acetil poliaminas

Las concentraciones (en términos de nmol/g de tejido) de A-put, N' A-esd,
N® A-esd y N' A-esp en vesiculas seminales, evidenciaron un marcado incremento a
las 16 semanas, para retornar posteriormente a los niveles controles hacia las 22
semanas (Tabla 17). De igual modo, si las concentraciones de A-put, N' A-esd y
N' A-esp son expresadas en términos de nmol/mg de proteina o nmol/mg de ADN, se
detecta un marcado aumento hacia las 16-18 semanas de exposicion a FC; mientras
que, la concentracion de N® A-esd no presenta modificaciones significativas (datos no
mostrados). La exposicion a fotoperiodo inhibitorio, produjo una caida significativa en
el contenido de todas las A-PA hacia las 16 semanas; y una lenta recuperacion de

los niveles a tiempos mayores (Tabla 17).
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La principal A-PA detectada en todos los grupos estudiados fue A-put (Tabla

17).

semanas Acetil N'-Acetil N®-Acetil N'-Acetil

en FC Putrescina Espermidina Espermidina Espermina
FN nmol/v.s. 9.23+0.60° 5.88+0.51° 5.47+0.93° 3.79+0.37°

nmol/g. tejido | 44.27+3.89°  29.41+2.90° 26.91+4.89°  18.02+1.82°

9 nmolv.s. | 6.32+0.28° 2.60+0.12° 2.00+0.23° 1.95+0.05°

nmol/g. tejido | 78.71+11.24° 32.67+5.14*®  2423+3.42°  24.14+3.13°

12 nmoliv.s. | 5.37+0.31° 2.88+0.47° 2.24+0.60° 1.97+0.27°

nmol/g. tefjido | 85.20+4.95°  53.44+9.59*° 35.54+9.56%°  31.21+4.22°°
14 nmolv.s. | 6.13+0.19° 3.34+0.49° 2.38+0.48° 2.10+0.20°

nmol/g. tejido | 79.32+2.84°  49.04+9.69>° 30.54+5.12°  26.47+1.84°

16 nmoliv.s. | 4.55+0.08° 2.83+0.25° 1.67+0.26° 1.66+0.16°

nmol/g. tejido | 224.42+20.70° 116.46+32.52° 76.44+11.53°° 85.28+19.53°°
18 nmoliv.s. | 4.63+0.12° 1.73+0.15° 1.12+0.11° 1.83+0.38°

nmol/g. tejido | 238.25+25.91°  94.18+18.95°%¢ 5876+10.93*° 87.39+11.91°
22 nmoltv.s. | 5.80+0.39° 3.45+0.46° 2.01+0.43° 1.91+0.22°

nmol/g. tefido | 97.27+19.56° 59.20+16.28%°  36.18+12.56° 31.55+6.03*°

Tabla 17. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE 1.OS NIVELES VESICULARES DE ACETIL

POLIAMINAS.

La concentracion y el contenido de acetil putrescina, N'-acetil espermidina, N’-acetil espermidina y
N'-acetil espermina fueron determinados en cada vesicula seminal de hdmsteres Dorados adultos
mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22

semanas.

Los valores representan la media - I5S (n 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas  (Test
de Student-Newman-Keuls: p- 0.03).

Cuando el contenido vesicular de A-PA totales, fue comparado con el contenido

de PA en esta glandula, se detecté un correlacion significativa entre ambos
parametros (r=0.836; p<0.0001) (Fig. 33).
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Figura 33. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO VESICULAR DE
POLIAMINAS Y SUS ACETIL DERIVADOS.

El contenido de putrescina, espermidina, espermina, acetil putrescina, N -acetil espermidina, Ne-acetil
espermidina y N'-acetil espermina fueron determinados en cada vesicula seminal de hdamsteres Dorados
adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p<0.0001).

2.2.3. Actividad ornitina decarboxilasa

Como consecuencia del marcado aumento observado en la concentracion
vesicular de PA durante la etapa de maxima involucion reproductiva, nos resulté de
interés detectar la actividad ODC en nuestro modelo experimental. Notoriamente, el
incremento en la concentracion de los 3 policationes en vesiculas seminales no fue
acompanado por un aumento en la actividad enzimatica especifica (en pmol/h/mg de
proteina) sino que, contrariamente, se detectdé un caida significativa de la misma

hacia las 14-16 semanas de exposicion a FC (Fig. 34, panel A). Similarmente,
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cuando la actividad ODC fue expresada en términos de pmol/h/g de tejido o
pmol/h/mg de ADN, se observo una disminucion significativa de los niveles durante la
fase de regresion reproductiva (datos no mostrados). Del mismo modo, la actividad
ODC por vesicula seminal descendio a las 14-16 semanas, para retornar a niveles
similares a los hallados en los animales controles, a las 22 semanas de permanencia
en FC (Fig. 34, panel B).
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Figura 34. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LA ACTIVIDAD ORNITINA
DECARBOXILASA VESICULAR.

La actividad ODC fue determinada en cada vesicula seminal de hdamsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Actividad ODC expresada en términos de pmol/h/mg de proteinas.

Panel B: Actividad ODC expresada en términos de pmol/h/v. seminal.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).
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3. NEUROTRANSMISORES EN ORGANOS REPRODUCTIVOS

Diversos neurotransmisores han sido encontrados en organos periféricos no
neuronales donde participarian en la modulacion de ciertos procesos metabdlicos.

La presencia de GABA y 5-HT fue evaluada en testiculo y/o glandulas sexuales
accesorias de hamsteres en diferentes etapas del desarrollo sexual: prepubertad,
pubertad y madurez; y en distintos estadios funcionales fotoinducidos: regresion y
recrudescencia. El estudio de la biosintesis endégena y/é el catabolismo de estos
neurotransmisores, fue realizado a través de la determinacién de sustratos,

catabolitos y/o actividades enzimaticas.

3.1. TESTICULC

3.1.1. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES
TESTICULARES DE GABA

3.1.1.1. Niveles testiculares de GABA

3.1.1.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 35 muestra los niveles gabaérgicos en testiculos de hamsteres de las
especies Dorado (paneles A y B) y Djungarian (paneles C y D), en distintas etapas
del proceso de desarrollo sexual. GABA se halla presente en las gdnadas de ambas
especies a todas las edades estudiadas. En hamsteres Dorados, la concentracion
testicular del neurotransmisor (nmol/g de tejido) mostré un claro incremento a los 30
diad de edad (panel A). Un patrén similar fue detectado en los testiculos de la
especie Djungarian, con un significativo aumento en la concentracion gabaérgica
hacia los 36 dias de edad (panel C). Sin embargo, los niveles de GABA presentes en
testiculos de la especie Djungarian en la etapa prepuberal, fueron 2-3 veces menores

que los determinados en hamsteres Dorados (paneles A y C). Cuando la
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concentracidon gonadal de GABA fue expresada en nmol/mg de proteinas, se
observaron, tanto en hamsteres Dorados como en Djungarian, variaciones similares a
las detectadas cuando los niveles se expresan en nmol/g de tejido (datos no
mostrados). El contenido gonadal de GABA (nmol/testiculo) mostré un perfil especie-
especifico (paneles B y D). En hamsteres Dorados, un aumento en el contenido
gonadal del neurotransmisor fue observado a los 30 dias de edad, seguido por una
leve caida hacia los 36 dias, y un posterior incremento de los niveles en paralelo con
la edad del animal hasta alcanzar la adultez (panel B). En contraste, hamsteres de la
especie Djungarian, presentaron un claro aumento en el contenido gonadal de GABA
a los 36 dias, y un posterior descenso del 80% hacia los 46 dias de edad. Entre los
46 y 90 dias, no se observaron cambios significativos en el contenido testicular de

GABA en hamsteres Djungarian (panel D).
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Figura 35. NIVELES TESTICULARES DE ACIDO y-AMINO BUTIRICO (GABA) EN EL PROCESO

SARROLLO SEXUAL.
La concentracion y el contenido testicular de GABA fueron determinados en hdmsteres de las especies
Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.
Paneles A y B: Concentracion (nmol/'g de tejido) vy Contenido (nmol/testiculo) testicular de GABA en
hamsteres de la especie Dorado.
Paneles C y D: Concentracion (nmol/g de tejido) y Contenido (nmol/testiculo) testicular de GABA en
hamsteres de la especie Djungarian.
Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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3.1.1.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles testiculares de GABA

La Fig. 36 (panel A) ilustra la concentracion testicular de GABA (nmol/g de
tejido) en los diferentes grupos experimentales sometidos a FN o FC entre 9 y 22
semanas. Durante el periodo de maxima involucién gonadal (12-16 semanas en FC),
se observé un aumento en la concentracion del neurotransmisor del 100% respecto
de los niveles encontrados en el grupo control (70 nmol/g de tejido vs 35 nmol/g de
tejido). Posteriormente, en la etapa de recrudescencia testicular (18-22 semanas en
fotorestriccidn), la concentracion descendié hasta alcanzar niveles comparables a los

detectados en los animales mantenidos a FN.
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Figura 36. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES TESTICULARES DE ACIDO
7~-AMINQO BUTIRICO (GABA).

La concentracion y el contenido testicular de GABA fueron determinados en hdamsteres Dorados adultos
mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22
semanas.

Panel A: Concentracion testicular de GABA (nmol/g de tejido).

Panel B: Contenido testicular de GABA (nmol/testiculo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p=0.05).
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Cuando los niveles fueron expresados en nmol/mg de proteina, los mismos
describieron un patrén similar al observado en términos de nmol/g de tejido (datos no
mostrados). La exposicidon a FC produjo una caida significativa en el contenido
gonadal de GABA, detectandose los minimos niveles hacia las 14-16 semanas;
mientras que, a tiempos mayores de permanencia en fotoinhibicion (22 semanas),

retomé a sus niveles controles (Fig. 36, panel B).

3.1.1.2. Biosintesis testicular de GABA

3.1.1.2.1. Acido glutamico. Niveles testiculares

3.1.1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 37 muestra los niveles de Glut en testiculos de hamsteres de las
especies Dorado (paneles A y B) y Djungarian (paneles C y D) durante su ontogenia.
En hamsteres Dorados, la concentracion testicular de Glut (umol/g de tejido) aumentd
significativamente a los 30 dias de edad, y luego permanecidé sin cambios hasta la
adultez (panel A). Resultados similares fueron obtenidos cuando los niveles se
expresaron en términos de umol/mg de proteinas (datos no mostrados). En cambio, el
contenido de este neurotransmisor presentd un incremento concomitante con la edad
del animal (panel B).

En hamsteres de la especie Djungarian, la concentracion gonadal de Glut
(nmol/g de tejido) no sufrid modificaciones significativas en ninguna de las edades
analizadas (panel C). La expresion de los niveles en términos de pmol/mg de
proteinas tampoco presenté cambios significativos en la concentracion testicular de
Glut durante la ontogenia del hamster Djungarian (datos no mostrados). En cambio,
el contenido testicular de este neurotransmisor aumenté significativamente a los 30
dias de edad, alcanzé sus maximos niveles a los 36 dias, y posteriormente descendid

en la etapa puberal-adulta (panel D).
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Figura 37. NIVELES TESTICULARES DE ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEXUAL.
La concentracion y el contenido testicular de dcido glutimico fueron determinados en hdmsteres de las
especies Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.
Paneles A y B: Concentracion (umol/g de tejido) y Contenido (umol/testiculo) de acido glutamico en
hamsteres de la especie Dorado.
Paneles C y D: Concentracion (umol/g de tejido) y Contenido (umol/testiculo) de acido glutamico en
hamsteres de la especie Djungarian.
Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.03).
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El analisis de regresion lineal entre el contenido gonadal de Glut y GABA
mostré un coeficiente r = 0.895 en hamsteres Dorados (Fig. 38, panel A), y un
coeficiente r = 0.819 en hamsteres de la especie Djungarian (Fig. 38, panel B);

ambos considerados estadisticamente muy significativos (p<0.0001).
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Figura 38. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO TESTICULAR DE ACIDO

7-AMINO BUTIRICO (GABA) Y ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO
SEXUAL.

El contenido testicular de GABA y dcido glutdmico fueron determinados en hdmsteres de las especies
Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Panel A: Hamsteres de la especie Dorado.

Panel B: Hamsteres de la especie Djungarian.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p<0.0001).

3.1.1.2.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles testiculares de acido glutamico

La Fig. 39 (paneles A y B) muestra los niveles de Glut presentes en testiculos
de hamsteres expuestos a FN, o mantenidos en FC durante 9 a 22 semanas. La
concentracion gonadal de Glut (umol/g de tejido) experimentd una significativa caida
hacia las 12-14 semanas de exposicion a FC; y posteriormente, una completa

recuperacion de los niveles entre las 16 y 22 semanas (panel A). Un perfil similar fue
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obtenido al expresar los resultados como umol/mg de proteinas (datos no
mostrados). El contenido gonadal de Glut descendid significativamente a las 12-18
semanas de permanencia en fotorestriccion; mientras que, a las 22 semanas, los

niveles de este neurotransmisor se mostraron restaurados.

©
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Figura 39. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES TESTICULARES DE ACIDO
GLUTAMICO.

La concentracion y el contenido testicular de dcido glutimico fueron determinados en hdmsteres

Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion testicular de acido glutamico (umol/’g de tejido).
Panel B: Contenido testicular de acido glutamico (mol testiculo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.05).

El analisis de regresion lineal entre el contenido gonadal de Glut y GABA,

mostré un coeficiente r = 0.869 considerado estadisticamente muy significativo
(p<0.0001; Fig. 40).
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Figura 40. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO TESTICULAR DE ACIDO
7-AMINO BUTIRICO (GABA) Y ACIDO GLUTAMICO. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO.
El contenido testicular de GABA y dcido glutdmico fueron determinados en hdmsteres Dorados adultos

mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22
semanas.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p<0.0001).

3.1.1.2.2. Actividad glutamato decarboxilasa

3.1.1.2.2.1. Influencia del fotoperiodo sobre la actividad glutamato decarboxilasa
testicular

La Tabla 18 muestra la actividad GAD especifica (umol/h/g de proteinas), en
testiculos de hamsteres expuestos a FN o FC durante 14 semanas. Los testiculos
regresionados presentaron un aumento del 100% en la actividad GAD respecto del
grupo control (p<0.001). Al expresar la actividad enzimatica en términos de pmol/h/g

de tejido, se observd también un marcado incremento en el grupo expuesto a FC
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(datos no mostrados). Sin embargo, cuando la actividad GAD se expresa por
testiculo, la misma desciende significativamente como consecuencia de la

permanencia en fotoperiodo inhibitorio durante 14 semanas (Tabla 18).

TESTICULO
semanas ACTIVIDAD GAD

en FC || (umol "CO./h/g proteinas) (umol "CO./hitesticulo)

FN 85.47+6.37 5.21+0.29

14 151.66+13.49* 1.88+0.71*

I | e

Tabla 18. INFLUENCIA DEIL FOTOPERIODO SOBRE IA ACTIVIDAD GLUTAMATO
DECARBOXII.ASA (GAD) TESTICULAR.

La actividad GAD testicular fue determinada en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo
normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 14 semanas.

Los valores representan la media - IS (n  6-8). Los asteriscos denotan diferencias significativas con

respecto al grupo control (Test de Student: *: p- 0.03).

3.1.1.2.3. Putrescina. Niveles testiculares

3.1.1.2.3.1. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles testiculares de putrescina

Los niveles de Put presentes en testiculos de hamsteres mantenidos en FN o
expuestos a FC durante 9, 12, 14, 16, 18 y 22 semanas, fueron previamente
descriptos en la seccién 2.1.1. (pag. 145), y se encuentran ilustrados en la Fig. 27
(paneles Ay B).

Cuando el contenido gonadal de GABA fue comparado con el contenido de Put
en este organo, se detectd un correlacion significativa entre ambos parametros
(r=0.854; p<0.0001) (Fig. 41).
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Figura 41. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO TESTICULAR DE ACIDO
7-AMINO BUTIRICO (GABA) Y PUTRESCINA. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO.

El contenido testicular de GABA y putrescina fueron determinados en hdmsteres Dorados adultos
mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 9,12,14,16,18 y 22
semanas.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p=-0.0001).

3.1.1.3. Efecto del acido amino-oxiacético sobre los niveles testiculares de
GABA

El catabolismo de GABA involucra la actividad de la enzima GABA-T presente
en el sistema nervioso central, el sistema autébnomo y en érganos no neuronales. En
hamsteres adultos mantenidos en FN, inyectados intra-peritonealmente con acido
amino-oxiacético (35mg/kg de peso corporal), un inhibidor de la actividad GABA-T, y
sacrificados 30 minutos y 1 hora después de la administracion de la droga; no se
observaron cambios significativos en la concentracidon (nmol/g de tejido) ni en el
contenido (nmol/testiculo) testicular de GABA (Tabla 19). Un perfil similar fue
obtenido cuando los resultados se expresaron en nmol/mg de proteinas (datos no

mostrados).
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Tiempo post- TESTICULO
inyeccion de acido GABA
amino-oxiacético Concentracion Contenido
(minutos) (nmol/g de tejido) (nmol/testiculo)
(

33.21+3.05° 52.47+4.56°
38.54+4.12° 55.04+6.89° g,
39.87+5.01° 53.14+5.04°

Tabla 19. EFECTO DEIL ACIDO AMINO-OXIACETICO SOBRE 1.OS NIVELES TESTICULARES DE
ACIDO »-AMINO BUTIRICO (GABA).

Hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal, fueron invectados intraperitonealmente
con dcido amino-oxiacético (35 mg/ kg de peso corporal) y sacrificados a los 30 y 60 minutos post-
administracion.

Los valores representan la media - XS (n 6-8). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experimentales (Test de Student-Newman-Keuls: p- 0.03).

3.1.2. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES
TESTICULARES DE SEROTONINA

3.1.2.1. Niveles testiculares de serotonina y acido 5-hidroxi indol acético

3.1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 42 (paneles A y B) ilustra los niveles de 5-HT presentes en el
parénquima testicular durante el proceso de desarrollo sexual en hamsteres Dorados.
La concentracion de este neurotransmisor (pmol/lg de tejido) aumentd
significativamente a los 36 dias de edad, descendio a los 46 dias, y luego incrementd
concomitantemente con la edad hasta la adultez (panel A). Un perfil similar fue

obtenido cuando los resultados se expresaron en pmol/mg de proteinas (datos no



170 RESULTADOS

mostrados). El contenido testicular de 5-HT presentd un aumento significativo a los
36 dias de edad, permanecié sin cambios hasta los 46 dias, y luego incrementd
proporcionalmente entre los 60 y 90 dias (panel B).

La Fig. 42 (paneles C y D) muestra los niveles de 5-HIAA, principal metabolito
en el catabolismo de la 5-HT. La concentraciéon de 5-HIAA (pmol/g de tejido)
presentd un leve incremento hacia los 36 dias de edad, descendi6 a los 46 dias, y
luego aumenté significativamente a los 60 y 90 dias (panel C). Un patrén similar fue
observado cuando los datos se expresaron en pmol/mg de proteinas (datos no
mostrados). El contenido de 5-HIAA en parénquima testicular aumenté a los 36 dias,
no sufrié variaciones a los 46 dias, y posteriormente incrementd con la edad entre los
60 y 90 dias (panel D).
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Figura 42. NIVELES DE SEROTONINA (5-HT) Y ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-HIAA)
EN PARENQUIMA TESTICULAR EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en parénquima testicular, fueron determinados en
hdmsteres Dorados de 23,36,46,60 y 90 dias de edad.
Paneles A y B: Concentracion (pmol/g de tejido) v Contenido (pmol/testiculo) testicular de 5-HT.

Paneles C y D: Concentracion (pmol/g de tejido) y Contenido (pmol/testiculo) testicular de 5-HIAA.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de

Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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Cuando se analizaron las variaciones ocurridas en los niveles serotoninérgicos
totales (5-HT + 5-HIAA) en el parénquima testicular (Fig. 43, paneles A y B), pudo
observarse un aumento significativo en la concentracion (pmol/g de tejido) a los 36
dias de edad, un descenso hacia los 46 dias, y finalmente un incremento de la misma
hasta alcanzar la madurez sexual (panel A). La expresion de los datos en términos de
pmol/mg de proteinas resultd en el mismo perfil ontogénico (datos no mostrados). El
contenido serotoninérgico total, presentd un marcado incremento a los 36 dias,
permanecié practicamente sin cambios hasta los 46 dias, y luego aumentd

proporcionalmente entre los 60 y 90 dias (panel B).
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Figura 43. NIVELES SEROTONINERGICOS TOTALES EN PARENQUIMA TESTICULAR EN EL
PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido de serotonina (5-HT) y dcido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) en
parénquima testicular, fueron determinados en hdamsteres Dorados de 23,36,46,60 y 90 dias de edad. Se
ha considerado a los niveles serotoninérgicos totales como la sumatoria de los niveles testiculares de
5-HTy 5-HIAA.

Panel A: Concentracion serotoninérgica total testicular (pmol/g de tejido).

Panel B: Contenido serotoninérgico total testicular (pmol/testiculo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).
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La Fig. 44 (paneles A y B) ilustra los niveles de 5-HT presentes en la capsula
testicular durante la ontogenia en hamsteres Dorados. La concentracion de este
neurotransmisor (pmol/g de tejido) no sufre cambios estadisticamente significativos
durante los primeros 46 dias de edad, aunque se observd un leve aumento de la
misma hacia los 36 dias. A los 60 dias de edad la concentracion capsular de 5-HT
presentd un marcado incremento alcanzandose los niveles caracteristicos de la
adultez (panel A). El contenido de 5-HT en la cépsula gonadal, ascendid
significativamente a los 36 dias de edad, descendié a los 46 dias, alcanzd sus
niveles maximos a los 60 dias (30 pmol/capsula), y finaimente disminuyd un 50 % a
los 90 dias (16 pmol/capsula) (panel B).

La Fig. 44 (paneles C y D) muestra los niveles de 5-HIAA en la capsula
testicular a lo largo del desarrollo puberal en hamsteres Dorados. La concentraciéon
capsular de 5-HIAA aumenté significativamente a los 36 dias de edad, descendid a
los 46 dias hasta niveles similares a los detectados a los 23 dias, y luego incrementé
hacia los 60 y 90 dias (panel C). Entre los 23 y 36 dias de edad, el contenido de
5-HIAA en capsula gonadal incrementé en un factor igual a 22. Hacia los 46 dias
descendidé un 60%, y finalmente aumentd a los 60-90 dias alcanzando sus niveles

maximos (34 pmol/capsula) (panel D).
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Figura 44. NIVELES DE SEROTONINA (5-HT) Y ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-HIAA)
EN CAPSULA TESTICULAR EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en cdpsula testicular, fueron determinados en
hdamsteres Dorados de 23,36,46,60 y 90 dias de edad.

Paneles A y B: Concentracion (pmol/g de tejido) v Contenido (pmol/capsula) capsular de 5-HT.

Paneles C y D: Concentracion (pmol/g de tejido) y Contenido (pmol/capsula) capsular de 5-HIAA.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).




175 RESULTADOS

La Fig. 45 (paneles A y B) ilustra las variaciones ocurridas en los niveles
serotoninérgicos totales (5-HT + 5-HIAA) en la capsula testicular. La concentracion
serotoninérgica total aumentd significativamente a los 36 dias de edad, descendioé a
los 46 dias hasta niveles comparables a los detectados a los 23 dias, y luego
ascendio a los 60-90 dias hasta aproximadamente 1000 pmol/capsula (panel A). El
contenido serotoninérgico total en la capsula gonadal, incremento significativamente
a los 36 dias de edad, descendid a los 46 dias, alcanzd sus niveles maximos a los

60 dias, y finalmente se redujo en un 30% a los 90 dias de edad (panel B).
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Figura 45. NIVELES SEROTONINERGICOS TOTALES EN CAPSULA TESTICULAR EN EL
PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido de serotonina (5-HT) y dcido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) en
cdpsula testicular, fueron determinados en hdamsteres Dorados de 23,36,46,60 y 90 dias de edad. Se ha
considerado a los niveles serotoninérgicos totales como la sumatoria de los niveles capsulares de 5-HT y
5-HIAA.

Panel A: Concentracion serotoninérgica total capsular (pmol/g de tejido).

Panel B: Contenido serotoninérgico total capsular (pmol/capsula).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls: p<0.05).
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La Tabla 20 muestra la relacidn existente entre los niveles testiculares de
5-HIAA y 5-HT durante la ontogenia en hamsteres de la especie Dorado. En
parénquima gonadal, dicha relacion aumenté levemente durante los primeros 60 dias
de vida, y presentd un notorio incremento en la etapa adulta. La relacion
5-HIAA/S-HT en capsula testicular, no mostré cambios significativos entre los 23 y 60

dias de edad, aumentando un 100% a los 90 dias.

RELACION 5-HIAA / 5-HT

TESTICULAR
EDAD PARENQUIMA CAPSULA
(dias) Relacion de las Relacién del Relacion de las Relacién del
concentraciones contenido concentraciones contenido

de 5-HIAA/5-HT de 5-HIAA/S-HT | de 5-HIAA/S-HT de 5-HIAA/S-HT

—

23 1.3+0.1° 1.5+0.1° 1.1+0.12 1.0+0.1°
36 1.5+0.1° 1.4+0.1° 1.7+0.22P 1.8+0.2%°
46 1.8+0.2° 1.6+0.1° 1.1+0.2° 1.1+0.1°
60 1.9+0.1° 1.9+0.2° 1.3+0.1° 1.4+0.2°
90 4.1+0.2° 4.1+0.2° 2.0+0.2° 2.1+0.3°

Tabla 20: RELACION ENTRE 1.0S NIVELES TESTICULARES DE SEROTONINA (5-HT) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOIL ACETICQ (5-HIAA) EN EI. PROCESO DE DESARROLLQ SEXUAL.

La concentracion y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en parénquima y cdpsula testicular, fueron
determinados en hdamsteres Dorados de 23,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los valores representan la media - 155 i 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Kruskal-Wallis: p  0.03).
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3.1.2.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles testiculares de serotonina

y acido 5-hidroxi indol acético

La exposicion a FC durante 14 semanas produjo una caida altamente
significativa en la concentracion (pmol/g de tejido) de 5-HT y 5-HIAA en parénquima
testicular, la cual no fue recuperada a las 22 semanas de permanencia en
fotorestriccion (Fig. 46, panel A). Un perfil similar fue obtenido cuando los resultados

se expresaron como pmol/mg de proteinas (datos no mostrados).
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Figura 46. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE SEROTONINA (5-HT) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-HIAA) EN PARENQUIMA TESTICULAR.

La concentracion y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en parénquima testicular, fueron determinados en
hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto
(FC) durante 14 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion testicular de 5-HT y 5-HIAA (pmol/g de tejido).

Panel B: Contenido testicular de 5-HT y 5-HIAA (pmol/testiculo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

A las 14 semanas de exposicion a FC, el contenido de 5-HT y 5-HIAA en
parénquima testicular (pmol/testiculo) presentd una caida del 92% y 99.6%,
respectivamente. La permanencia durante 22 semanas en fotoperiodo inhibitorio,
aumentd 4 veces el contenido de 5-HT y 10 veces el contenido 5-HIAA en

parénquima testicular respecto del grupo de animales expuesto a FC durante 14
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semanas, pero dicho incremento no resultd ser estadisticamente significativo (Fig. 46,
panel B).

La Fig. 47 (panel A) muestra la concentracion de 5-HT y 5-HIAA en capsula
testicular en los siguientes grupos experimentales: hamsteres adultos mantenidos en
FN, animales expuestos a FC durante 14 semanas, y hamsteres sometidos a
fotorrestriccion durante 22 semanas. La permanencia durante 14 y 22 semanas en
condiciones de escasa luminosidad, no produjo modificaciones significativas en la
concentracion de 5-HT, como asi tampoco en los niveles de 5-HIAA (panel A). Sin
embargo, el contenido capsular de 5-HT y 5-HIAA descendié significativamente a las
14 semanas de exposicion en FC, y permanecio sin cambios durante las 8 semanas

restantes del experimento (panel B).
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Figura 47. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE SEROTONINA (5-HT) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-HIAA) EN CAPSULA TESTICULAR.

La concentracion y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en cdpsula testicular, fueron determinados en
hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto
(FC) durante 14 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion capsular de 5-HT y 5-HIAA (pmol/g de tejido).

Panel B: Contenido capsular de 3-HT y 5-HIAA (pmol/capsula).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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RESULTADOS

La Tabla 21 muestra

la relacion existente entre

los niveles testiculares de

5-HIAA y 5-HT en el grupo control mantenido en FN, y en hamsteres expuestos a FC

durante 14 y 22 semanas. En parénguima gonadal, dicha relacién descendid

notoriamente durante la permanencia en condiciones inhibitorias de luminosidad. En

cambio, el FC no afectod la relacion 5-HIAA/S-HT en capsula testicular.

semanas
en FC

RELACION 5-HIAA / 5-HT

TESTICULAR
PARENQUIMA CAPSULA
Relacion de las Relacion del Relacion de las Relacion del
concentraciones contenido concentraciones contenido

de 5-HIAA/S-HT de 5-HIAA/S-HT

de 5-HIAA/5-HT de 5-HIAA/S-HT

4.1+0.20° 4.1+0.20°
0.2+0.02° 0.2+0.03°
0.3+0.04° 0.4+0.03°

2.0+0.2° 2.1+0.3°
2.1+0.2° 2.1+0.2°
2.6+0.4° 2.6+0.3°

Tabla 21: RELACION ENTRE LOS NIVELES TESTICULARES DE SEROTONINA (5-HT) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-HIAA). INFLUENCIA DEL FOTOPERIODOQ.

La concentracion y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en parénquima y cdpsula testicular,

Sueron

determinados en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a
Sotoperiodo corto (FC) durante 14 y 22 semanas.
Los valores representan la media - XS (n- 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Kruskal-Wallis: p- 0.05).
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3.2. EPIDIDIMO

3.2.1. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES
EPIDIDIMARIOS DE GABA

3.2.1.1. Niveles epididimarios de GABA

3.2.1.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

Los niveles de GABA presentes en epididimos de hamsteres Dorados durante
el proceso de maduracion sexual se encuentran ilustrados en la Fig. 48 (paneles Ay
B). Hacia los 30 dias de edad se observé un significativo incremento en la
concentracion epididimaria de GABA (nmol/g de tejido), seguido por una posterior
caida entre los 36 y 90 dias de edad (panel A). Un perfil similar fue detectado cuando
la concentracidon de GABA en epididimos se expresé en términos de nmol/mg de
proteinas (datos no mostrados). El contenido epididimario de este neurotransmisor
presentd, entre los 23 y 46 dias, un aumento paralelo a la edad, permaneciendo

luego, practicamente constante hasta la adultez (panel B).
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Figura 48. NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO y-AMINO BUTIRICO (GABA) EN EL PROCESO
DE DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido epididimario de GABA fueron determinados en hdamsteres Dorados de
23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Panel A: Concentracion epididimaria (nmol/g de tejido) de GABA.

Panel B: Contenido epididimario (nmol/epididimo) de GABA.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p=<0.03).

3.2.1.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles epididimarios de GABA

El contenido y la concentracion de GABA fueron determinados en epididimos
provenientes de hamsteres sometidos a FN o FC durante 9 a 22 semanas (Fig. 49,
paneles A y B). La concentraciéon epididimaria de GABA (nmol/g de tejido) aumentd
significativamente hacia las 12-14 semanas de exposicion a FC y luego, a las 16-22
semanas, descendid hasta alcanzar los niveles controles (panel A). Un perfil similar
fue detectado cuando la concentracion se expresd en términos de nmol/mg de

proteina o nmol/mg de ADN (datos no mostrados). El contenido gabaérgico
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epididimario descendio significativamente entre las 14 y 22 semanas de permanencia

en condiciones de fotorestriccion (panel B).
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Figura 49. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE L.OS NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO
7-AMINO BUTIRICO (GABA).

La concentracion y el contenido epididimario de GABA fueron determinados en hdmsteres Dorados
adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion epididimaria de GABA (nmol/g de tejido).

Panel B: Contenido epididimaro de GABA (nmol/epididimo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

3.2.1.2. Biosintesis epididimaria de GABA

3.2.1.2.1. Acido glutamico. Niveles epididimarios

3.2.1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La concentracion epididimaria de Glut (umol/g de tejido) en hamsteres Dorados,

describié una disminucion paulatina entre los 23 y 90 dias de edad (Fig. 50, panel A).
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Un perfil similar fue obtenido cuando los resultados se expresaron en umol/mg de
proteinas (datos no mostrados). Sin embargo, el contenido epididimario de este
neurotransmisor no presenté cambios hasta los 46 dias de edad, aumentando
significativamente hacia los 60-90 dias (Fig. 50, panel B).

El analisis de regresion lineal entre el contenido epididimario de Glut y GABA,
mostré un coeficiente r = 0.626 considerado discretamente significativo (p<0.05,

datos nos mostrados).
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Figura 50. NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido epididimario de dcido glutimico fueron determinados en hdmsteres
Dorados de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Panel A: Concentracion epididimaria (runol/g de tejido) de acido glutamico.

Panel B: Contenido epididimario (rmol/epididimo) de dcido glutamico..

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.03).
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3.2.1.2.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles epididimarios de acido

glutamico

La concentracién epididimaria de Glut (umol/g de tejido) disminuyd
significativamente como consecuencia de la exposicion a FC durante 14 semanas;
mientras que, entre las 18 y 22 semanas de permanencia en fotoinhibicion, se
observd una recuperaciéon total de los niveles (Fig. 51, panel A). Cuando los
resultados fueron expresados en términos de umol/mg de proteinas o pymol/mg de
ADN, se obtuvo un perfil similar (datos no mostrados). El contenido epididimario de
Glut también describid un patrén semejante, con una caida paulatina como resultado
de la exposicion a FC, la cual resulté ser maxima hacia las 14 semanas, y un
posterior restablecimiento a partir de las 16 semanas; aunque a las 22 semanas, los
niveles aun permanecian significativamente disminuidos en comparacién con el
grupo control (Fig. 51, panel B).

El andlisis de regresion lineal entre el contenido epididimario de Glut y GABA,
mostré un coeficiente: r = 0.678, considerado discretamente significativo (p<0.05,

datos nos mostrados).
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Figura 51. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO
GLUTAMICO.

La concentracion y el contenido epididimario de dcido glutimico fueron determinados en hdmsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion epididimaria de acido glutamico (umol/g de tejido).

Panel B: Contenido epididimario de acido glutamico (umol/epididimo).

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.03).

3.2.1.2.2. Actividad glutamato decarboxilasa

3.2.1.2.2.1. Influencia del fotoperiodo sobre la actividad glutamato decarboxilasa

epididimaria

La actividad especifica epididimaria de la enzima GAD (umol/h/g de proteinas)
no fue afectada por la exposicion a FC durante 14 semanas (Tabla 22). En cambio, la
expresion de la actividad GAD en términos de pmol/h/g de tejido, umol/h/mg de ADN

(datos no mostrados) o umol/h/epididimo, presentd una disminucion significativa de
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los niveles como consecuencia de la permanencia durante 14 semanas en
fotoinhibicién (Tabla 22).

EPIDIDIMO
semanas ACTIVIDAD GAD

enFC || (umol “CO,/h/g proteinas) (umol “CO,/h/epididimo)

FN 64.60+11.29 1.51+0.24

14 51.22+ 7.75 0.54+0.21*

Tabla __22. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE ILA ACTIVIDAD GLUTAMATO
DECARBOXILASA (GAD) EPIDIDIMARIA.

La actividad GAD epididimaria fue determinada en hdmsteres Dorados adultos mantenidos en
Sotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante 14 semanas.

Los valores representan la media - IS (n 6-8). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student: *: p- 0.03).

3.3. VESICULAS SEMINALES

3.3.1. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE
GABA EN VESICULAS SEMINALES

3.3.1.1. Niveles de GABA en vesiculas seminales

3.3.1.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 52 (paneles A y B) muestra los niveles GABA presentes en vesiculas
seminales de hamsteres Dorados durante la ontogenia. La concentracion de GABA
en vesiculas seminales (nmol/g de tejido) disminuyo significativamente entre los 23 y
46 dias de edad; y luego, recuper6 parcialmente sus niveles entre los 60 y 90 dias

(panel A). Un patrén similar fue observado cuando la concentracion se expreso en
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términos de nmol/mg de proteina (datos no mostrados). El contenido de GABA en
vesiculas seminales permanecié sin modificaciones significativas hasta los 46 dias de

edad, detectandose un marcado aumento hacia los 60-90 dias (panel B).
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Figura 52. NIVELES VESICULARES DE ACIDO y-AMINO BUTIRICO (GABA) EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEXUAL.

La concentracion y el contenido de GABA fueron determinados en cada vesicula seminal de hamsteres
Dorados de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Panel A: Concentracion de GABA (nmol/g de tejido) en vesiculas seminales.

Panel B: Contenido de GABA (nmol/v. seminal) en vesiculas seminales.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.03).

3.3.1.1.2. Influencia del fotoperiodo sobre los niveles de GABA en vesiculas

seminales

La Fig. 53 (paneles A y B) muestra los niveles de GABA en vesiculas seminales

de hamsteres expuestos a FN o inhibitorio durante 9 a 22 semanas. La exposicion a
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FC no produjo cambios significativos en la concentracion de GABA (nmol/g de tejido)
en relacién al grupo control mantenido en condiciones estandares de luminosidad
(panel A). Un patron similar fue obtenido cuando los resultados se expresaron en

términos de nmol/mg de proteinas o nmol/mg de ADN (datos no mostrados).
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Figura 53. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES VESICULARES DE ACIDO
7-AMINO BUTIRICO (GABA).

La concentracion y el contenido de GABA fueron determinados en cada vesicula seminal de hamsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion de GABA (nmol/g de tejido) en vesiculas seminales.

Panel B: Contenido de GABA (nmol/v. seminal) en vesiculas seminales.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

En cambio, la permanencia en fotoinhibicion durante 14-16 semanas, produjo
una caida significativa en el contenido glandular de GABA. A tiempos prolongados de

exposicion a FC (18-22 semanas), el contenido gabaérgico fue restaurado (panel B).
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3.3.1.2. Biosintesis de GABA en vesiculas seminales

3.3.1.2.1. Acido glutamico. Niveles en vesiculas seminales

3.3.1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

En hamsteres Dorados, la concentracion vesicular de Glut (umol/g de tejido)
disminuyé paulatinamente con la edad (Fig. 54, panel A). Cuando los niveles se
expresaron en términos de pmol/mg de proteinas, también se observé una caida
gradual en la concentracion de Glut durante la ontogenia (datos no mostrados). Por
el contrario, el contenido de este aminoacido aumentd concomitantemente con el

desarrollo sexual (Fig. 54, panel B).
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Figura 54. NIVELES VESICULARES DE ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO
SEXUAL.

La concentracion y el contenido de dcido glutimico fueron determinados en cada vesicula seminal de
hamsteres Dorados de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Panel A: Concentracion de dcido glutamico (umol/g de tejido) en vesiculas seminales.

Panel B: Contenido de dcido glutamico (umol/v. seminal) en vesiculas seminales.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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El andlisis de regresién lineal entre el contenido vesicular de Glut y GABA,

mostré un coeficiente r = 0.930 considerado estadisticamente muy significativo
(p<0.0001; Fig. 55).
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Figura 55. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO VESICULAR DE ACIDO

7-AMINO BUTIRICO (GABA) Y ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO
SEXUAL.

El contenido de GABA y dcido glutamico fueron determinados en cada vesicula seminal de hdmsteres
Dorados de 23,30,36,46,60 y 90 dias de edad.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p<0.0001).

3.3.1.2.1.2. Influencia del fotoperiodo en los niveles de acido glutamico en vesiculas
seminales

En la Fig. 56 (paneles A y B) se ilustran los niveles de Glut en vesiculas
seminales en los diferentes grupos experimentales estudiados: hamsteres adultos
mantenidos en FN, y animales expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. La exposicion
a FC durante 14-16 semanas, produjo una caida significativa tanto en la

concentracion (umol/g de tejido; panel A) como en el contenido (umol/vesicula
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seminal; panel B) de Glut en las vesiculas seminales. En cambio, la permanencia
durante 18-22 semanas en fotorestriccion, origind una total restauracion en los
niveles (paneles A y B). Del mismo modo, cuando los resultados fueron expresados
en términos de umol/mg de proteinas o pumol/mg de ADN, la concentracion vesicular
de Glut descendi6 significativamente a las 14-16 semanas de exposicién a FC, y

recupero sus niveles controles hacia las 18-22 semanas (datos no mostrados).
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Figura 56. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES VESICULARES DE ACIDO
GLUTAMICO.

La concentracion y el contenido de dcido glutamico fueron determinados en cada vesicula seminal de
hdamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC)
durante 9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Panel A: Concentracion de acido glutamico (umol/g de tejido) en vesiculas seminales.

Panel B: Contenido de acido glutamico (umol/v. seminal) en vesiculas seminales.

Los valores representan la media + ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.03).




192 RESULTADOS

El analisis de regresion lineal entre el contenido vesicular de Glut y GABA,

mostré un coeficiente r = 0.909 considerado estadisticamente muy significativo
(p<0.0001; Fig. 57).
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Figura 57. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO VESICULAR DE ACIDO
7-AMINO BUTIRICO (GABA) Y ACIDO GLUTAMICO. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO.
El contenido de GABA y dcido glutimico en cada vesicula seminal fue determinado en hdmsteres

Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FN) o expuestos a fotoperiodo corto (FC) durante
9,12,14,16,18 y 22 semanas.

Los parametros analizados presentaron una correlacion altamente significativa (p<-0.0001).
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4. NEUROTRANSMISORES Y FUNCION TESTICULAR. ESTUDIOS /N VITRO.

Con el fin de investigar el rol ejercido por GABA y 5-HT sobre la
esteroidogénesis testicular, se evalud la respuesta in vitro de la génada a la
presencia de dichos neurotransmisores en el Medio de incubacién, mediante la
produccién de andrégenos por fragmentos gonadales y células intersticiales

aisladas.

4.1. FRAGMENTOS TESTICULARES

El esquema experimental empleado se basa en la incubacion de fragmentos
gonadales en condiciones basales o en presencia de hCG; y con y sin el
agregado de neurotransmisores en el Medio. A tal efecto, previamente se evalué
la influencia del tamano de los fragmentos en la produccion de andrégenos
in vitro. La Fig. 58 muestra los niveles de T presentes en 1 ml de Medio luego de
6 hs. de incubacién en condiciones basales y en presencia de un estimulo
maximo de hCG (100mUI/ml), en relacion al tamano de los fragmentos
testiculares obtenidos de hamsteres adultos mantenidos en FN.

Dentro del rango de 50-300 mg de testiculo, se observé una variacion
proporcional entre el tamano y los niveles de T, mientras que, fragmentos
superiores a 300 mg produjeron niveles equivalentes de esta hormona. En base a
estos resultados, se establecié el tamano 6ptimo de muestra a emplear en los
subsiguientes ensayos en: 50 a 100 mg en testiculos de hamsteres prepuberales

y adultos expuestos a FC, y 150-200 mg en animales adultos mantenidos en FN.



194 RESULTADOS

Testosterona
(ng/ml medio de incub.)
(o]

cd d
0+ a ab b.c

0 10 200 300 400 500 600
mg de testiculo

Figura 58. PRODUCCION DE TESTOSTERONA "IN VITRO" A PARTIR DE FRAGMENTOS
TESTICULARES.

Testiculos decapsulados provenientes de hamsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
JSueron cortados en fragmentos de diferentes tamariios (entre 50 y 600 mg), e incubados durante 6 hs en
medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml).
0 : Condiciones basales.

o : Estimulacion maxima con hCG (100 mUI/ml).

Los valores representan la media + ES (n= 5-6). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0.05).

4.2. OBTENCION DE CELULAS INTERSTICIALES

Con el fin de establecer la técnica de preparacion de células intersticiales en
el hamster, pooles de 2-4 testiculos de animales adultos mantenidos en
condiciones estandares de luminosidad, fueron colocados en presencia de
diferentes concentraciones de colagenasa (0.1, 0.2 y 0.3 mg/ml de Medio 199),
durante distintos intervalos de tiempo (8, 10, 12 y 15 minutos), o bien las células
fueron obtenidas por dispersidn mecanica en ausencia de colagenasa. Los

tubulos seminiferos se separaron posteriormente por filtracion. Las células fueron
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centrifugadas a baja velocidad, resuspendidas en Medio 199 conteniendo 0.1% de
albumina; y luego, identificadas y contadas al Microscopio Optico en presencia del
colorante azul tripan. Las condiciones optimas de colagenizacion para testiculos de
hamsteres fueron establecidas teniendo en cuenta el numero de células obtenidas, la
viabilidad celular, y el grado de contaminacién de la preparacion (Tabla 23); asi como
también, los niveles de T producidos en condiciones basales, en presencia de un
estimulo intermedio de hCG (5mUl/ml) y con un estimulo maximo de hCG
(100mUl/ml) (Tabla 24).

Colagenasa | Tiempo | Rendimiento Grado de Viabilidad
(mg/ml) (min) (N° de contaminacién | (% de células
células/ml) viables)
0 7.5x10° -1+ o8
8 8x10° - 97.5
10 16x10° - 98
" 0.1 12 22x10° -+ 99
15 24x10° -+ 99
| 8 20x10° - 98
10 25x10° -1+ 97.5
0.2 12 31x10° -1+ 99
15 37x10° + 96
" 8 21x10° + 97
10 26x10° + 94
| o3 12 32x10° ++ 91
15 39x10° ++ 92

Tabla 23. PARAMETROS EVALUADOS EN LA OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE DISPERSION
CELULAR EMPLEADA EN LA OBTENCION DE PREPARACIONES CRUDAS DE CELULAS
INTERSTICIALES DE HAMSTERES.

El grado de contaminacion con otros tipos celulares, el rendimiento y la viabilidad celular, fueron
evaluados en preparaciones crudas de células intersticiales obtenidas a partir de testiculos provenientes
de hdsmteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal, empleando diferentes protocolos de
dispersion celular.
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Testosterona
(pg/ug de ADN)
Colagenasa | Tiempo hCG
(mg/ml) (min) 0 5 100
(mUl/ml) (mUI/mt) (mUl/ml)
———
0 100.54+10.87 111.02+ 32.16  150.98+ 35.87

8 89.56+15.42 105.74+ 36.02 227.09+ 70.69
10 | 120.35+21.30 189.73+ 41.82  330.02+ 95.62
0.1 12 | 143.55+28.71 21533+ 57.42  430.65+129.20
15 | 151.26+30.05 202.48+ 48.99  440.78+ 97.49
8 |290.58+26.65 44454+ 5404 70562+ 7351
10 | 389.73+30.81 522.22+ 67.53 871.29+ 97.89
0.2 12 | 431.08+35.82 674.19+ 89.85 1056.98+177.88
15 | 42565+2589 681.70+ 78.85 1071.08+118.60
8 | 287.82+2150 47545+ 4842 72562+ 82.14
10 [ 371.13+28.16 516.76+ 57.41 855.38+ 86.73
0.3 12 | 401.94+28.71 717.75+100.49 1090.98+186.62
15 | 418.03+30.04 702.35+108.65 1087.23+154.41

Tabla 24. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA A PARTIR DE CELULAS
INTERSTICIALES DE HAMSTERES OBTENIDAS EMPLEANDO DIFERENTES PROTOCOLOS DE
DISPERSION CELULAR.

Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
obtenidas empleando diferentes protocolos de dispersion celular, fueron incubadas durante 3 hs en
Medio 199, en presencia o ausencia de 5y 100 mUl/ml de hCG.

Mediante el empleo de la técnica de dispersion mecanica se obtuvo un alto
porcentaje de viabilidad celular sin contaminaciones significativas de la preparacion
con otros tipos celulares (Tabla 23). Sin embargo, el rendimiento celular (Tabla 23), y
los niveles de T (Tabla 24) producidos fueron muy bajos. A las tres concentraciones
de colagenasa empleadas, incubaciones de 12 y 15 minutos, alcanzaron un mayor
rendimiento celular (Tabla 23) y niveles mas altos de T liberados al Medio (Tabla 24)
que las incubaciones realizadas durante menos tiempo (8 y 10 minutos). Por otra
parte, a los 12 y 15 minutos de incubacion con concentraciones de colagenasa de 0.2

y 0.3 mg/ml, se obtuvo un rendimiento celular (Tabla 23) y una produccion de T
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(Tabla 24) similar, y significativamente mayor que a la concentracion de 0.1 mg/mi.
Sin embargo, con el empleo de 0.3 mg/ml durante 12 y 15 minutos, se alcanzé una
menor viabilidad y una mayor contaminacién del preparado que a la concentracion de
0.2 mg/ml (Tabla 23). Finalmente, a la concentracion de 0.2 mg/ml de colagenasa
durante 12 y 15 minutos, se obtuvo un numero de células similar (Tabla 23) y
niveles de T semejantes (Tabla 24), pero a los 15 minutos de incubacion, el grado
de contaminacion con otros tipos celulares fue mayor y la viabilidad celular menor
que a los 10 minutos (Tabla 23).

En base a estos resultados, las condiciones éptimas para la preparacion de
células intersticiales a partir de testiculos de hamsteres fueron fijadas en:
obtencién celular a partir de pooles de 2-4 testiculos por la técnica de

colagenizacion a una concentracion de 0.2 mg/ml durante 12 minutos.

4.3. CURVAS DOSIS-RESPUESTA A hCG

4.3.1. Hamsteres adultos expuestos a fotoperiodo normal

4.3.1.1. Curva dosis-respuesta a hCG en fragmentos testiculares

Las curvas dosis-respuesta de T, DHT y Diol al estimulo con hCG, en
fragmentos testicuiares provenientes de hamsteres adultos expuestos a FN, son
ilustradas en la Fig. 59y la Tabla 25.

La produccién basal de T fue 3 y 4 veces mayor que los niveles de DHT y
Diol, respectivamente, secretados al Medio de incubacion en ausencia de hCG.
La Fig. 59 (panel A) ilustra la curva dosis-respuesta de T al estimulo con hCG en
testiculos de hamsteres adultos normales. La curva de produccién de T in vitro
presentd una dosis efectiva 50 (DEs)=9.028+0.330 mUI/mi, y alcanzé un estimulo
maximo a la concentraciéon de 12.5 mUI/ml. Dicho estimulo maximo triplicd los

niveles de T en el Medio en comparacion con el grupo basal.
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La curva dosis-respuesta al estimulo con hCG correspondiente a DHT, en
testiculos de animales adultos mantenidos en FN, se encuentra ilustrada en la
Fig. 59, panel B. La curva de produccion de DHT in vitro presenté una
DEsp=9.769+0.461 mUI/ml. El estimulo maximo con hCG (100 mUl/ml) triplico los

niveles de DHT presentes en el Medio en comparacion con el grupo basal.

A & % P * 40_ B %
g -+ Tl | |
® 35 754 - - °
£o [ ] o
g ) /( -8 =
n o / T o
2 3 50- *] 58
72 / 2201
g =y E P
iR AL 1045 §—F
‘ DE5('9.028+0.330 | DEgy:9.769+0.461
0 T T T T T T T T T T 0 T T T T T UL 1 ] T
0 06 31 94 25 100 0 06 31 94 25 100
0.3 16 6.3 125 50 0.3 16 63 125 50
hCG(mUVmi) hCG(mUV/ml)

Figura 59. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA Y DHT EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES
PROVENIENTES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.

Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdamsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de concentraciones crecientes de hCG.

Panel A: Produccion "in vitro" de Testosterona.

Panel B: Produccion "in vitro"de DHT.

Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.05).
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El agregado de hCG al Medio de incubacién, no produjo cambios
significativos en los niveles de Diol producidos, a ninguna de las concentraciones
de hCG ensayadas (Tabla 25).

hCG
(mUI/mi)

0 6.91+0.25
0.3 6.10 +0.22
0.6 5.67 + 0.40
1.6 5.28 + 0.41
3.1 6.08 +0.45
6.3 6.61+0.45
9.4 6.84 + 0.36
12.5 5.09+0.43
25 6.05+0.37
50 6.12+0.40
100 6.35+0.32

Tabla_25. PRODUCCION "IN VITRO" DE DIOL EN RESPUESTA A CONCENTRACIONES
CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.

Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdimsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
0 ausencia de concentraciones crecientes de hCG.

Los valores representan la media - ES (n: 5-6). No se encontraron diferencias significativas con respecto
al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls: p-0.03).

La Fig. 60 muestra la curva dosis-respuesta al estimulo con hCG
correspondiente a la produccion de andrégenos totales (T+DHT+Diol), en
fragmentos testiculares obtenidos de hamsteres adultos expuestos a FN. A partir
de dicha curva, se calculé una DEs=8.811+0.464 mUl/ml, y se alcanzd una
estimulacidon maxima a la concentracién de 12.5 mUI/ml. El mayor estimulo de
hCG empleado (100mUI/mi) elevd 2.5 veces los niveles de androgenos en el

Medio en comparacion con el grupo basal.
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Andrégenos Totales
(ng/g de tejido)
o

50
25
DEs:8.811+0.464
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Figura_60. PRODUCCION "IN VITRO" DE ANDROGENOS TOTALES EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES
PROVENIENTES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.

Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hamsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
0 ausencia de concentraciones crecientes de hCG. Se ha considerado a la produccion "in vitro" de
andrégenos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y Diol secretados al medio.
Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.05).

4.3.1.2. Curva dosis-respuesta a hCG en células intersticiales

La Fig. 61 muestra la produccién de T a partir de preparaciones crudas
de células de Leydig provenientes de hamsteres adultos mantenidos en FN. Asi,
10° células fueron incubadas durante 3 horas con carbégeno y agitacion, en
presencia o ausencia de diferentes concentraciones de hCG (0.5 ,1.6 ,3.1 6.3, 12.5,
25 y 100 mUl/ml). A partir de la curva dosis-respuesta se calculé una
DEso=5.267+0.648 mUI/ml. La produccién de T alcanzé niveles maximos frente a

un estimulo con 12.5 mUl/ml de hCG en el Medio de incubaciéon. La mayor
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concentracion de hCG empleada (100mUl/ml), elevé 2.5 veces los niveles de T

en el Medio en relacién al grupo basal.

750+

500+

Testosterona
(pg/ng de ADN)

| VN
]

250

DEs,:5.267+0.648

0 T T T T T T T

005 16 31 63 125 25 100
hCG(mUl/ml)
Figura__61. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE CELULAS INTERSTICIALES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.

Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,

Sueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de
hCG.

Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con

respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.05).

4.3.2. Hamsteres de 30 dias de edad expuestos a fotoperiodo normal

4.3.2.1. Curva dosis-respuesta a hCG en fragmentos testiculares

La producciéon de T (Fig. 62, panel A), DHT (Fig. 62, panel B) y Diol (Fig. 62,
panel C), en condiciones basales y en respuesta a concentraciones crecientes de
hCG, fue evaluada en fragmentos testiculares provenientes de hamsteres

prepuberes (30 dias de edad) expuestos a FN.
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La produccion basal de Diol fue 9 y 2.5 veces mayor que los niveles de T y
DHT, respectivamente, secretados al Medio de incubacion en ausencia de hCG.

La curva de produccion de T in vitro presenté una DEsy=11.932+0.696
mUI/ml. El estimulo maximo con hCG (100mUI/ml) cuadruplicé los niveles de T en
el Medio en comparacion con el grupo basal (Fig. 62, panel A).

La curva de produccion de DHT in vitro permitié calcular una
DEs0=13.363+0.580 mUl/ml. El estimulo maximo con hCG (100 mUl/ml) aumenté
3.5 veces los niveles de DHT presentes en el Medio en comparacion con el grupo
basal (Fig. 62, panel B).

La curva de produccién de Diol in vitro presenté una DEsy=10.532+0.502
mUI/ml. El agregado de wuna concentracion maxima de hCG (100mUl/ml),
quintuplico los niveles liberados durante las 6 hs de incubacion (Fig. 62, panel C).

La Fig. 62 (panel D) muestra la curva dosis-respuesta al estimulo con hCG
correspondiente a la produccion de andrégenos totales (T+DHT+Diol), en
fragmentos testiculares obtenidos de hamsteres prepuberales expuestos a FN. A
partir de dicha curva se calculd una DEsy=11.649+0.479 mUIl/ml. El estimulo
maximo con hCG (100mUlI/ml) quintuplico los niveles de andrégenos en el Medio,

en comparacion con el grupo basal.
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Figura 62. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DHT, DIOL Y ANDROGENOS
TOTALES EN RESPUESTA A CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE
FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES DORADOS PREPUBERES.
Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdmsteres Dorados prepiiberes
mantenidos en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de hCG. Se ha considerado a la produccion
"in vitro" de andrégenos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y Diol
secretados al medio.

Panel A: Produccion "in vitro" de Testosterona.

Panel B: Produccion "in vitro" de DHT.

Panel C: Produccion "in vitro" de Diol.

Panel D: Produccion "in vitro" de androgenos totales.

Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.03).
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4.3.3. Hamsteres adultos expuestos a fotoperiodo corto durante 14 semanas

4.3.3.1. Curva dosis-respuesta a hCG en fragmentos testiculares

La Fig. 63 (paneles A, B, C y D) muestra las curvas dosis-respuesta al
estimulo con hCG en fragmentos testiculares obtenidos de animales expuestos a
FC durante 14 semanas.

La produccion basal de Diol fue 8 y 4 veces mayor que los niveles de T y
DHT, respectivamente, secretados al Medio de incubacion en ausencia de hCG.

La curva de produccién de T in vitro presentd una DEs,=4.642+0.587
mUl/ml, y alcanzé niveles maximos a la concentracion de 9.4 mUI/ml. La mayor
concentracién de hCG utilizada (100mUl/ml), elevd 2.5 veces los niveles de T en
el Medio de incubacion en relacién al grupo basal (Fig. 63, panel A).

La curva dosis-respuesta al estimulo con hCG correspondiente a DHT, se
encuentra ilustrada en la Fig. 63 (panel B). La producciéon de DHT in vitro permitio
calcular una DEs=5.961+0.600 mUIl/ml. EI estimulo maximo con hCG
(100 mUI/mI) duplicé los niveles de DHT presentes en el Medio en comparacion
con el grupo basal.

La produccién de Diol alcanzd un estimulo maximo a la concentracion de
hCG de 12.5 mUl/mlI, triplicando los niveles detectados en el grupo basal. A partir
de la curva dosis-respuesta correspondiente a esta hormona se calculé una
DEsx=5.297+0.737 mUI/ml (Fig. 63, panel C).

La Fig. 63 (panel D) muestra la curva dosis-respuesta al estimulo con hCG
correspondiente a la produccién de andrégenos totales (T+DHT+Diol), en
fragmentos testiculares obtenidos de hamsteres adultos expuestos a FC durante
14 semanas. A partir de dicha curva se calculé una DEs=4.988+0.733 mUl/ml. La
concentracibn maxima de hCG empleada (100mUl/mi) aumenté 2.5 veces los

niveles de androgenos en el Medio en comparacion con el grupo basal.
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Figura 63. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DHT, DIOL Y ANDROGENOS
TOTALES EN RESPUESTA A CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE
FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS
REGRESIONADOS.

Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdmsteres Dorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperiodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer
bicarbonato, en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de hCG. Se ha considerado a la
produccion "in vitro" de andrégenos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y
Diol secretados al medio.

Panel A: Produccion "in vitro" de Testosterona.

Panel B: Produccion "in vitro" de DHT.

Panel C: Produccion "in vitro” de Diol.

Panel D: Produccion "in vitro" de androgenos totales.

Los valores representan la media + ES (n=3-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.03).
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La produccion total de andrégenos en respuesta al estimulo con hCG, en
testiculos provenientes de hamsteres adultos y prepuberales mantenidos en FN,
no mostré modificaciones significativas en el valor de su DEg (Figs. 60 y 62,
panel D). En cambio, en fragmentos gonadales pertenecientes a hamsteres
adultos expuestos a FC durante 14 semanas, la DEsy correspondiente a la curva
de produccién de andrégenos totales en respuesta a concentraciones crecientes
de hCG, fue significativamente menor que la determinada en animales adultos e
inmaduros sometidos a condiciones normales de luminosidad (Figs. 60, 62 y 63,

panel D).

4.4. INFLUENCIA DE GABA SOBRE LA PRODUCCION DE ANDROGENOS

4.4.1. Hamsteres adultos expuestos a fotoperiodo normal

4.4.1.1. Influencia de GABA sobre la produccion de andrégenos por

fragmentos testiculares

Con el fin de estudiar el papel desempenado por GABA en la produccion de
andrégenos gonadales, se incubaron fragmentos testiculares de hamsteres
adultos expuestos a FN en condiciones basales o en presencia de un estimulo
maximo con hCG (100 mUl/ml), y en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de dicho neurotransmisor en el Medio (10", 107°10°,10°
107,10° y 10° M).

El agregado de GABA en el Medio de incubacion, no produjo modificaciones
significativas en la produccion de T, DHT y Diol, en condiciones basales o post-
hCG (Tabla 26).
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[Concentracion || Concentracion Produccién de andrégenos in vitro
de hCG de GABA (M) || Testosterona DHT Diol
{(mUl/ml) (ng/g de tejido) | (ng/g de tejido) (ng/g de tejido)
0 0 32.54+3.35 16.04+1.80 7.46+0.62
0 10™ 35.33+3.84 15.72+2.92 6.97+0.49
0 10° 30.41+3.65 13.20+1.65 7.12+0.73
0 10° 28.37+3.05 12.34+2.66 7.05+0.66
0 10°® 33.86+4.55 17.18+1.97 7.25+0.67
0 107 30.70+3.21 14.54+2.04 6.84+0.53
0 10°® 36.22+4.11 13.36+2.14 7.11+0.45
0 I 10° 35.78+3.33 18.27+3.06 7.32+0.61
100 0 99.71+9.88 29.61+3.25 9.12+0.92
100 10™ 104.34+8.57 30.25+3.34 10.07+1.05
100 107° 103.47+10.17 | 28.33+2.97 9.89+1.13
100 10° 97.48+8.55 25.60+4.02 9.97+0.72
100 10°® 109.00+7.56 32.75+3.58 9.23+0.81
100 107 98.18+9.92 29.40+4.31 10.45+1.07
100 10° 95.77+8.80 27.26+3.72 10.02+0.96
100 10° 103.32+7.29 25.46+4.38 9.48+0.74

Tabla 26. EFECTO DE GABA SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DHT Y
DIOL. A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES
DORADOS ADULTOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamanios semejantes provenientes de hdimsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
0 ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el agregado de concentraciones
crecientes de GABA en el medio.
Los valores representan la media - ES (n 5-6). No se encontraron diferencias significativas con respecto

al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls: p- 0.05).




208 RESULTADOS

4.4.1.2. Influencia de GABA sobre la produccién de andrégenos en células

intersticiales

Células intersticiales obtenidas de testiculos de hamsteres adultos mantenidos
en condiciones estandares de luminosidad, fueron incubadas en presencia o
ausencia de un estimulo maximo de hCG (100 mUI/ml), y con y sin el agregado de
concentraciones crecientes de GABA (10" ,10™ ,10° ,10® ,107 ,10° y 10° M)
(Tabla 27). La presencia de GABA en el Medio de incubacién, no produjo cambios

significativos en la produccion de T basal y estimulada por hCG.

Produccion de Testosterona
Concentracion in vitro (pg/ug de ADN)

de GABA (M) Basal hCG

(100 mUl/ml)
0

240.52+15.01 | 1302.55+108.88
10™ 249.36+17.38 | 1274.54+114.12

10° 248.44+16.30 | 1250.98+105.82
10° 245.38+26.69 | 1351.14+ 94.61
107 240.87+27.01 | 1280.56+103.16
107 242.03+27.58 | 1322.40+125.37
10° 245.56+32.66 | 1353.77+ 92.30

10° 246.82+31.45 | 1298.67+ 98.97
.='J'

Tabla 27. EFECTO DE GABA SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA A
PARTIR DE CELULAS INTERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
Sfueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de un estimulo mdaximo de hCG
(100 mUI/ml), y con o sin el agregado de concentraciones crecientes de GABA en el medio.

Los valores representan la media = IS (n 3-6). No se encontraron diferencias significativas con respecto
al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls: p-~0.05).
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4.4.2. Hamsteres de 30 dias de edad expuestos a fotoperiodo normal

4.4.2.1 Influencia de GABA sobre la produccién de andrégenos por

fragmentos testiculares

Fragmentos testiculares provenientes de hamsteres prepuberes expuestos
a FN, fueron incubados en condiciones basales o en presencia de 100 mUl/ml| de
hCG, con y sin el agregado de diferentes concentraciones de GABA en el Medio
(10",10°,107,10° y 10° M).

Concentraciéﬁm—woduccién de androgenos in vitro
de hCG de GABA (M) || Testosterona DHT Diol
SmUIImlz (ng/g de tejido) | (ng/g de tejido) (ng/g de tejido)
0 0 28.32+2.96 128.02+8.98 238.87+38.92
0 10™ 27.54+4.01 120.45+10.01 | 244.52+32.55
0 10° 26.22+3.66 132.54+8.65 232.84+43.90
0 107 23.84+3.53 114.10+9.50 229.37+39.61
0 10° 27.11+4.45 122.08+9.41 226.72+42.08
0 10° 25.00+5.34 119.87+10.20 | 250.04+34.11
100 0 151.22+10.09 | 511.02+58.10 | 1250.42+154.12
100 10™ 135.07+ 9.05 | 496.32+45.51 | 1314.87+140.32
100 10° 129.94+10.72 | 451.12+28.27 | 1212.20+167.07
100 107 140.48+ 8.77 | 508.39+38.74 | 1283.16+150.22
100 10° 129.02+ 9.81 | 527.06+44.18 | 1209.27+133.80
100 10° 148.83+12.89 | 487.64+52.90 | 1296.33+162.71

Tabla 28. EFECTO DE GABA SOBRE 1.A PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DHT Y
DIOL A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES
DORADOS PREPUBERES.

Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdmsteres Dorados prepiiberes
mantenidos en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el agregado de
concentraciones crecientes de GABA en el medio.

Los valores representan la media - XS (n - 5-6). No se encontraron diferencias significativas con respeclo
al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; p- 0.03).
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A ninguna de las concentraciones de GABA empleadas en el ensayo, se
observaron cambios significativos en los niveles de T, DHT y Diol secretados al
Medio, en condiciones basales y en presencia de un estimulo maximo de hCG
(Tabla 28).

4.4.3. Hamsteres adultos expuestos a fotoperiodo corto durante 14 semanas

4.4.3.1. Influencia de GABA sobre la produccion de andrégenos por

fragmentos testiculares

Testiculos regresionados provenientes de hamsteres adultos expuestos a
FC durante 14 semanas, fueron incubados en presencia o0 ausencia de
100 mUI/ml de hCG, con y sin el agregado al Medio de incubacion de
concentraciones de GABA 107 ,10°,107,10° y 10° M.

La presencia de GABA en el Medio de incubacion no afecté la produccion
de T, DHT y Diol, en ninguna de las condiciones experimentales analizadas
(Tabla 29).
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Concentracion || Concentracion Produccién de andrégenos in vitro
de hCG de GABA (M) || Testosterona DHT Diol
gmUI/mlz (ng/g de tejido) | (ng/g de tejido) (ng/g de tejido)
0 0 38.33+3.61 51.24+5.83 257.35+36.22
0 10™ 37.45+3.97 50.57+4.91 250.38+32.90
0 10° 32.24+3.29 52.84+5.56 252.16+33.97
0 107 33.78+3.50 54.07+6.05 260.44+38.74
0 10° 37.17+4.05 52.73+4.16 256.25+40.14
0 10° 35.80+4.37 49.82+5.22 251.53+35.01
100 0 85.27+5.91 91.26+5.98 460.31+34.65
100 10™ 81.31+4.75 96.52+5.44 469.43+40.15
100 107 90.04+5.42 95.16+6.72 442.30+36.13
100 107 87.81+4.67 89.49+5.41 453.67+37.20
100 10° 89.20+5.18 92.62+4.12 466.72+33.60
100 10° 83.35+3.99 95.40+5.33 451.00+42.72

Tabla 29. EFECTO DE GABA SOBRE 1.A PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DHT Y
DIOL. A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES
DORADOS ADULTOS REGRESIONADOS.
Fragmentos testiculares de tamaiios semejantes provenientes de hdmsteres Dorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperiodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer
bicarbonato, en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el

agregado de concentraciones crecientes de GABA en el medio.

Los valores representan la media - IS (n 5-6). No se encontraron diferencias significativas con respecto
al grupo control (Test de Student-Nevwman-Keuls: p-0.03).
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4.5. INFLUENCIA DE SEROTONINA SOBRE LA PRODUCCION DE
ANDROGENOS

4.5.1. Hamsteres adultos expuestos a fotoperiodo normal

4.5.1.1. Influencia de serotonina sobre la produccién de andrégenos por

fragmentos testiculares

Con el fin de estudiar el rol de la 5-HT en la produccién de androgenos
gonadales, se incubaron fragmentos testiculares de hamsteres adultos expuestos
a FN en condiciones basales o en presencia de un estimulo maximo con hCG
(100 mUI/ml), y en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de dicho
neurotransmisor en el Medio (10" ,10™ 10° ,10® ;107 ,10° y 10° M) (Fig. 64,
paneles Ay B; y Fig. 65, paneles Ay B).

Concentraciones entre 10° M y 10°M de 5-HT en el Medio de incubacion,
produjeron una caida significativa en la produccion basal de T. El agregado de
concentraciones de 5-HT entre 10" M y 10° M, en presencia de un estimulo
maximo con hCG en el Medio, también disminuyé significativamente la
produccion de T (Fig. 64, panel A). La produccion basal de DHT fue
significativamente disminuida a concentraciones entre 10° M a 10° M de 5-HT;
mientras que, la produccion de DHT estimulada por hCG fue inhibida en
presencia de concentraciones de 5-HT entre 10° M a 10° M (Fig. 64, panel B).
El agregado de 5-HT al Medio de incubacidén, no produjo cambios significativos
en la produccion de Diol basal o estimulada con hCG (Fig. 65, panel A). Dado
que, los niveles de Diol secretados representan solamente el 15% de los
androgenos totales producidos en condiciones basales, y el 8% de los liberados
en presencia de un estimulo maximo de hCG; su influencia sobre la produccion
testicular de andrégenos totales (T+DHT+Diol) es minima, razén por la que este
parametro fue igualmente inhibido por la presencia en el Medio de incubacion de

concentraciones de 5-HT entre 10°M y 10° M (Fig. 65, panel B).
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Figura 64. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA Y DHT A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamaiios semejantes provenientes de hamsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el agregado de concentraciones
crecientes de 5-HT en el medio.
A : Condiciones basales.

. Estimulacion maxima con hCG (100mUI/ml).
Panel A: Produccion "in vitro" de Testosterona.
Panel B: Produccion "in vitro" de DHT.
Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.05).
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Figura 65. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE DIOL Y
ANDROGENOS TOTALES A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamairios semejantes provenientes de hdamsteres Dorados adultos mantenidos
en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
0 ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el agregado de concentraciones
crecientes de 5-HT en el medio. Se ha considerado a la produccion "in vitro" de androgenos totales
como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y Diol secretados al medio.
4 : Condiciones basales.

| : Estimulacion maxima con hCG (100mULl/ml).
Panel A: Produccion "in vitro" de Diol.
Panel B: Produccion "in vitro" de andrégenos totales.
Los valores representan la media + ES (n=3-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.03).
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4.5.1.2 Influencia de serotonina sobre la produccion de andrégenos en

células intersticiales

Preparaciones crudas de células de Leydig aisladas a partir de testiculos
provenientes de hamsteres adultos, mantenidos en condiciones estandares de
luminosidad, fueron incubadas en presencia o ausencia de un estimulo maximo de
hCG (100 mUl/ml), y con y sin el agregado de concentraciones crecientes de
5-HT: 10™ 10™,10° ,10® 107 ,10° y 10° M (Fig. 66). La produccién basal de T fue
significativamente inhibida por concentraciones de 5-HT entre 10°M y 10°M. La
presencia en el Medio de incubacion de concentraciones de 5-HT entre 10° M y
10° M, produjo también una caida significativa en la produccién de T estimulada por
hCG (Fig. 66).
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Figura 66. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE 1A PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA A PARTIR DE CELULAS INTERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOS
ADULTOS NORMALES.
Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG
(100 mUl/ml), y con o sin el agregado de concentraciones crecientes de 5-HT en el medio.
A : Condiciones basales.

: Estimulacion maxima con hCG (100mUI/ml).
Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con

respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.05).
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4.5.1.3. Influencia de dibutiril adenosina 3',5' monofosfato ciclico en la
regulacion serotoninérgica de la produccion de andrégenos en células

intersticiales

Células intersticiales provenientes de hamsteres Dorados adultos
mantenidos en FN, fueron incubadas en Medio 199 en presencia o ausencia de:
un estimulo maximo con hCG (100 mUl/ml), concentraciones crecientes de 5-HT
(10°,107y 10°® M), y una concentracion 0.5 mM de dbAMPc (Fig. 67).

El estimulo maximo con hCG (100 mUIl/ml) cuadruplicd los niveles de T
presentes en el Medio en comparacion con el grupo basal (panel A). El agregado
de dbAMPc (0.5 mM) elevd la produccion basal de T, a niveles similares a los
detectables en estimulacion maxima con hCG (panel A).

La produccidon de T estimulada por hCG, fue inhibida en presencia de
concentraciones de 5-HT 107 M y 10° M; mientras que, la concentracion de
10°M, no produjo modificaciones significativas en relacion al grupo control (panel
B).

El agregado de dbAMPc (0.5mM), aumentd significativamente la produccion
de T estimulada por hCG, en presencia de concentraciones de 5-HT 107 My
10°M (panel B). No obstante, luego del agregado de dbAMPc, la liberacion de T
post-hCG en presencia de una concentracion de 5-HT 10° M, permanecié

significativamente disminuida en comparacién con el grupo control (panel B).
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Figura 67. ROL DEL DIBUTIRIL ADENOSINA 3',5' MONOFOSFATO CICLICO (dbAMPc) EN LA
REGULACION SEROTONINERGICA DE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA A
PARTIR DE CELULAS INTERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
Sueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de: a) un estimulo mdximo de
hCG (100 mUl/ml), b) concentraciones crecientes de serotonina, y ¢) dbAMPc (0.5 mM).

Los valores representan la media + ES (n=3-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.03).

4.5.1.4. Influencia del factor liberador de corticotrofina sobre la produccién

de andrégenos en células intersticiales

Preparaciones crudas de células intersticiales provenientes de hamsteres
Dorados adultos mantenidos en FN, fueron incubadas en presencia o ausencia
de: un estimulo maximo con hCG (100 mUl/ml), una concentracién 10° M de

CRF, y una dilucién 1/100 de un anticuerpo especifico anti-CRF (Fig. 68).
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El agregado de CRF (10° M), disminuy0 significativamente la produccién de
T basal y estimulada por hCG. En cambio, en presencia del anticuerpo anti-CRF,

la liberacion de T no fue modificada por el agregado de CRF en el medio de

incubacion.
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Figura 68. EFECTO DEL FACTOR LIBERADOR DE CORTICOTROFINA (CRF) SOBRE LA
PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA A PARTIR DE CELULAS INTERSTICIALES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.

Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
Sueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de: a) un estimulo mdaximo de
hCG (100 mUl/ml), b) CRF (10° M), ¥ ©) anticuerpo anti-CRF (dilucion 1/100).

Los valores representan la media + ES (n=5-6). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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4.5.1.5. Rol del factor liberador de corticotrofina en la regulaciéon

serotoninérgica de la produccion de andrégenos en células intersticiales

Células intersticiales provenientes de hamsteres Dorados adultos expuestos
a FN, fueron incubadas en presencia o ausencia de: un estimulo maximo con
hCG (100 mUI/ml), una concentracion 10° M de 5-HT, y diluciones 1/100, 1/1000
y 1/10000 de un anticuerpo especifico anti-CRF (Fig. 69).

La presencia de 5-HT (10° M), disminuyd significativamente la produccion
de T basal y estimulada con hCG en relacién al grupo control.

E! agregado del anticuerpo anti-CRF en diluciones 1/1000 y 1/10000, no
produjo cambios significativos en la liberaciéon de T al medio de incubacién en
presencia de 5-HT (10° M). En cambio, una dilucién 1/100 del anticuerpo,
bloqued el efecto inhibitorio de 5-HT sobre |la produccion de T basal y estimulada
con hCG.
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Figura 69. ROL DEL FACTOR LIBERADOR DE CORTICOTROFINA (CRF) EN LA REGULACION
SEROTONINERGICA DE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA A PARTIR DE
CELULAS INTERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.

Células intersticiales provenientes de hdmsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de: a) un estimulo mdximo de
hCG (100 mUl/ml), b) serotonina (10° M), y ¢ anticuerpo anti-CRF (diluciones: 1/100, 1/1000, y
1/10000).

Los valores representan la media + ES (n=5-6). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0.03).

4.5.2. Hamsteres de 30 dias de edad expuestos a fotoperiodo normal

4.5.2.1 Influencia de serotonina sobre la produccién de andrégenos por

fragmentos testiculares

Fragmentos testiculares provenientes de hamsteres prepuberes expuestos a

FN, fueron incubados en condiciones basales o en presencia de 100 mUIl/ml de
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hCG, con y sin el agregado de diferentes concentraciones de 5-HT en el Medio
(10" ,10°,107,10% y 10° M) (Fig. 70, paneles Ay B; y Fig. 71, paneles A y B).

No se observaron cambios significativos, a ninguna de las concentraciones
de 5-HT utilizadas en el ensayo, tanto en los niveles de T (Fig. 70, panel A) como
en los de DHT (Fig. 70, panel B) secretados al Medio.

La presencia de concentraciones de 5- HT entre 107 My 10°M en el Medio
de incubacién, produjo una caida significativa en la produccién de Diol en
condiciones basales y post-hCG (Fig. 71, panel A).

Puesto que los niveles de Diol secretados duplican los de DHT, y éctuplican
los de T, la producciéon gonadal de andrégenos totales en hamsteres prepuberes,
fue significativamente inhibida por concentraciones de 5-HT entre 10"My 10° M

(Fig. 71, panel B).
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Figura 70. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA Y DHT A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS PREPUBERES.
Fragmentos testiculares de tamaiios semejantes provenientes de hdamsteres Dorados prepuberes
mantenidos en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el agregado de
concentraciones crecientes de 5-HT en el medio.
A : Condiciones basales.

| . Estimulacion maxima con hCG (100mU1L/ml).
Panel A: Produccion "in vitro" de Testosterona.
Panel B: Produccion "in vitro" de DHT.
Los valores representan la media + ES (n=5-6). No se encontraron diferencias significativas con respecto
al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; p<0.05).
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Figura 71. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE DIOL Y
ANDROGENOS TOTALES A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS PREPUBERES.
Fragmentos testiculares de tamaiios semejantes provenientes de hdmsteres Dorados prepiiberes
mantenidos en fotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el agregado de
concentraciones crecientes de 5-HT en el medio. Se ha considerado a la produccion "in vitro" de
andrdogenos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y Diol secretados al medio.
4 : Condiciones basales.

| : Estimulacion maxima con hCG (100mUL/ml).
Panel A: Produccion "in vitro” de Diol.
Panel B: Produccion "in vitro" de androgenos totales.
Los valores representan la media + ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p<0.05).
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4.5.3. Hamsteres adultos expuestos a fotoperiodo corto durante 14 semanas

4.5.3.1. Influencia de serotonina sobre la produccién de andrégenos por

fragmentos testiculares

Testiculos regresionados provenientes de hamsteres adultos expuestos a
FC durante 14 semanas, fueron incubados en presencia o ausencia de
100 mUl/ml de hCG, con y sin el agregado al Medio de incubacién de
concentraciones de 5-HT 107" ,10°,107 ,10®y 10° M (Fig. 72, paneles A y B; Fig.
73, paneles Ay B).

Concentraciones de 5-HT entre 107 M y 10° M, produjeron una caida
significativa en la produccién gonadal de T (Fig. 72, panel A), DHT (Fig. 72, panel
B) y Diol (Fig. 73, panel A) en condiciones basales y en presencia de hCG.

En consecuencia, los niveles de androgenos totales producidos por
testiculos regresionados, fueron significativamente afectados por el agregado de
concentraciones de 5-HT entre 10”M y 10° M (Fig. 73, panel B).
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Figura 70. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA Y DHT A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS REGRESIONADOS.
Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdmsteres Dorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperiodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer
bicarbonato, en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el
agregado de concentraciones crecientes de 5-HT en el medio.
A : Condiciones basales.

| . Estimulacion maxima con hCG (100mUI/ml).
Panel A: Produccion "in vitro” de Testosterona.
Panel B: Produccion "in vitro" de DHT.
Los valores representan la media + ES (n=3-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls;: *: p<0.05).
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Figura 73. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE DIOL 'Y
ANDROGENOS TOTALES A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS REGRESIONADOS.
Fragmentos testiculares de tamarios semejantes provenientes de hdamsteres Dorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperiodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer
bicarbonato, en presencia o ausencia de un estimulo mdximo de hCG (100 mUl/ml), y con o sin el
agregado de concentraciones crecientes de 5-HT en el medio. Se ha considerado a la produccion
"in vitro" de andrdgenos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y Diol
secretados al medio.
A : Condiciones basales.

| Estimulacion maxima con hCG (100mUI/ml).
Panel A: Produccion "in vitro” de Diol.
Panel B: Produccion "in vitro" de androgenos totales.
Los valores representan la media +~ ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls: *: p<0.03).
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En el reino animal, existe una sorprendente variedad de estrategias
reproductivas representativas de las diferentes familias, taxones y especies. Dichas
estrategias tienen una obvia significancia adaptativa puesto que tienden, por un lado,
a optimizar las condiciones reproductivas de la especie garantizando asi su
perpetuidad, y por el otro, la aislan reproductivamente de otras especies
evolutivamente emparentadas que comparten el mismo nicho ecolégico. Un ejemplo
de esta vasta divergencia de estrategias es la reproduccion estacional. Este
mecanismo reproductivo temporal, es caracteristico de especies que habitan
regiones templadas y circumpolares, y consiste en acotar la actividad sexual a una
determinada época del afno, de modo tal que el nacimiento de las crias se produzca
cuando las condiciones ambientales son Optimas para la supervivencia de las
mismas. Asi, en especies como el caballo, en las cuales la gestacion es de
aproximadamente un ano, la estacion reproductiva coincide con la primavera, de
manera que los potrillos nazcan en la proxima primavera. En cambio, en especies
como la oveja doméstica, el ciervo, otros rumiantes y algunos carnivoros, cuyo
periodo de gestaciéon es de 4 a 7 meses, la actividad reproductiva ocurre en otofo;
mientras que, en aquellas que presentan tiempos cortos de gestacion, la funcion
endécrina y gametogénica queda restringida a principios de la primavera. Esto Gltimo
ocurre en la mayoria de los roedores, incluyendo ratones y hamsteres en los cuales
el tiempo de gestacidn oscila entre 16 dias y 4 semanas.

Las fluctuaciones anuales en la longitud de los dias permiten a los animales
percibir informacion sobre los cambios de estacion, y predecir indirectamente una
variedad de condiciones ambientales tales como temperatura, humedad vy
disponibilidad de alimento. Asi, el fotoperiodo actia como una sefal primaria externa
que interactua con relojes biolégicos internos sincronizando el ciclo reproductivo
anual durante la vida adulta, e influenciando también el desarrollo fetal y puberal. En
el caso particular del hamster (Siberian) Djungarian (Phodopus sungorus),
fotoperiodos inhibitorios retardan drasticamente el inicio de la pubertad (Hoffmann,
1978a). Contrariamente, el hamster macho (Syrian) Dorado (Mesocrisetus auratus)

alcanza la madurez sexual hacia la sexta semana de vida, independientemente de
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las condiciones luminicas ambientales (Darrow y col., 1980). Sin embargo, en ambas
especies, el sistema reproductivo del hamster adulto es notoriamente sensible al
fotoperiodo (Gaston y Menaker, 1967; Berndston y Desjardins, 1974, Elliot, 1976). La
exposicion de hamsteres sexualmente activos a fotoperiodos con menos de 12.5 hs.
diarias de luz, conduce a una severa ‘regresion” reproductiva, que involucra la
pérdida de la actividad testicular en el caso de machos, y una marcada caida del
peso uterino y cesacion de los ciclos vaginales en la hembra. Estos cambios serian
analogos a los experimentados, durante el otofio-invierno, por los hamsteres salvajes
Dorado y Djungarian en sus habitats naturales: Siria y Norte de Siberia. La
permanencia de animales adultos en cautiverio sometidos a fotoperiodo restrictivo
por tiempo prolongado, desencadena la recuperacion de la funcién gonadal. Este
evento es conocido como ‘“recrudescencia espontanea” puesto que la reactivacion
reproductiva se realiza en ausencia de fotoestimulacién (Turek y col., 1975a).

Ciertos cambios funcionales y morfolégicos ocurridos en el sistema reproductivo
del hamster en desarrollo, han sido comparados con las modificaciones descriptas
durante la exposicion de animales adultos a un proceso de regresion-recrudescencia
inducido fotoperiédicamente. Al respecto, Reiter (1980) ha senalado que, la pérdida
de los tipos celulares mas avanzados en el ciclo espermatogénico, y la ausencia de
lumen tubular durante la fase de méaxima regresion gonadal, mimetizan las
condiciones gonadales prepuberales. Asimismo, se ha descripto que, la produccién
de AMPc en respuesta a FSH, en cultivos de células de Sertoli de hamsteres adultos
fotoinvolucionados, es similar a la observada en poblaciones celulares de animales
en desarrollo. En cambio, en la fase de reactivacion espontanea, la produccién de
AMPc estimulada por FSH, es comparable a la detectada en la adultez (Heindel,
1988). A pesar de las similitudes observadas entre la transicion regresion-
reactivacion y el proceso de desarrollo sexual, se han descripto también ciertas
diferencias entre ambos modelos. Entre dichas discrepancias podemos citar la
presencia en testiculos regresionados, de la barrera hemato-testicular ausente en las
gonadas de animales inmaduros (Sinha Hikim y col., 1988a); y la visualizacién, en

hamsteres expuestos a fotoperiodos breves, de un pericario considerablemente



230 DISCUSION

mayor en las neuronas productoras de GnRH, en comparacion con neuronas de
hamsteres prepuberes y animales adultos mantenidos en FN. Esto indicaria que,
durante el desarrollo puberal, aumenta la capacidad de sintesis y secrecion de
GnRH; mientras que, los bajos niveles de gonadotrofinas circulantes observados en
animales en regresion, resultan de una inhibicién en la secrecién, pero no en la
sintesis de esta hormona hipotalamica (Urbanski y col., 1992).

Teniendo en cuenta estos antecedentes de la literatura, nos resultd de interés
realizar, en la presente Tesis, un estudio comparativo entre los mecanismos que
controlan el desarrollo sexual, y aquellos que regulan los ciclos reproductivos
anuales, a fin de establecer homologias y diferencias entre ambos procesos.

El tamanfo corporal de un animal no sélo es representativo de su complejidad y
especializacion tisular, sino que suele brindar también ventajas o desventajas
adaptativas (Hickman y col., 1986a). En el presente trabajo se ha observado que, los
machos de las especies de hamsteres Dorado y Djungarian presentan, al momento
del destete, un peso corporal equiparable. Sin embargo al alcanzar la adultez, el
hamster Dorado macho posee una masa corporal cinco veces mayor que el hamster
Djungarian macho. La etapa de mas rapido crecimiento coincide, en las dos
especies, con el periodo prepuberal, y acompana asi a los importantes cambios
fisiolégicos que se manifiestan durante este momento del desarrollo.
Comparativamente, la velocidad de crecimiento prepuberal en hamsteres Dorados
machos es significativamente superior que la detectada en hamsteres de la especie
Djungarian. Mientras que el hamster Dorado prosigue su crecimiento durante la etapa
puberal, aunque a una menor velocidad, el hamster Djungarian alcanza su maximo
tamano corporal a los 46 dias de edad. Los cambios ontogénicos en el peso corporal
de ambas especies de hamsteres detectados en este trabajo, concuerdan con
informes previos de la bibliografia (Darrow y col., 1980; Yellon y Goldman, 1984).

El hamster Djungarian adulto presenta un marcado ritmo anual, controlado
fotoperiédicamente, en su peso corporal y color de pelaje. La exposicién a FC
disminuye en un 30% su masa corporal e induce la muda hacia el pelaje blanco

caracteristico del invierno;, mientras que, fotoperiodos estimulatorios inducen una
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ganancia en el peso y la recuperacion de la tonalidad del pelo (Figala y col., 1973,
Hoffmann, 1978b; Hoffmann, 1979). En esta especie, la pinealectomia evita la
pérdida de masa corporal inducida por la exposicion a fotoperiodo inhibitorio
(Hoffmann, 1981). Se ha sefalado que la pineal a través de la secrecién de
melatonina, induciria la reduccion del peso corporal durante la permanencia en FC
(Niklowitz y Hoffmann, 1988). Esta pérdida de peso ocasionada por fotoperiodos
restricitivos ha sido correlacionada con una disminucién en el contenido lipidico,
particularmente a nivel de la grasa abdominal (Wade y Bartness, 1984), la cual es
previa a la deteccién de cambios cuantitativos en la ingesta diaria de comida (Wade y
Bartness, 1984). Asimismo, la inyeccidon diaria de melatonina en hamsteres
Djungarian mantenidos en FN, conduce a una caida significativa del peso corporal
asociada con cambios en la carcasa lipidica (Wade y Bartness, 1984). De este modo,
los cambios anuales en la masa corporal del hamster Djungarian serian debidas a
alteraciones en la liberacién de melatonina por la glandula pineal que modificarian
procesos metabdlicos claves del tejido adiposo (Niklowitz y Hoffmann, 1988). En este
trabajo, no se han observado cambios apreciables en el peso corporal, color del
pelaje y niveles lipidicos séricos del hamster Dorado durante la transicion
fotoperiodica regresidn-recrudescencia. Datos previos de la literatura sefalan que,
aunque tanto en hamsteres Dorados como en animales de la especie Djungarian, la
glandula pineal presenta su mayor actividad en condiciones restrictivas de
luminosidad; ambas especies difieren en el patron de secrecion nocturna de
melatonina. Mientras que el hamster Djungarian presenta un perfil tipo C (con un
prolongado pico secretorio que involucra la mayor parte de la fase oscura), el
hamster Dorado describe un patrén tipo A (con un pico hacia el final de la etapa de
oscuridad) (Lerchl y Nieschlag , 1992; Niklowitz y col., 1992). Asi, estos patrones
distintivos en la secrecion de melatonina pineal serian responsables de la respuesta
diferencial de la masa corporal observable durante la etapa de regresion reproductiva
en ambas especies.

El peso testicular ha sido ampliamente utilizado como indice de maduracion

sexual (Hoffmann, 1978c). Los resultados presentados en esta Tesis demuestran
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que, las variaciones en el peso gonadal ocurridas durante el desarrollo sexual, son
significativamente diferentes en las dos especies de hamsteres examinadas. Entre
los 23 y 36 dias de edad, se detectd la mayor velocidad de crecimiento gonadal tanto
en hamsteres Dorados como en animales de la especie Djungarian, coincidiendo con
un importante aumento en la concentracién plasmatica de las gonadotrofinas
hipofisarias responsables de la proliferacion y diferenciaciéon celular en este érgano.
Posteriormente, en hamsteres Dorados, se observo un aumento en el peso testicular
paralelo a la edad, mientras que, las goénadas de hamsteres de la especie
Djungarian, permanecieron practicamente sin modificaciones hasta la adultez.
Durante la ontogenia del hamster Dorado, el volimen gonadal aumentd
proporcionalmente con la edad del animal. En cambio, el peso testicular especifico
(g de peso testicular/cm®) permanecié sin modificaciones apreciables, y en valores
cercanos a la unidad. En consecuencia, es razonable asumir que, el peso y el
volumen testicular incrementan a una velocidad equiparable durante el proceso de
desarrollo sexual en el hamster Dorado.

Hamsteres de las especies Dorado y Djungarian presentan, al momento del
destete y durante la vida adulta, un peso testicular relativo semejante; mientras que,
en el resto de las edades analizadas (entre los 30 y 60 dias), las gonadas de
hamsteres de la especie Djungarian poseen un mayor peso en relacién al tamano
corporal que los testiculos del hamster Dorado.

Tanto en hamsteres Dorados como en animales de la especie Djungarian, los
niveles proteicos gonadales aumentan significativamente a partir de los 30 dias de
edad, coincidiendo con el marcado incremento en la concentracion plasmatica de
FSH y LH. Datos de la literatura indican que, en esta etapa del desarrollo, las células
de Sertoli adquieren la capacidad de sintesis y secrecion hacia el [lumen tubular de
proteinas tales como el activador del plasminégeno, transferrina, inhibina,
glicoproteinas sulfatadas, ABP, mitdgenos y factores de crecimiento (Sanborn y col.,
1986; Griswold, 1988). Asimismo, durante la etapa prepuberal, las células de Leydig
presentan una mayor velocidad de proliferacibn y diferenciacion, procesos

metabdlicos asociados a una activa sintesis proteica (Ge y col., 1996).
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Los resultados presentados en esta Tesis demuestran que, la exposicién de
hamsteres Dorados adultos a FC durante 14-16 semanas, produce una caida del
80-85% en el volumen y el peso testicular, sin modificaciones apreciables en el peso
especifico gonadal. Estos resultados concuerdan con informes previos de la literatura
(Gaston y Menaker, 1967; Turek y col., 1975a; Ghosh y col., 1992), y mimetizan las
variaciones sufridas en los niveles séricos de LH, FSH, PRL y andrégenos.

Asimismo, en el presente trabajo se observd que, durante la etapa de maxima
regresion reproductiva, ocurre una disminucion significativa en el contenido gonadal
de ADN y proteinas, que coincide con una drastica reduccion en el numero de células
germinales testiculares, y con la cesacién de la actividad secretoria de las células de
Sertoli (Sinha Hikim y col, 1988a; Sinha Hikim y col., 1988b). En cambio, la
concentracion testicular de ADN aumenté marcadamente durante este periodo. En
condiciones estandares de luminosidad, el testiculo presenta una mezcla de células
haploides y diploides. Datos de la literatura sefialan que, la exposicion a FC ocasiona
una significativa caida en el numero de células gametogénicas, mientras que, el
contenido de células de Sertoli y Leydig permanece constante (Sinha Hikim y col.,
1988a; Sinha Hikim y col., 1988b). Asi, en la fase de involucion, el testiculo contiene
una poblacién celular netamente diploide, que explica el incremento observado en la
cantidad de ADN presente por g de tejido.

Aunque la actividad secretoria de las células de Sertoli se encuentra
notoriamente disminuida durante la fase de fotoinhibicién, Desjardins y col. (1971),
sugirieron que, las células de Leydig, espermatogonias y espermatocitos primarios
remanentes no presentarian modificaciones significativas en su capacidad de
sintetizar proteinas. En consecuencia, seria de esperar que, la concentracion
proteica gonadal no fuera afectada o disminuyera parciaimente durante la exposicion
a FC. Sin embargo, en el presente trabajo, se observé un leve aumento en la
concentracion de proteinas testiculares en condiciones restrictivas de luminosidad.
Estos resultados podrian explicarse tomando en consideracién las marcadas
alteraciones morfologicas observadas por Ghosh y col. (1992) en células de Sertoli y

Leydig provenientes de hamsteres regresionados. Dichas modificaciones incluyen
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una reduccion del volumen celular, y el subsiguiente aumento en el niumero de
células por g de tejido, a pesar de la falta de variacion en el cantidad total de células
de Sertoli y Leydig presentes en el testiculo.

Los cambios observados en el peso testicular durante el desarrollo sexual y la
exposicion de hamsteres adultos a fotoperiodos restrictivos, fueron acomparnados por
alteraciones similares ocurridas en las glandulas reproductivas accesorias. En
hamsteres Dorados, el epididimo, préstata y vesiculas seminales presentaron un
patron de crecimiento concomitante con la edad del animal. En cambio, en hamsteres
de la especie Djungarian, dichos érganos sexuales mostraron la mayor velocidad de
crecimiento entre los 23 y 36 dias de edad, disminuyendo luego en la etapa puberal,
para permanecer practicamente sin cambios en las edades correspondientes a
adultos jévenes. En todo momento del proceso de desarrollo sexual, la contribuciéon
de la masa vesicular y prostatica al peso corporal fue levemente mayor en hamsteres
de la especie Djungarian. En cambio, el peso epididimario relativo no mostré cambios
especie especificos al momento del destete y en animales adultos; aunque fue
significativamente superior en el hamster Djungarian entre los 30 y 60 dias de edad.

En epididimos y vesiculas seminales de hamsteres Dorados, se detectd un
marcado aumento en los niveles proteicos durante las etapas prepuberal y puberal,
que se asocia con un incremento en el nimero celular y grado de especializacion de
estos organos descripto en la literatura (Robaire y Hermo, 1988; Luke y Coffey, 1994;
Setchell y col., 1994).

En hamsteres Dorados se observo, un significativo descenso en el peso de las
glandulas sexuales accesorias durante el periodo de maxima regresion reproductiva
fotoinducida, que se correlaciona con una marcada caida en los niveles circulantes
de andrégenos gonadales. Puesto que, estos érganos reproductivos son hormono-
dependientes, es esperable que su masa y funcionalidad sufran variaciones paralelas
a las detectadas en la concentracidn sérica de andrégenos. Los niveles epididimarios
de proteinas y ADN disminuyeron notoriamente durante la exposicion a FC, en
concordancia con la interrupcion del aporte gonadal de fluidos y espermatozoides al

epididimo descripta por Johnson y Bartke (1991). En vesiculas seminales
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provenientes de hamsteres adultos mantenidos en FC, se detectd una significativa
disminucion en el contenido de proteinas y ADN, y un importante aumento en la
concentracion vesicular de estos parametros. Se ha descripto que, a diferencia de los
profundos cambios observados en las glandulas de otros roedores durante la
reduccién de los niveles androgénicos, las vesiculas seminales del hamster, sufren
alteraciones menos pronunciadas en el tamaro y numero de sus células epiteliales, y
en la cantidad y calidad de proteinas secretadas durante la deprivacién hormonal
(Pinho y Mata, 1992). Estos datos bibliograficos podrian explicar en parte, las
variaciones observadas, en el presente trabajo, en los niveles vesiculares de
proteinas y ADN durante la etapa de maxima involucion reproductiva.

Los resultados de esta Tesis, describen un aumento significativo en el peso de
los testiculos y las glandulas sexuales accesorias; asi como también en el contenido
tisular de proteinas y ADN durante la fase de recrudescencia. Estos resultados
concuerdan con los conceptos citados previamente por Turek y Van Cauter (1994),
sobre una activacion, en el periodo de reactivacion espontanea, de mecanismos
refractarios que tornan a los animales insensibles a la longitud de los dias.

La funcién reproductiva masculina se encuentra principalmente regulada por
hormonas sintetizadas y secretadas desde la glandula pituitaria y el testiculo. La
hipdfisis anterior controla el crecimiento y la actividad testicular a través de la
produccion de dos hormonas glicoproteicas: LH y FSH. LH se une a receptores
especificos en las células de Leydig del intersticio testicular, y estimula diferentes
procesos relacionados con la sintesis de esteroides andrégenicos. Las células de
Sertoli localizadas en los tubulos seminiferos poseen receptores para FSH. La unién
de FSH a sus receptores de membrana estimula la actividad secretoria de las células
de Sertoli, y es requisito esencial para la multiplicacion y diferenciacion de las células
germinales (Clermont, 1993). El control de la funcién testicular involucra también a la
PRL, otra hormona proteica originada en la hipdfisis. Esta hormona que posee sitios
de unién especificos en las células de Leydig, regula el nimero de receptores
gonadales de LH y estimula, en el hamster, la secrecion de FSH, controlando de este

modo la funcionalidad del sector tubular (Bartke, 1985). El principal androgeno
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producido por los testiculos de mamiferos es la T, hormona fundamental en la
regulacién de la fisiologia reproductiva del macho. Al respecto, la T controla
funciones primordiales tales como la espermatogénesis, maduracion de los
espermatozoides en el epididimo, el crecimiento y la actividad secretoria de las
glandulas sexuales accesorias, la conducta copulatoria y territorialidad (Bartke,
1985).

Los resultados presentados en este trabajo muestran que, en hamsteres
Dorados, los niveles séricos de LH y FSH sufren fluctuaciones similares durante el
proceso de desarrollo sexual, alcanzando sus maximos niveles circulantes en las
etapas de prepubertad y pubertad temprana. Estos cambios en las concentraciones
circulantes de gonadotrofinas estan de acuerdo con hallazgos de otros autores
(Vomachka y Greenwald, 1979; Urbanski y col., 1992), coinciden con el importante
aumento detectado, en este trabajo, en los niveles periféricos de Diol, y preceden al
significativo incremento en la concentracion circulante de T y DHT ocurrido entre los
46 y 60 dias de edad. Variaciones similares en los niveles plasmaticos de T y DHT
durante la ontogenia del hamster Dorado, fueron descriptas por Vomachka y
Greenwald (1979). No existen datos bibliograficos previos relacionados con los
niveles séricos de Diol en diferentes etapas del desarrollo reproductivo del hamster
Dorado. Sin embargo, el claro incremento observado en la concentracién de esta
hormona durante el periodo prepuberal, concuerda con estudios metabdlicos
realizados por otros autores (Terada y col., 1980). Al respecto, Yabumoto y col.
(1985) describieron que, los testiculos de animales inmaduros, presentan actividades
5a- y 5B-reductasas significativamente superiores a las detectadas en gonadas de
hamsteres adultos. En hamsteres prepuberes, la actividad 5B-reductasa parece
confinada a las células de Sertoli, mientras que la Sa-reduccion tendria lugar en las
células intersticiales.

Hamsteres de la especie Djungarian, presentaron variaciones en sus niveles
séricos de LH, T y DHT similares a las descriptas en hamsteres Dorados, y
coincidentes a las publicadas precedentemente en la literatura (Yellon y Goldman,

1984; Lerchl y Nieschlag, 1995). En cambio, a diferencia de lo ocurrido en la rata y en
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el hamster Dorado, especies en las cuales el principal andrégeno testicular durante Ia
etapa prepuberal es el Diol; en hamsteres Djungarian inmaduros, los niveles séricos
de este andrégeno 5a-reducido fueron equiparables a la concentracién circulante de
T.

La exposicion de hamsteres Dorados adultos a FC causé una significativa caida
en los niveles circulantes de LH, FSH y PRL; y la posterior restauracion de los
mismos durante la fase de recrudescencia reproductiva espontanea. Este marcado
descenso en la concentracion sérica de hormonas hipofisarias detectado en la fase
de regresion, concuerda con datos de otros autores (Berndtson y Desjardins, 1974,
Turek y col., 1975b; Tamarkin y col., 1976a; Bex y col., 1978). A las 9 semanas de
permanencia en fotoinhibicion, los niveles periféricos de PRL mostraron una notoria
disminucion en comparacion con el grupo control. Esta hormona que presenta
receptores en el intersticio testicular (Charreau y col., 1977), regula la secrecion
hipofisaria de FSH en el hamster (Bartke y col, 1981a). En consecuencia, la
hipoprolactinemia dectada en esta fase temprana de la regresion reproductiva, seria
responsable, en parte, del concomitante descenso en los niveles de FSH. Durante la
transicién involucién-reactivacion, FSH resulté ser la primer hormona hipofisaria en
recuperar sus niveles circulantes normales. Ha sido descripto que fotoperiodos
breves, desencadenan una marcada involucion testicular, con una disminucion en el
volumen de los tubulos seminiferos y en el tamafo de las células de Sertoli,
fenomeno que revierte el ciclo espermatogénico a sus primeros estadios (Sinha
Hikim y col., 1989a). En cambio, durante la fase de recrudescencia se ha observado
la recuperacion de dichos parametros morfométricos (Sinha Hikim y col., 1988a). Asi,
la temprana caida y restauracion en los niveles séricos de FSH actuaria, durante la
regresidn-recrudescencia resultante de la exposicion a FC, y en cada ciclo
reproductivo anual del hamster, como una sefal primaria induciendo las alteraciones
morfolégicas y funcionales observadas en los tubulos seminiferos y en el proceso
espermatogénico.

La inhibina B es un heterodimero aflg secretado por las células de Sertoli en

respuesta a la estimulaciéon con FSH (Bicsak y col., 1987), capaz de retroregular
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negativamente la secrecion de esta hormona hipofisaria (Tilbrook y col., 1991; Clarke
y col., 1993). Contrariamente, la produccién de inhibina A (afa), seria independiente
de FSH y estaria modulada por otros factores paracrinos aportados por el epitelio
(Parvinen y col., 1986). En el presente trabajo se evaluaron los niveles circulantes de
inhibina B, a través de la utilizacién de un método altamente especifico que cuantifica
los dimeros afg, sin presentar reacciones cruzadas con inhibina A, activinas y sub-
unidades B libres existentes en la circulacion general. Mientras que, la exposicion de
hamsteres Dorados a FC durante 9 semanas, produjo una marcada caida en los
niveles séricos de FSH; la concentracién periférica de inhibina B disminuyé
significativamente recién a las 12 semanas de permanencia en fotorestriccion. El
mantenimiento de niveles circulantes de inhibina B relativamente elevados durante la
fase de descenso de FSH, permite especular que, en los primeros estadios de la
regresidon gonadal fotoinducida, la liberacidn de inhibina B desde las células de
Sertoli, no seria estrictamente dependiente de esta gonadotrofina. Asi, factores
paracrinos originados en otras poblaciones celulares del testiculo sensibles a los
importantes niveles de LH que aun permanecen en circulaciéon, podrian modular
también la secrecion de inhibina B en esta fase. Por otra parte no puede descartarse
que, las células de Leydig que persisten funcionalmente activas en este estadio
temprano de la regresion gonadal, participen en la produccién de inhibina B
(Maddocks y Sharpe, 1989; Risbridger y col., 1989; de Winter y col., 1992b). Hacia
las 12-14 semanas de exposicion a fotoperiodo inhibitorio, los minimos niveles
periféricos de FSH, correlacionaron con una caida del 75% en la concentracion
sérica de inhibina B. Previamente, Kirby y col. (1993), empleando un ensayo incapaz
de discriminar las inhibinas tipo A, B y sub-unidades o libres, describieron también
una caida significativa en la reactividad a durante la fase de maxima regresion
gonadal. En este trabajo hemos podido observar que, la restauracién de los niveles
periféricos de FSH durante la fase de recrudescencia espontanea, no es
acompanada por modificaciones en la concentracion de inhibina B. Es posible que, a
tiempos mayores de permanencia en FC, en los cuales otros autores han senalado

una completa recuperacion morfolégica y funcional de la célula de Sertoli (Sinha
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Hikim y col., 1989a), los niveles circulantes de inhibina B también sean restablecidos.
Asi, las discrepancias observadas en el presente trabajo entre las concentraciones
séricas de FSH e inhibina B durante la reactivacion reproductiva temprana, podrian
resultar del requerimiento de un periodo de latencia para la restauraciéon de la
funcionalidad de las células de Sertoli, que involucre el restablecimiento de la barrera
hemato-testicular (Kliesch y col., 1991), la produccién de los principales componentes
biosintéticos intracelulares (aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico, ribosomas)
(Sinha-Hikim y col., 1989a), y la reactivacion total de la sintesis de T, hormona que
juega un papel fundamental en la regulacién de la funciéon gonadal (Mooradian y col.,
1987). Alternativamente, isoformas de FSH biolégicamente inactivas, podrian ser
secretadas en estadios tempranos de la recrudescencia (Rulli y col., 1996). De modo
similar, Kirby y col. (1993) demostraron que, cuando hamsteres Dorados
regresionados son transferidos a FN, la concentracion sérica de FSH aumenta
rapidamente, mientras que, la reactividad o no incrementa hasta tres semanas
después del restablecimiento de la concentracién de esta hormona hipofisaria. Es
interesante senalar que, la relacién observada, entre los niveles de inhibina y FSH
durante la regresion-recrudescencia del hamster Dorado, fue previamente descripta
en la oveja, a pesar de las diferencias existentes entre estas especies
reproductivamente fotodependientes (Lincoln y Mc Neilly, 1989).

El descenso detectado en la concentracién seérica de LH durante la
permanencia en condiciones restrictivas de Iuz, seria responsable de las
modificaciones morfométricas descriptas por Sinha Hikim y col. (1989b) en las células
de Leydig regresionadas. Dichos cambios involucran una disminucién en el volumen
del reticulo endoplasmatico liso de las células de Leydig, organela considerada como
el sitio de mayor concentracion de las enzimas involucradas en la biosintesis de
hormonas esteroideas. Asi, estas alteraciones en el compartimiento intersticial,
podrian explicar en parte, el descenso significativo en los niveles séricos y
testiculares de T, DHT y Diol observado, en el presente trabajo, en hamsteres foto-
involucionados. Los niveles de androgenos detectados en la fase de involucion,

coinciden con resultados previamente presentados por otros autores (Bex y col.,
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1978, Berndston y Desjardins, 1974, Turek y col., 1975a; Chandrashekar y Bartke,
1989). Hamsteres Dorados inmaduros y animales adultos sometidos a regresion
fotoinducida, presentaron concentraciones séricas de T equiparables, y
significativamente menores a las detectadas en animales adultos normales. Estos
resultados concuerdan con las semejanzas morfoldgicas a nivel gonadal descriptas
por Reiter (1980) en estos periodos. Sin embargo, los animales prepuberales
describieron un aumento significativo en los niveles séricos de Diol; mientras que,
una marcada caida en la concentracion periférica de esta hormona fue detectada
hacia las 14-16 semanas de exposicion a FC. Asi, en gonadas regresionadas, T
sigue siendo el andrégeno producido en mayor proporcion, aunque sus niveles
circulantes representan solamente el 14% de la concentracion sérica detectable en
animales adultos activos. El descenso observado en la concentracion de Diol durante
la permanencia en fotoinhibiciéon, podria resultar a partir de una reduccién en los
niveles gonadales de su precursor, y del menor estimulo del proceso esteroidogénico
como consecuencia de la disminucion en la secrecion hipofisaria de gonadotrofinas.
Por otro lado, no pueden excluirse cambios en la actividad especifica de las enzimas
metabolizantes de T.

Paralelamente al descenso en los androégenos gonadales, durante la
permanencia en fotoperiodo inhibitorio, se observd una caida significativa en los
niveles epididimarios de estas hormonas. La T y DHT (principal metabolito activo de
T), en combinacién con una amplia variedad de factores, regulan la actividad del
epididimo (Brooks, 1981). En varias especies, los andrégenos son esenciales para el
normal crecimiento y desarrollo de este érgano, y el mantenimiento de sus funciones
diferenciadas tales como la adquisicion de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides (Orgebin-Crist y col., 1981). Asi, la disminucion en los niveles
tisulares de hormonas sexuales, podria ser una de las senales que conducen a la
involucién morfologica y funcional ocurrida en el epididimo durante el mantenimiento
de los animales en condiciones inhibitorias de luminosidad; mientras que, la
restauracion espontanea de los niveles séricos de LH y FSH observada después de

16-18 semanas en FC, desencadenaria la recuperacién del peso y la actividad
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esteroidogénica gonadal, y consecuentemente, la restauracién en la concentracion
intratisular de andrégenos y funcionalidad epididimaria.

El crecimiento de cualquier 6rgano involucra un incremento concomitante en la
actividad biosintética de ADN (Coffey, 1974), ARN y proteinas (Morris y col., 1987).
La actividad ODC, enzima limitante en el camino biosintético de las PA, constituye un
parametro de alta sensibilidad en la determinacién de eventos troficos (Tabor y
Tabor, 1984). Mientras que un aumento en la produccion de estos policationes esta
asociado con el crecimiento y la especializacion celular; la reduccién de sus niveles
trae como consecuencia una disminucion en la proliferacion y diferenciacion de las
células (Russell y Durie, 1978; Russell, 1985). Las PA al estar cargadas
positivamente a pH fisiologico, interactuan con constituyentes celulares de carga
negativa tales como acidos nucleicos, proteinas y fosfolipidos (Marton y Morris, 1987,
Schuber, 1989), controlando de este modo procesos metabdlicos claves. Ademas,
estos policationes actuarian como mediadores en el mecanismo de accion de
diversas hormonas, y a modo de senales paracrinas entre distintas poblaciones
celulares (Scalabrino y col., 1991). La actividad ODC incrementa rapidamente en
respuesta a una gran variedad de estimulos tréficos como por ejemplo hormonas,
factores de crecimiento, agentes regenerativos, promotores tumorales y factores
ambientales (Pegg, 1986).

Los resultados presentados en este trabajo muestran que, el pasaje de
hamsteres adultos machos desde condiciones estandares de Iuminosidad a
fotoperiodo inhibitorio ocasiona, a tiempos cortos, una caida significativa en el
contenido gonadal de Put, Esd y Esp, y en la actividad ODC expresada por testiculo.
Durante la permanencia en FC por tiempo prolongado (18-22 semanas), estos
parametros son restaurados. Dichas modificaciones en el contenido total de PA y en
la actividad ODC, se correlacionan con las variaciones ocurridas a nivel del peso
testicular. Contrariamente, cuando se analizd la concentracion testicular de PA
(expresadas por g de tejido y mg de proteinas), se observé un marcado aumento de
la misma en los testiculos regresionados. El grado de ploidia diferencial existente

entre los testiculos activos e involucionados, torma a la concentracion de ADN
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gonadal, un parametro inadecuado para la expresion de los niveles de PA y de la
actividad ODC presentes por célula; impidiendo consecuentemente, la comparacion
de datos entre el grupo control y el grupo de maxima regresion tisular.

Existen dos explicaciones alternativas para el incremento en la concentracion
de PA detectado en los testiculos involucionados. En primer lugar, podemos suponer
que el aumento en los niveles gonadales de estos policationes durante la fase de
regresion, resulta de una mayor actividad ODC, interconversion via acetil-derivados
y/6 incorporacion desde la circulacion general. Cuando se analizd la actividad
especifica ODC testicular se observo que la misma incrementa como consecuencia
de la exposicién a FC, alcanzando sus mayores niveles a las 12 semanas, Yy
precediendo en 2 a 4 semanas a la maxima concentracién de PA gonadales
detectada. Asi, en el tejido testicular, el aumento en la actividad enzimatica
conduciria a la posterior elevacién en los niveles de PA via sintesis de novo. Por otra
parte, el contenido total de A-PA en el testiculo varié paralelamente con el peso del
6rgano; mientras que, la permanencia en condiciones de fotoinhibicion no modificé la
concentracion gonadal de A-PA. El presente estudio reveld una marcada correlacion
entre el contenido testicular de PA y sus acetil derivados durante la transicion
fotoperioddica regresion-recrudescencia. La acetilacion juega un importante papel en
el mantenimiento de los niveles celulares normales de PA, y de sus funciones
asociadas (Casero y Pegg, 1993). Ademas, existen claras evidencias indicando que
ciertos efectos de las PA son expresados a través de sus formas acetiladas
(Canellakis y col., 1989). En consecuencia, los resultados obtenidos en este estudio,
y datos previos de otros autores en otras especies (Seiler y Dezeure, 1990; Casero y
Pegg, 1993; Shapell y col, 1993) sugieren que, estos componentes acetilados
podrian actuar como reguladores homeostaticos del “"pool" intracelular de PA
adaptandolo a las necesidades fisioldgicas. Asi, el aumento en la concentracion
gonadal de Put, Esd y Esp, cuando la atrofia testicular es maxima, resultaria
conjuntamente en una mayor sintesis de novo de estos policationes como
consecuencia del incremento en la actividad ODC, y en un balance en la

interconversion con sus acetil derivados. Dicha elevacidon en los niveles de PA
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gonadales cuando la atrofia del tejido es maxima, y la concentracion circulante de LH
y FSH (mensajeros primarios en la estimulacion de la esteroidogénesis y
espermatogénesis testicular) permanece disminuida, nos permite especular que las
PA actuarian a modo de factores tréficos induciendo la recuperacion del peso,
morfologia y funcionalidad testicular en el periodo de recrudescencia espontanea. Al
respecto, datos previos de la literatura sefalan que las PA mediarian los efectos de
hormonas y factores de crecimiento en células testiculares de rata, y modularian las
divisiones mitdticas y meiéticas ocurridas durante la espermatogénesis (Shubhada y
col., 1989b; Hakovirta y col., 1993).

Sin embargo, no podemos excluir una segunda explicacién para el incremento
detectado en la concentracidn de PA durante la fase de regresion. Este aumento
podria resultar también de una produccién diferencial de PA por los distintos tipos
celulares presentes en el testiculo, y a partir de los cambios morfoldgicos ocurridos
durante la involuciéon gonadal. Si la regresion involucra una pérdida selectiva de
aquellos tipos celulares que producen bajos niveles de PA, y en consecuencia, un
enriquecimiento del testiculo en aquellas células que contienen importantes niveles
de estos policationes, estos cambios en la composicién celular gonadal podrian
conducir a un aparente aumento en la concentracion de PA en el 4rgano
regresionado. Para clarificar este controvertido punto, deberian emplearse modelos
experimentales capaces de determinar los niveles de PA presentes en células de
Sertoli, Leydig y germinales durante la exposicion a FNy FC.

Con el proposito de estudiar el rol ejercido por las PA en los 6rganos sexuales
accesorios durante la involucidon-reactivacién reproductiva, se utilizd como tejido
comparativo a las vesiculas seminales. Estas glandulas contienen significativos
niveles de PA, y en contraste con la prostata, no realizan una activa secrecion de
estos componentes (Piik y col., 1977). El patron de PA detectado en las vesiculas
seminales fue similar al descripto en el testiculo. El contenido de estos policationes y
la actividad ODC (expresada por glandula) variaron paralelamente con el peso de las
vesiculas. En cambio, la concentracidn de PA mostréo un significativo aumento

durante el periodo de involuciéon. De los tres policationes, Esd presentd cambios
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menos pronunciados durante la transicién regresion-recrudescencia. Cabe recordar
que la Esd juega un rol clave en la regulacion de la via metabdlica de interconversion
de las PA, actuando como sustrato de la Esp sintetasa y como precursor en la
formacion de Put via AT y oxidasas (Bolkenius y Seiler, 1987). La actividad
especifica ODC, disminuy6 significativamente en respuesta a la fotoinhibicion. En
consecuencia, el aumento observado en la concentracion vesicular de PA durante el
periodo de regresion, no resultaria de una sintesis de novo de estos policationes.
Estos resultados concuerdan con datos previos de nuestro Laboratorio los cuales
senalan que, en vesiculas seminales de ratdn, existe una marcada dependencia de la
actividad ODC en relacion a PRL (Gonzalez y col., 1991). Asi, la caida en la actividad
ODC y en los niveles de PRL circulantes en animales regresionados, indicaria que,
también en el hamster, esta hormona hipofisaria juega un papel fundamental en la
regulacion de esta actividad enzimatica. La concentracion intracelular de PA es
modulada por un balance entre incorporacion y biosintesis por un lado, y
retroconversion y eflujo por otro (Shappell y col.,, 1993). Cuando la biosintesis es
inhibida o inactivada, el crecimiento puede ser sustentado con PA exdgenas (Kramer
y col., 1989; Pilz y col., 1990; Nicoll y col.,, 1994). Entonces, el transporte de PA
dentro y fuera de la célula se toma critico para el mantenimiento del "pool"
intracelular de estos policationes (Seiler y Dezeure, 1990). Asi podemos especular
que, en lugar de la sintesis de novo, otras fuentes se mobilizan para restablecer los
niveles de PA glandulares, y consecuentemente, la actividad ODC no seria un pre-
requisito para la restituciéon de la integridad de las vesiculas seminales durante la
etapa de recrudescencia reproductiva. La incorporaciéon de PA desde la circulacion
general con un probable origen testicular, brinda una explicacion alternativa para el
aumento en la concentracion de estos policationes en vesiculas seminales durante el
periodo de involucién reproductiva. Pero también, cambios en la composicion celular
de esta glandula durante la fase de regresién, podrian conducir a un aparente
incremento de la concentracion de PA. Asi, la pérdida preferencial de aquellos tipos
celulares que contienen bajos niveles de PA es una hipdtesis que no puede ser

excluida.
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El contenido de acetil derivados varié concomitantemente con el peso de la
glandula, y se correlaciond con el contenido de PA presente en las vesiculas
seminales durante la transicion regresion-recrudescencia inducida por la exposicion a
FC. Un aumento sigificativo de la concentracién vesicular de A-put, N'A-esd y
N'A-esp fue detectado durante el periodo de maxima involucion reproductiva. Aunque
el mecanismo por el cual las PA y sus formas acetiladas afectan la funcion celular no
ha sido bien establecido, es sabido que, si las PA no estan presentes, las células no
crecen o sobreviven (Kramer y col., 1989). Entonces, cambios foto-relacionados en
los niveles de Put, Esd y Esp, tanto en testiculos como en vesiculas seminales,
podrian desencadenar el crecimiento y regeneracion de estos érganos reproductivos
durante la fase de recrudescencia espontanea ocurrida a tiempos prolongados de
permanencia en fotorestriccion, o bien actuar como sefales secundarias mediando la
accion de hormonas y factores tréficos en esta etapa.

Las alteraciones enddcrinas asociadas con la regresion-recrudescencia del
aparato reproductivo en el hamster adulto, asi como también, los cambios
hormonales que desencadenan el proceso de maduracion sexual, estarian bajo el
control de diversos neurotransmisores hipotalamicos, entre ellos, catecolaminas,
5-HT, dopamina, opioides, y aminoacidos excitatorios (Brown, 1971; Muller y col,,
1972; Ondo y col., 1976; Price y col., 1978; Price y col., 1979, Blank y col., 1979;
Sarkar y col., 1981; Steger y col., 1982; Moguilevsky y col., 1985; Colwell y col., 1991,
Urbanski y col., 1992) . Sin embargo, la influencia de estos compuestos no se limita al
sistema nervioso central, sino que se ha descripto también la presencia de ciertos
neurotransmisores en érganos periféricos no neuronales en donde podrian ejercer
localmente un rol fisiolégico. Trabajos previos de nuestro Laboratorio han permitido
detectar importantes concentraciones de norepinefrina, epinefrina, dopamina
(Campos y col.,, 1990a), 5-HT (Campos y col., 1990b) y GABA (Ritta y col., 1987) en
el testiculo de la rata prepuberal y adulta; neurotransmisores que modularian la
capacidad esteroidogénica gonadal afectando la funcionalidad de las células de
Leydig. Basados en estos antecedentes, y teniendo en cuenta las significativas

variaciones ocurridas en la concentracién androgénica testicular durante el proceso
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de maduracion sexual y en la transicion fotoperiddica regresion-recrudescencia en el
hamster macho, nos resulté de interés evaluar la presencia de GABA y 5-HT en
diferentes estadios funcionales de la génada y glandulas sexuales accesorias
(prepubertad, pubertad, adultez, regresién, reactivacién); y su posible impacto sobre
el proceso esteroidogénico.

El presente estudio nos permitié detectar la presencia de GABA en gdnadas de
las dos especies de hamsteres estudiadas, en diferentes etapas del desarrollo
ontogénico. Un claro incremento en la concentracion gonadal de GABA durante el
periodo prepuberal pudo observarse tanto en hamsteres Dorados como en
hamsteres de la especie Djungarian. Un perfil similar en la concentracion gabaérgica
en testiculos de rata, ha sido previamente descripto por Ritta y Calandra (1986).
Cuando el contenido testicular de GABA fue evaluado, se observo un perfil especie
dependiente. Asi, en hamsteres Dorados, el contenido gabaérgico gonadal aumenté
paulatinamente a lo largo del proceso de desarrollo sexual, mientras que, en
hamsteres de la especie Djungarian, se detectd un significativo incremento en la fase
prepuberal. Al correlacionar los niveles testiculares de GABA con la concentracion
plasmatica de gonadotrofinas y andrégenos se puede observar que, el aumento
ocurrido en los niveles del neurotransmisor durante |a etapa prepuberal del hamster
Dorado coincide con los maximos niveles circulantes de LH y Diol detectados;
mientras que, el importante incremento en el contenido gabaérgico gonadal en el
periodo puberal-adulto, se asocia con significativos niveles séricos de LH, T y DHT.
Sin embargo, estas conclusiones no pueden ser extendidas al hamster Djungarian.
Por esta razén, podriamos suponer que, a pesar de las similitudes existentes entre
estas dos especies de hamsteres, GABA desempenaria un rol especie especifico
durante la maduracién de la funcién gonadal.

Paralelamente, hemos analizado la presencia de GABA en testiculos de
hamsteres Dorados adultos sometidos a diferentes condiciones de luminosidad. Los
niveles gonadales de GABA son significativamente alterados durante la transicion
fotoperiddica regresién-recrudescencia. Durante la fase de involucion, se observa un

marcado incremento en la concentracion gabaérgica testicular, que se correlaciona
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con una significativa disminucion en los niveles circulantes de gonadotrofinas, y en el
contenido intratesticular de T, DHT y Diol. Los importantes niveles de GABA
detectados en testiculos regresionados, podrian ser el resultado de un genuino
aumento en la capacidad biosintética gonadal de este neurotransmisor, una mayor
incorporacion de GABA desde la circulacion general o inervacion periférica, o bien de
alteraciones en el catabolismo gabaérgico. Alternativamente, el incremento testicular
de GABA en la fase de regresion, podria derivar de una produccion diferencial del
neurotransmisor en las distintas poblaciones celulares presentes en el testiculo, y de
un selectivo enriquecimiento, en aquellos tipos celulares que contienen altos niveles
gabaérgicos. La permanencia prolongada en condiciones de fotoinhibicion, que
conduce al restablecimiento de la capacidad biosintética y secretoria hipofisaria y
gonadal en esta especie, permitié observar un retomo de los niveles testiculares de
GABA a sus niveles controles.

En el presente estudio se detectdé también, la presencia de 5-HT y de su
principal catabolito el 5-HIAA en testiculos del hamster Dorado. La concentracion
serotoninérgica en el parénquima gonadal, aumenta marcadamente durante la etapa
prepuberal del desarrollo sexual, en la cual se detectan los maximos niveles séricos
de LH y Diol; y en el periodo puberal-adulto, caracterizado por significativos niveles
circulantes de gonadotrofinas y T. De manera similar, en la capsula testicular
aislada, los maximos niveles de 5-HT y 5-HIAA fueron detectados en animales
inmaduros y adultos jévenes. Por otra parte, en el periodo de maxima regresion
reproductiva resultante de la exposicion a FC durante 14 semanas, el contenido
testicular de 5-HT y 5-HIAA disminuy6 significativamente, coincidiendo con los
minimos niveles séricos de LH y la menor concentracion gonadal de androgenos
detectada. La permanencia durante tiempo prolongado (22 semanas) en condiciones
restrictivas de luminosidad, no provocd cambios significativos en los niveles
serotoninérgicos gonadales, sefalando que, este neurotransmisor no ejerceria un rol
relevante durante el restablecimiento de la funcionalidad testicular. Cabe recordar
que, en la etapa de recrudescencia espontanea, los niveles séricos de LH han sido

restaurados; mientras que, la concentracion testicular de T si bien se encuentra
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elevada en relaciéon con el periodo de maxima involuciéon gonadal, permanece aun
notoriamente disminuida en comparacion con el grupo control.

Los resultados presentados sugieren que, GABA y 5-HT podrian actuar a modo
de factores regulatorios locales autocrinos y/6 paracrinos de la funciéon gonadal en el
hamster. Asi, los niveles significativos de estos neurotransmisores encontrados en
etapas del desarrollo sexual y condiciones fotoperiddicas caracterizadas por
elevadas concentraciones circulantes de LH y FSH, nos permitirian inferir un rol
modulador estimulatorio o inhibitorio de 5-HT y GABA en la accion de las
gonadotrofinas sobre la esteroidogénesis testicular. Alternativamente, no puede
descartarse, una participacion gabaérgica y/6 serotoninérgica en la funcionalidad del
sector tubular y en la produccion testicular de espermatozoides.

La presencia de 5-HT y GABA en la gonada del hamster puede derivar de
diferentes origenes.

La circulacion general y la irrigacion arterial, podria aportar al testiculo
neurotransmisores sintetizados en sistema nervioso central y/u otros tejidos
periféricos neuronales. Las gonadas estan irrigadas por la arteria espermatica que
recorre el margen epididimario del testiculo, rodea el polo caudal, describe
ondulaciones alrededor de la superficie libre, penetra en el parénquima testicular en
la vecindad de la rete testis y a partir de alli se ramifica (Setchell y col., 1994). La
5-HT presente en sangre esta principalmente contenida en granulos secretorios
dentro de las plaquetas quedando solamente un 10% libre (Chik y col., 1986;
Gonzales y col., 1992). Shafer y col. (1981), determinaron que la concentracién
sérica de GABA en ratas macho es de aproximadamente 0.63+ 0.21 uM. Minuk y
Maccannell (1988), y mas recientemente Leader y col. (1992), establecieron que la
concentracion plasmatica media de GABA en humanos es 0.3 + 0.03 uM. La
maduracion testicular ocurrida durante el desarrollo reproductivo, involucra un
aumento en la vascularizacién gonadal (Kormano, 1967). Asimismo, los testiculos
regresionados del hamster Dorado que se asemejan a las génadas inmaduras
(Lincoln, 1981; Berkowitz y Heindel, 1984), presentan una reduccion del 85.5% en el

volumen absoluto de los vasos sanguineos existentes por érgano, en comparacion
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con los niveles hallados en animales controles gonadalmente activos (Sinha Hikim y
col, 1988a; Sinha Hikim y col., 1988b). Durante la recrudescencia reproductiva
fotoinducida, Mayerhofer y col. (1989a) han detectado profundos cambios en la
microvascularizacion testicular que involucran eventos angiogénicos y una
regeneracion de nuevos vasos a partir del tejido pre-existente. Teniendo en cuenta
estos datos de la literatura no es posible descartar que, parte de los significativos
niveles testiculares de 5-HT y GABA detectados en las gbnadas del hamster en
periodos claves del proceso de maduracién sexual y la transicion fotoperiddica
regresion-recrudescecia, procedan de la circulacién general.

Por otra parte, el testiculo presenta una importante inervaciéon periférica,
principalmente desde el nervio espermatico superior, el cual podria proveer a la
gdnada con neurotransmisores producidos en el sistema nervioso central o periférico.
En la mayoria de las especies estas fibras inervan la capsula testicular acompanando
a los vasos sanguineos que la recorren (Risley y Skreptos, 1964; Norberg y col,,
1967a). Se han observado numerosas fibras inervando el musculo liso de la tunica
albuginea en el mono rhesus y hombre (Yamashita, 1939; Hodson, 1970); la tunica
vasculosa en el toro (Shioda y Nishida, 1966); y también la tunica vaginalis en el
perro, gato y hombre (Yamashita, 1939; Corona, 1953). Por otra parte, se detectaron
fibras nerviosas que penetran al interior del testiculo inervando el tejido intersticial y a
las células mioides de los tubulos seminiferos en el gato, mono rhesus y hombre
(Norberg, 1967b; Baumgarten y Holstein, 1967, Hodson, 1970; Nistal y col.,, 1982,
Okkels y Sand, 1940; Campenhout, 1949; Mayerhofer, 1996; Setchell y col., 1994).
Estudios histoquimicos parecen indicar que la rata es una excepcion, puesto que los
mismos describen la presencia de fibras nerviosas fluorescentes en la tunica
albuginea y la tunica vasculosa del testiculo, asi como también en el mediastino y
acompanando a las arterias y arteriolas gonadales, pero no han sido capaces de
identificar nervios en las cercanias de las células de Leydig o penetrando los tubulos
seminiferos (Dayan, 1970; Bell & Mc Lean, 1973; Zhu y col., 1995). No obstante, el
parénquima testicular de la rata podria recibir neurotransmisores a través de una

inervacion indirecta comun en el sistema nervioso periférico. La inervacién indirecta
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involucra la liberacién de neurotransmisores desde varicocitos (acumulaciones de
vesiculas portadoras de neurotransmisores) al fluido intersticial a fin de que los
mismos alcancen rapidamente las células blanco portadoras de receptores
(Burnstock, 1986; Mayerhofer, 1996). No existen datos en la literatura sobre el patrén
de inervacion testicular en el hamster, y/o cambios asociados con la edad y el
fotoperiodo.

Campos y col. (1990b) observaron que, la excision del nervio espermatico
superior proveniente del plexo renal y en intimo contacto con la arteria espermatica,
causa una caida del 34% en los niveles serotoninérgicos presentes en el testiculo de
la rata. La importante concentracién de 5-HT detectada en la capsula testicular del
hamster Dorado, y en menor grado en el parénquima gonadal, sefalarian un
probable origen neural de este neurotransmisor, aunque fuentes alternativas no
pueden ser excluidas. Comparativamente, debe evaluarse la posibilidad de que
GABA alcance la génada por inervacion extrinseca, tal como fue previamente
descripto en las trompas de Falopio (Fernandez y col., 1985; Celotti y col., 1986). La
informacién bibliografica relacionada con modificaciones en el numero y calidad de
las fibras nerviosas que inervan el testiculo durante el desarrollo sexual es escasa.
Nistal y col. (1982) observaron un aparente incremento de varicocitos adyacentes a
las células mioides en el testiculo de nifios y hombres hipogonadales. Prince (1992)
describié un marcado aumento en el nimero de fibras nerviosas desde el estadio
neonatal al prepuberal. Similarmente, en el presente trabajo, hemos detectado un
significativo incremento en los niveles gonadales de 5-HT y GABA durante la
prepubertad en el proceso de desarrollo sexual del hamster.

Los mastocitos testiculares y las células de Leydig, han sido postulados como
fuentes serotoninérgicas gonadales (Kops y col., 1990; Tinajero y col., 1993a). Los
mastocitos derivan de células troncales del sistema hematopoyético que migran a
tejidos periféricos en los cuales bajo el control de factores locales sufren
diferenciacion y proliferacion (Kitamura y col., 1981; Kitamura, 1989). La presencia de
abundantes granulos secretorios en el citoplasma de los mastocitos, es un excelente

marcador de su diferenciacion celular (Gaytan y col., 1992). Estas células contienen
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importantes concentraciones de histamina (Mayerhofer y col., 1989b) y 5-HT en sus
granulos (Enerback, 1986; Gaytan y col., 1990), y serian la principal fuente
secretoria de 5-HT en el testiculo de la rata (Aguilar y col., 1995). En el hamster, los
mastocitos gonadales se encuentran ubicados en la periferia del testiculo bajo la
capsula testicular cercanos a los nervios y vasos sanguineos sub-capsulares;
mientras que, en los espacios intersticiales, no han sido detectados (Mayerhofer y
col., 1989b). Contrariamente, en el testiculo humano normal, se ha descripto la
presencia de mastocitos en tejido intersticial (Nistal y col., 1984; de Kretser y Kerr,
1994). Durante el procesamiento del material realizado en el presente trabajo a fin de
separar la capsula del parénquima testicular, los mastocitos podrian quedar
adheridos a la misma y contribuir, en parte, a la importante concentraciéon de 5-HT
detectada en la capsula testicular del hamster a todas las edades del proceso de
maduracion sexual, y en los diferentes estadios de la transicidn regresion-
recrudescencia analizados. Aun no se conoce cual seria la importancia funcional de
estas células en el testiculo. Sin embargo, se ha observado la aparicion de
abundantes mastocitos durante la etapa de recuperacion que sigue a la destruccién
selectiva de las células de Leydig con etileno dimetano sulfonato (EDS),
conjuntamente con un incremento en la concentracion de 5-HT en el fluido intersticial
y la capsula testicular de la rata (Gaytan y col., 1992; Aguilar y col., 1995). Estos
resultados sugieren que los compuestos producidos en los mastocitos gonadales,
tendrian un rol clave en la restauracién de la actividad normal del testiculo (Sharpe y
col., 1988; Aguilar y col., 1995). Sin embargo, en el presente estudio, los niveles de
5-HT permanecieron significativamente bajos en la etapa de recrudescencia gonadal
espontanea resultante de la exposicion de hamsteres machos a FC durante tiempo
prolongado. Esto sefalaria que, la 5-HT no ejerceria un rol relevante durante el
restablecimiento de la funcionalidad testicular en condiciones fisiolégicas normales.
En 1990b, Campos y col., detectaron la presencia de 5-HT en células
intersticiales aisladas de rata. Posteriormente, Tinajero y col., (1993a) demostraron
que las células de Leydig de rata liberan importantes concentraciones de esta amina

al Medio de cultivo en respuesta a un estimulo agudo con hCG mediante un
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mecanismo dependiente de AMPc. Sin embargo, en 1995, Aguilar y col., no hallaron
cambios significativos en los niveles testiculares de 5-HT luego del tratamiento de las
ratas con EDS, sugiriendo que, en la rata, las células de Leydig no serian una fuente
importante de 5-HT gonadal.

En el presente trabajo se ha detectado una significativa correlacion entre las
variaciones ocurridas en el contenido testicular de GABA y Glut, tanto en el proceso
de maduracion reproductiva de las dos especies de hamsteres analizadas, como en
la transicion fotoperiddica regresién-recrudescencia en hamsteres Dorados. La
exposicién a FC durante 14 semanas, produjo un aumento del 100% en la actividad
especifica GAD en el testiculo, coincidente con una marcada disminucién en los
niveles gonadales de Glut, y un importante incremento en la concentracién tisular de
GABA. En sistema nervioso central, la sintesis de GABA emplea como sustrato
fisiologico al Glut y depende de la actividad enzimatica GAD. Tillakaratne y Tobin
(1986), Tobin (1989), y Tilakaratne y col. (1992), demostraron la presencia en el
testiculo de la rata de ARNms correspondientes a la forma de la enzima GAD de
peso molecular 67.000. Mediante el empleo de la técnica de hibridizacion in situ se
detectaron ARNms codificantes para GAD de diferentes tamaros en espermatocitos y
espermatidas localizados en los tubulos seminiferos de rata (Persson y col., 1990,
Tillakaratne y col, 1992). Asimismo, Persson y col. (1990) identificaron
inmunoreactividad GAD en espermatozoides de eyaculados humanos. Los niveles de
ARNms fueron bajos durante el periodo prepuberal, y aumentaron graduaimente a lo
largo del proceso de maduracién sexual de la rata (Persson y col., 1990). Estos
antecedentes de la literatura concuerdan con el marcado incremento en el contenido
gabaérgico gonadal detectado durante el desarrollo puberal del hamster. En
consecuencia, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que, el Glut
seria una importante fuente enddégena de GABA a nivel testicular. Sin embargo,
caminos metabdlicos alternativos que conducen también a la sintesis gonadal de este
neurotransmisor no pueden ser descartados. En diferentes tejidos periféricos GABA
es sintetizado también a partir de Put mediante la actividad de MAOs o DAOs (Seiler,

1980; Andersson y Henningsson, 1980; Andersson y col., 1980). El analisis de
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regresion lineal entre el contenido gonadal de Put y GABA, detectd una estrecha
correlacién entre ambas variables. Asi, paralelamente a los niveles glutamatérgicos
testiculares y la actividad GAD, las PA podrian actuar como una fuente adicional en
la sintesis de GABA en las gonadas del hamster.

Alternativamente, los significativos niveles de 5-HT y GABA detectados durante
la ontogenia y la transicién fotoperiddica regresion-recrudescencia en el hamster,
podrian resultar de modificaciones en su catabolismo. La presencia de 5-HT y de
su principal metabolito el 5-HIAA en la gbnada del hamster, evidencia la existencia de
una degradacion enzimatica de la 5-HT por actividad de una MAO testicular. El
calculo de la relacion 5-HIAA/5-HT realizado en el presente trabajo, permite describir
variaciones en el catabolismo de este neurotransmisor. En parénquina testicular del
hamster Dorado, dicha relacién aumenta levemente durante el periodo prepuberal-
puberal. Sin embargo, en la adultez esta relacidon es tres veces mayor que la
detectada a los 23 dias de edad. Comparativamente, en la capsula testicular, la
relacion 5-HIAA/5-HT se duplica a los 90 dias de edad. Estos resultados sefalan
que, durante la fase adulta, ademas del significativo aumento en los niveles
serotoninérgicos, existe un marcado incremento en el catabolismo de la 5-HT tanto
en el parénquima como en la capsula testicular. Estos resultados coinciden con un
estudio previo realizado por Ellis y col. (1972), en el que demuestran que, la actividad
MAO en el testiculo de la rata, se localiza en el sector intersticial y en las paredes de
los tubulos seminiferos. Estos autores sefnalan ademas, que la actividad MAO, se
encuentra directamente relacionada con el grado de desarrolio testicular y la
capacidad biosintética de andrégenos de la goénada. La exposicion de hamsteres
Dorados adultos a FC, no produjo cambios significativos en la relacién 5-HIAA/S-HT
capsular, mientras que, en parénquima testicular, dicha relacién fue notoriamente
disminuida durante la permanencia en fotoperiodo inhibitorio. En consecuencia es
razonable especular que, en condiciones restrictivas de luminosidad, en las cuales
los niveles serotoninégicos gonadales descienden significativamente, el catabolismo
de este neurotransmisor es bloqueado a fin de preservar sus niveles basales que

serian de relevancia fisioldgica.
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La metabolizacién de GABA, es dependiente de la actividad de la enzima
GABA-T. En cerebro, la administracién del acido amino-oxiacético, un inhibidor de la
actividad GABA-T, aumenta marcadamente los niveles tisulares del neurotransmisor
(Perry y Hansen, 1973; Bernasconi y col., 1982). Asi, la actividad GABA-T ejerceria
un rol fundamental en el mantenimiento del equilibrio homeostatico en la
concentracion gabaérgica cerebral. Contrariamente, el empleo de este inhibidor, no
produce cambios en la concentracién de GABA presente en la glandula adrenal,
ovario y oviducto de la rata (Erdé y col.,, 1982, Caron y col., 1988). Nuestros
resultados demuestran que, en hamsteres Dorados adultos, la inyeccion intra-
peritoneal de acido amino-oxiacético a la dosis fisiolégica de 35 mg/kg de peso
corporal, no modifica singificativamente la concentracion gabaérgica testicular. Sin
embargo, debe evaluarse también la posibilidad de que este inhibidor de la actividad
GABA-T no alcance el tejido testicular como consecuencia de la presencia de la
barrera hematotesticular, y/o se requieran concentraciones superiores del mismo
para detectar alteraciones en el catabolismo gonadal de GABA.

En el aparato genital femenino, ademas de los niveles significativos de GABA
detectados en el ovario (Erdd y col., 1982; Apud y col., 1984, Erd6, 1984, Erdé y col.,
1984; Fernandez-Pardal y col., 1984; Erdé y Kiss, 1986; Louzan y col., 1986; Erdd
y col., 1989; Erddé y Wolff, 1990), se ha descripto también la presencia de este
neurotransmisor en 6rganos sexuales accesorios tales como el utero (Fernandez-
Pardal y col., 1984; Gimeno y col., 1986; Louzan y col., 1986; Erdé y Wolff, 1990) y
oviducto (Del Rio, 1981; Erd6 y col., 1982; Apud y col., 1984, Erdo, 1984; Erdé y col.,
1984; Fernandez-Pardal y col., 1984; Cellotti y col., 1986; Erddé y Amenta, 1986;
Erd6 y Kiss, 1986; Erdd y col., 1986; Gimeno y col., 1986; Louzan y col., 1986,
Murashima y Kato, 1986; Erdd y col., 1989; Erd6é y Wolff, 1990). Los resultados
presentados en este trabajo, describen la presencia de GABA en epididimo y
vesiculas seminales del hamster Dorado, en diferentes estadios del proceso de
desarrollo sexual, y durante la transicién fotoperiodica regresion-recrudescencia. En
dichos o6rganos reproductivos, la concentracion tisular de GABA fue

significativamente mayor en la etapa prepuberal. E! descenso detectado en la
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concentracién gabaérgica a lo largo del proceso de maduracién sexual podria
resultar en una disminucidén en la biosintesis tisular de GABA y/6 de una menor
incorporacion del neurotransmisor desde fuentes externas. Alternativamente, la
disminucién observada en la concentracion gabaérgica en epididimos y vesiculas
seminales del hamster durante el periodo puberal-adulto, podria responder a un
marcado aumento en |os tipos celulares que no contienen GABA como consecuencia
de procesos de proliferacién y diferenciaciéon. El incremento detectado en el
contenido gabaérgico durante la etapa adulta, permite descartar la primera
posibilidad, y valida la hipétesis de un aumento en el numero de células que no
presentan al neurotransmisor; asociado con una mayor actividad biosintética y/é una
mayor captacion de GABA por los tipos celulares portadores de este
neurotransmisor.

La exposicion a FC, aumentd significativamente la concentraciéon epididimaria
de GABA; mientras que, indujo una marcada caida en el contenido tisular del
neurotransmisor. Por otra parte, no se observaron cambios foto-dependientes en la
concentracion de GABA presente en vesiculas seminales, mientras que, el contenido
del neurotransmisor descendié significativamente durante el periodo de maxima
involucién reproductiva. Estos resultados sefnalarian que, el epididimo y las vesiculas
seminales presentan, durante la fase de regresién, una notoria pérdida en el niumero
de células, preferencialmente en aquellos tipos celulares que no contienen GABA.

Receptores gabaérgicos tipo A (Erd6é y Wekerle, 1990; Wistrom y Meizel, 1993;
Blackmore y col., 1994) y proteinas transportadoras de GABA (Aanesen y col., 1995;
Aanesen y col, 1996) han sido identificados en las membranas de células
germinales. En consecuencia, GABA podria ejercer un efecto directo sobre la
viabilidad y/o funcionalidad de los espermatozoides.

Por otra parte, Erdd y Amenta (1986) sefialaron que, GABA podria regular la
actividad secretoria del oviducto. Tillakaratne y col. (1992) describieron la presencia
de ARNms correspondientes a las proteinas GAD de pesos moleculares 65000 y
67000 en el oviducto de la rata, que actuarian distintivamente sobre la motilidad ciliar

y la funcion secretoria de este érgano. Comparativamente, las vesiculas seminales
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presentan células epiteliales, mayoritariamente cilindricas seudoestratificadas, que
contienen granulos secretorios (Geneser, 1988b). Las alteraciones detectadas en los
niveles vesiculares de GABA a lo largo del proceso de maduracién sexual, y durante
la exposicidn de animales adultos a FC, podrian estar asociadas con los cambios
morfologicos y funcionales observados en las vesiculas seminales del hamster en
estos periodos. Asi, mientras que la proliferacion y diferenciacion del epitelio
glandular ocurridas durante la adquisicion de la funcién sexual, se correlacionan con
un gradual aumento en el contenido vesicular de GABA; la significativa disminucion
de los niveles gonadales de androgenos detectada en condiciones luminicas
restrictivas, que disminuye el numero y tamano de las células epiteliales y conduce a
la pérdida del material secretorio glandular (Pinho y Mata, 1992), ocurre
concomitantemente con el marcado descenso en los niveles vesiculares gabaérgicos
detectado durante la exposiciéon a FC. Asi, este neurotransmisor podria participar
activamente en la modulacién de la secrecion tisular en los diferentes estadios
funcionales de las vesiculas seminales del hamster.

Como se ha citado previamente para el testiculo, la presencia de GABA en
epididimos y vesiculas seminales del hamster, puede derivar a partir de la inervacién
y/6 irrigacién local de los mismos, o bien de su sintesis endogena.

La exposicion de hamsteres Dorados adultos a FC durante 14 semanas, que
condujo a una marcada caida en los niveles epididimarios de Glut, y a un aumento
significativo en la concentracién gabaérgica; no produjo cambios significativos en la
actividad GAD especifica de este 6rgano. En consecuencia, a diferencia de lo
ocurrido en testiculo, Glut no seria una fuente importante en la biosintesis
epididimaria de GABA, pudiendo desempefiar algun otro rol fisioldgico en este
6rgano. En 1994, Kvidera y Carey senalaron que, la sintesis epididimaria de
glutamina a partir de glutamato, amonio y ATP, crearia el ambiente 6ptimo para la
maduracion espermatica, mantendria el balance acido-base, removeria el amoniaco
luminar, y produciria la glutamina necesaria para la biosintesis de &acidos nucleicos.

E! aumento paulatino en el contenido epididimario de GABA observado en este

trabajo a lo largo del desarrollo puberal; asi como también, la marcada caida en los
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niveles gabaérgicos en epididimos regresionados, se correlaciona con el niumero de
espermatozoides detectado por otros autores en este érgano reproductivo durante
dichas etapas (Sinha Hikim y col., 1988a; Van Haaster y de Rooij, 1993). Asi, las
alteraciones descriptas en los niveles epididimarios de GABA, podrian responder a
cambios cuantitativos ocurridos en la poblacién de células sexuales GAD-positivas
(Persson y col., 1990; Tillakaratne y col., 1992), durante la ontogenia y la transicién
fotoperiddica regresion-recrudescencia.

Los cambios detectados en el contenido de GABA en las vesiculas seminales
durante el proceso de maduracion sexual y la transicion fotoperiddica regresion-
recrudescencia del hamster Dorado, presentaron una marcada correlacién con las
variaciones ocurridas en los niveles de Giut y Put en este érgano sexual. En
consecuencia, los niveles gabaérgicos presentes en estas glandulas, podrian resultar
de la sintesis enddgena del neurotransmisor, aunque fuentes alternativas deben ser
también consideradas.

Con el fin de analizar el rol ejercido por GABA y 5-HT en la produccién testicular
de androgenos, en forma independiente de las acciones de otros factores vy
hormonas extragonadales, se disenaron experimentos in vitro en los que se
determind la respuesta esteroidogénica en presencia de los neurotransmisores en el
Medio de incubacion. Previo al desarrollo de dichos protocolos, se procedi6 a
establecer las condiciones experimentales adecuadas para la evaluacién de la
produccién de T, DHT y Diol a partir de fragmentos testiculares y/o células
intesticiales provenientes de hamsteres inmaduros y adultos mantenidos en FN, o de
animales fotoregresionados.

Durante el andlisis de la produccion de andrégenos en presencia de
concentraciones crecientes de hCG en el Medio de incubacién, pudo observarse que,
fragmentos testiculares provenientes de animales adultos mantenidos en FC,
requirieron aproximadamente la mitad de hCG que los testiculos activos para
alcanzar el 50% de la estimulacion maxima. Datos previos de la literatura sefalan la
existencia de un menor numero de receptores a hCG/LH en testiculos involucionados
(Bex y Bartke, 1977; Klemcke y col., 1981). Sinha Hikim y col., (1989c), han
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propuesto que, dicha reduccién en el niumero de receptores gonadales a LH
resultaria de una disminucién en la superficie de las células de Leydig, puesto que, la
cantidad de receptores por unidad de area celular no varia durante la fase de
regresion. No obstante, es sabido que, la ocupacion de una pequefa fraccion de los
receptores gonadales de LH en la rata, es suficiente para alcanzar la respuesta
esteroidogénica maxima (Catt y col., 1980). Por otra parte, no se han detectado
cambios de afinidad en los receptores a LH como resultado la exposiciéon a FC (Bex y
col., 1978; Klemcke y col.,, 1984). En consecuencia, los resultados obtenidos en el
presente trabajo nos permiten suponer que, los receptores a hCG/LH localizados en
testiculos regresionados, serian mas sensibles a la estimulacién hormonal que los
presentes en gbnadas de animales aduitos normales. Similarmente, en el ratén de
pies blancos, otra especie que sufre alteraciones reproductivas estacionales, Knotts y
Glass (1988) detectaron que las células de Leydig inactivas como consecuencia de la
exposicion a FC, presentan una sensibilidad incrementada a la estimulacion con hCG
y dbAMPc.

La DEs, en respuesta a hCG, calculada en testiculos de animales prepuberales,
fue similar a la obtenida en génadas de hamsteres adultos mantenidos en FN. Entre
los 14 y 28 dias de edad, se ha observado, en el testiculo de la rata, células de
Leydig precursoras que presentan receptores de LH cortos y no funcionales
consistentes solamente en su dominio extracelular. A partir de los 28 dias de edad,
estas células precursoras se transforman en células de Leydig funcionales
caracterizadas por la presencia de un importante niimero de receptores a hCG/LH en
su membrana plasmatica (Bortolussi y col., 1990; Zhang y col.; 1994; Ge y col,,
1996). A partir de los datos bibliograficos precedentes, y teniendo en cuenta las
semejanzas existentes entre el desarrollo sexual de la rata y el hamster Dorado
(Bartke, 1985), es posible inferir que, los hamsteres prepuberes de 36 dias de edad
utilizados en los experimentos in vitro en el presente trabajo, poseen células de
Leydig morfolégica y funcionalmente desarrolladas. Asi, la respuesta similar a la
estimulacién con hCG encontrada entre animales adultos e inmaduros, podria

resultar de la existencia de receptores funcionales en ambos estadios, y de la
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ausencia de variaciones en la afinidad y/o sensibilidad durante el proceso de
maduracién reproductiva.

En hémsteres adultos mantenidos en condiciones estandares de luminosidad,
el andrégeno producido en mayor proporcion es la T, presentando una concentracion
testicular entre 2 y 3 veces superior a la de DHT, y 7 veces mas alta que la hallada
para Diol. Comparativamente, en los presentes estudios in vitro, la produccién basal y
post-hCG de T triplicd y duplicd, respectivamente, los niveles de DHT secretados, y
supero significativamente los niveles de Diol liberados al Medio.

En hamsteres Dorados, la concentracion sérica de Diol a los 30 dias de edad,
es 5 veces superior que los niveles circulantes de T y DHT. De igual modo, en los
experimentos in vitro, la produccién de Diol basal y estimulada con hCG, fue
significativamente superior a los niveles de DHT liberados al Medio, y 8 veces mas
alta que la produccion de T detectada.

En gbnadas involucionadas de hamsteres Dorados adultos, la principal
hormona sexual es la T, la cual muestra una concentracién 5 veces superior a los
niveles de DHT y Diol. No obstante, la concentracion de T en testiculos
regresionados representa solo el 25% de los niveles detectables en las gonadas
funcionalmente activas de animales adultos mantenidos en FN. En cambio, los
estudios in vitro efectuados en el presente trabajo sefialan que, la produccién basal y
post-hCG de Diol en fragmentos testiculares provenientes de hamsteres adultos
expuestos a FC, es entre 8 y 10 veces mas alta que la observada para T, y
quintuplica los niveles de DHT secretados al Medio de incubacion. Por otra parte, las
concentraciones de DHT y Diol liberadas al Medio a partir de testiculos
involucionados, son 9 y 45 veces mayores que los niveles gonadales de estas
hormonas determinados in vivo. Estos resultados demuestran que la significativa
caida en el contenido de andrégenos testiculares detectada en los hamsteres
mantenidos en fotoinhibicidn, no puede ser atribuida exclusivamente a la ausencia de
factores estimulatorios hipofisarios (LH, FSH y PRL). Asi, puede especularse que
durante la permanencia en FC, existiria también una regulacién negativa de la

esteroidogénesis ejercida por algun factor extra-gonadal; no apreciable en los
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experimentos in vitro realizados con fragmentos testiculares aislados. Al respecto,
Barfuss y col. (1969), describieron que la irradiacién corporal que altera la sintesis de
melatonina en la pineal de la rata, produce también marcados cambios en la sintesis
de androgenos. Este rol inhibitorio ejercido por la melatonina sobre la
esteroidogénesis testicular es mediado por la liberacion de las gonadotrofinas
hipofisarias (Reiter y col., 1976; Tamarkin y col., 1976b; Goldman y col., 1979,
Cardinali, 1981). Sin embargo, en 1972, Ellis incubando fragmentos de tejido
testicular y microsomas de rata, en presencia de precursores radiactivos, detectd que
la melatonina inhibia la actividad de las enzimas 17a-hidroxilasa y 17-20 liasa.
Recientemente, Valenti y col. (1995) y Giusti y col. (1997) seRalaron que, en
experimentos in vitro realizados con células de Leydig de rata y humanos, la
melatonina inhibe la esteroidogénesis, a través de una reduccién en la produccion de
AMP. no relacionada con el sistema adenilato ciclasa dependiente de LH. Entonces,
ademas del conocido efecto inhibitorio ejercido por la melatonina sobre la secrecion
hipofisaria de LH, FSH y PRL, esta hormona pineal, podria actuar directamente sobre
el testiculo disminuyendo la actividad esteroidogénica del mismo. Comparativamente,
Chandrashekar y Bartke (1989), describieron una significativa caida en el contenido
testicular de 17a-hidroxiprogesterona, androstenodiona y T durante la exposicién de
hamsteres Dorados adultos a FC. Este descenso en los niveles gonadales de
androgenos, se asocia con una disminucion en la sintesis y/é accidén de las enzimas
17a-hidroxilasa, 17-20 liasa y 173-hydroxiesteroide deshidrogenasa.

En los experimentos realizados con fragmentos testiculares provenientes de
hamsteres regresionados, la produccion basal de T fue similar a la detectada en
animales adultos e inmaduros mantenidos en FN; mientras que, en respuesta a un
estimulo maximo con hCG (100mUl/ml), las génadas fotoinvolucionadas secretaron
un 15% y un 50% menos de T que los testiculos adultos normales y prepuberales,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con estudios in vitro realizados
previamente por Bartke y col. (1985b), y con experimentos in vivo en los cuales se
detecta una significativa caida en el contenido testicular de los precursores

requeridos en la sintesis de T a partir de progesterona durante la permanencia en



261 DISCUSION

fotorrestriccidn (Chandrashekar y Bartke, 1989). Recientemente Bartke y col. (1996),
propusieron que, las gonadas regresionadas tienen reducida su capacidad de
sintetizar androgenos como consecuencia de los cambios morfométricos ocurridos en
las células de Leydig durante esta etapa. Sin embargo, en los estudios in vitro
realizados en este trabajo, ha sido posible observar que, los testiculos regresionados
sintetizan DHT y Diol en mayor proporcion que los animales adultos fotoestimulados;
y producen cantidades semejantes de Diol, pero la mitad de DHT que las gonadas
inmaduras. Con el agregado al Medio de incubacion de un estimulo maximo de hCG
(100 mUI/mI), los testiculos involucionados liberan concentraciones de DHT y Diol
significativamente mayores que las producidas por las gonadas adultas activas, pero
menores que las detectables en los experimentos efectuados con testiculos
inmaduros. Asi, las gbnadas regresionadas aunque presentan una actividad
biosintética de T menor a la observable en testiculos adultos normales, no poseen
reducida su capacidad esteroidogénica, puesto que, secretan DHT y Diol en niveles
significativamente superiores, asemejando la funcionalidad gonadal prepuberal.
Reiter, en 1980, basandose en las similitudes morfolégicas gonadales existentes
entre las etapas de prepubertad y regresion, propuso que la exposicion de hamsteres
adultos a FC revertiria la funcionalidad testicular a estadios de inmadurez
reproductiva. Sin embargo, los presentes resultados indicarian que el testiculo
involucionado como resultado de la permanencia en fotorestriccion, alcanzaria una
condicién intermedia entre la etapa inmadura y adulta, que involucraria un aumento
en la actividad de las enzimas metabolizantes de T:. Sa-reductasa vy
3a-hidroxiesteroide o6xido-reductasa, en comparaciéon con animales adultos
gonadalmente activos.

Los experimentos realizados en presencia de GABA y 5-HT, permiten concluir
que, la 5-HT ejerce un efecto inhibitorio sobre la produccién de andrdgenos in vitro en
las gonadas del hamster. En cambio, el agregado de GABA en el Medio, no generd
alteraciones en la produccién basal y post-hCG de androégenos, en testiculos y
células intersticiales provenientes de hamsteres adultos mantenidos en condiciones

normales de luminosidad, como asi tampoco en gonadas inmaduras vy



262 DISCUSION

fotoregresionadas. En los citados experimentos se descartd un efecto letal tdxico de
los neurotransmisores, analizando la viabilidad celular luego de distintos tiempos de
incubacién.

Nuestro Laboratorio previamente describié una acciéon regulatoria de GABA
sobre la funcion testicular en la rata. Este neurotransmisor estimularia la produccién
de androgenos en testiculos enteros (Ritta y col., 1987) y en células intersticiales de
rata (Ritta y col., 1991), via receptores de membrana tipos Ay B, los cuales coexisten
en las células de Leydig (Ritta y col., 1991). Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en el presente trabajo, podriamos especular un rol especie-especifico de
GABA en el testiculo. Mientras que en la rata, este neurotransmisor potenciaria la
accion estimulatoria ejercida por la LH hipofisaria sobre la esteroidogénesis; en el
hamster, GABA participaria en la regulacion de otro/s procesos metabdlicos
gonadales que también sufren drasticas alteraciones durante el desarrollo puberal y
la transiciéon fotoperiddica involucién-reactivacion. Al respecto, se han detectado
ARNms codificantes para GAD, la principal enzima biosintética de GABA, en
espermatocitos y espermatidas (Persson y col., 1990; Tillakaratne y col., 1992); y se
ha establecido la presencia de receptores GABA tipo A (Erdé y Wekerle, 1990;
Wistrom y Meizel, 1993; Blackmore y col., 1994) y proteinas transportadoras en
membranas de espermatozoides (Aanesen y col, 1995; Aanesen y col, 1996).
Ademas, Cohn y col. (1982) y Persson y col. (1990), sefalaron un posible efecto del
neurotransmisor sobre |a viabilidad y motilidad del esperma.

En concordancia con los resultados obtenidos en el presente trabajo senalando
una regulacién serotoninérgica negativa de la esteroidogénesis gonadal en el
hamster, estudios de otros autores indican que, también en la rata, la presencia de
5-HT en cultivos de células de Leydig, disminuye significativamente la produccion de
T basal y estimulada por hCG (Tinajero y col., 1992).

En génadas de hamsteres adultos mantenidos en FN, el efecto modulador
negativo de la 5-HT sobre la esteroidogénesis, fue visualizable en la produccién
in vitro de Ty DHT. En cambio, la liberacién de Diol al Medio de incubacién no mostro

cambios en presencia del neurotransmisor. La produccién basal de T y DHT resultd
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inhibida en un rango de concentraciones de 5-HT similares. Contrariamente, la
produccion de T post-hCG, mostrd ser mas sensible al efecto regulador de la 5-HT
que la secrecién de DHT. Asi, en testiculos funcionalmente activos de hamsteres
adultos, la 5-HT inhibiria el proceso esteroidogénico, disminuyendo en consecuencia,
el contenido de T 'y DHT, principal metabolito de la T en esta fase del desarrollo.

En los experimentos realizados con células intersticiales aisladas a partir de
gdnadas adultas activas, se requirieron concentraciones de 5-HT iguales o mayores
de 10®M para inhibir la produccién de T estimulada por hCG. En cambio, en
fragmentos testiculares, una concentracion 10"M de 5-HT disminuyo
significativamente la liberacién de T post-hCG. Estos resultados sefalarian que, el
control serotoninérgico de la esteroidegénesis gonadal, podria ser influenciado por
una regulacién paracrina entre el compartimiento tubular y el sector intersticial. Al
respecto, otros autores han indicado que, las células de Sertoli producen ciertos
factores (interleuquina 1, inhibina, B-endorfinas) capaces de modular la actividad de
las células de Leydig (Knotts y Glass, 1988; Vogimayr y col., 1990; Sharpe,
1993;Thaka y col., 1993). Por otra parte, en el presente trabajo, no se emplearon
células de Leydig puras sino preparaciones crudas las cuales contienen otras
poblaciones celulares del intersticio. Sin embargo, la proporcion de las mismas es
menor en dichas preparaciones de células, que en los experimentos realizados con
fragmentos gonadales. Asi, la diferencial sensibilidad a la 5-HT en células aisladas y
fragmentos testiculares, podria resultar de una regulacién de la produccién de T por
otros tipos celulares presentes en el intersticio, tales como macrofagos, fibroblastos,
linfocitos, células plasmaticas y en menor grado mastocitos (de Kretser y Kerr, 1994).

La accion estimulatoria de la LH sobre la produccion de andrégenos gonadales
es ejercida a través de su unién a receptores especificos ubicados en la membrana
de las células de Leydig (Loosfelt y col. , 1989; McFarland y col., 1989), una proteina
Gs que activa a la adenilato ciclasa ocasionando un aumento en la sintesis de AMPc
(Duffau y col., 1973), y la fosforilacion, mediante una PKA, de proteinas
intracelulares que regulan la expresion génica y traducciéon de enzimas claves en el

proceso biosintético de esteroides (Podesta y col., 1976; Hall y col., 1979; Pon y col.,
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1986; Rommerts y Cooke, 1988; Epstein y Orme-Johnson, 1991). La modulacién
negativa de la 5-HT sobre la produccion de andrégenos gonadales inducida por
hCGI/LH, puede ser ejercida en uno o varios niveles diferentes de esta cascada de
eventos involucrados en la transduccion intracelular de la sefal estimulatoria
resultante de la unién de la hormona a su receptor de membrana. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo sefalan que, el agregado de dbAMPc a
incubaciones de células intersticiales en presencia de 5-HT, bloquea
significativamente el efecto inhibitorio ejercido por este neurotransmisor sobre la
produccién de T estimulada por hCG. En consecuencia, 5-HT actuaria modulando
negativamente la actividad de la adenilato ciclasa productora de AMPc
probablemente a través de una proteina Gi. Alternativamente, 5-HT podria regular
algun paso metabdlico previo en la transduccion de la sefial hormonal, tal como la
interaccién entre LH y su receptor especifico, y/o la funcionalidad de la proteina Gs.
Por otra parte, aunque el agregado de una concentracién 0.5mM de dbAMPc en el
Medio de incubacion, aumenté significativamente la produccién de T post-hCG en
presencia de una concentracién 10°M de 5-HT, la misma permaneci6 disminuida con
respecto al grupo control en ausencia del neurotransmisor. Estos resultados
sefalarian que se requieren concentraciones de dbAMPc superiores a 0.5 mM para
revertir en su totalidad el efecto inhibitorio de la 5-HT, o alternativamente, este
neurotransmisor regularia también eventos posteriores a la formacién de AMPc en la
cascada de mensajeros relacionados con la transmision intracelular del estimulo
gonadotroéfico. Al respecto, Ellis (1972), incubando precursores radiactivos con
preparaciones de microsomas y fragmentos de tejido testicular de rata, estudié el
efecto de la 5-HT sobre las distintas etapas enzimaticas de la esteroidogénesis.
Dicho trabajo demostré que la 5-HT inhibe en forma no competitiva a las enzimas
17a-hidroxilasa, 17-20 liasa y 17 ceto-reductasa, lo que se traduce en un bloqueo en
la conversiéon de 'C-progesterona en T radiactiva en ambas preparaciones
testiculares.

5-HT es el principal neuromodulador en la produccién de CRF en el cerebro

(Holmes y col., 1982), y estimula la secrecién del mismo a partir de fragmentos
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hipotalamicos (Calogero y col., 1989). Este péptido se halla ampliamente distribuido
en el sistema nervioso central (Petrusz y Merchenthaler, 1992). CRF estimula la
secrecion de péptidos activos tales como ACTH, B-endorfinas y MSH, a través de
receptores especificos localizados en los corticotropos de la glandula pituitaria
anterior y el I6bulo intermedio, via mecanismos dependientes de AMPc (Aguilera y
col., 1983, Wynn y col., 1983; Wynn y col., 1984). En lo que respecta a la funcion
reproductiva, CRF actua a nivel hipotalamico inhibiendo la secrecion de GnRH, lo
que produce una reduccion en la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH (Veldhuis
y col., 1986). Sin embargo, se ha detectado también la presencia de CRF en tejidos
periféricos entre los cuales se incluyen células enddcrinas del pancreas, tracto
gastrointestinal, adrenal, pulmoén, placenta, ovario y testiculo de diferentes especies
(Kruseman y col., 1982; Yoon y col., 1983; Suda y col., 1984; Bruhn y col., 1987,
Petraglia y col., 1987, Audhya y col., 1989; Fabbri y col., 1990a; Fabbri y col., 1990b;,
Mastorakos y col., 1992). En el testiculo, CRF ha sido localizado en células de Leydig
y en células germinales (Yoon y col, 1983), y su ARNm presenta niveles
comparables a los detectables en el cerebro medio (Thompson y col., 1987). 5-HT es
un potente estimulador de la secrecion de CRF en células de Leydig de rata (Tinajero
y col., 1992).

En el presente trabajo hemos detectado que, concentraciones 10°M de CRF
disminuyen significativamente la producciéon de T basal y estimulada por hCG en
preparaciones crudas de ceélulas intersticiales provenientes de hamsteres adultos
normales. Esta regulacion negativa ejercida por CRF sobre la produccién de
andrégenos gonadales, es evitada por la incubacién simultanea con un anticuerpo
especifico contra CRF.

Por otra parte, la accién inhibitoria de 5-HT sobre la produccién de T basal y
estimulada por hCG, fue bloqueada con diluciones 1/100 del anticuerpo anti-CRF.
Estos resultados indican que, el efecto modulador negativo de 5-HT sobre la
esteroidogénesis en el hamster, seria ejercido a través de CRF. Coincidentemente,
informes previos de Fabbri y col. (1990b) y Tinajero y col. (1992) senalan que, la

5-HT actuando a través de receptores 5-HT; presentes en las membranas de las
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células de Leydig de rata, estimula la secrecion de CRF a través de la activaciéon de
una PKC y la hidrélisis de fosfoinositidos, independientemente de la formacion de
AMPc y de la estimulacion de proteinas Gi. A su vez, el CRF secretado por las
células de Leydig, inhibiria la produccion de AMPc estimulada por LH, mediante un
mecanismo de accién similar al empleado por la 5-HT, dependiente del sistema de
fosfoinositoles y de la activacion de PKC (Ulisse y col., 1990).

En testiculos prepuberales, concentraciones de 5-HT entre 10'M a 10°M
inhibieron exclusivamente la produccién de Diol basal y estimulada por hCG;
mientras que, los niveles de T y DHT no fueron modificados. Como se ha
mencionado anteriormente, Diol es el andrégeno producido en mayor concentracion
durante esta fase del desarrollo sexual. Datos bibliograficos sefalan que, las células
de Leydig inmaduras de rata, producen principalmente andrégenos 5a-reducidos
(Inano y col., 1967; Cochran y col., 1979; Corpechot y col., 1981; Chubb y Ewing,
1981; Tapanainen y col, 1984), y presentan altos niveles de las enzimas
metabolizantes de T: Sa-reductasa y 3a-hidroxiesteroide éxido-reductasa (Podesta y
col., 1976; Yoshizaki y col., 1978; Murono y Washburn, 1989). Estudios metabdlicos
previos realizados por otros autores en testiculos inmaduros del hamster Dorado,
describen un aumento significativo en la actividad 5Sa-reductasa durante el estadio
prepuberal (Tsuji y col., 1984). Este incremento en la actividad enzimatica disminuye
la concentracién gonadal de T, y eleva los niveles de sustrato disponibles para la
enzima 3o-hidroxiesteroide oOxido-reductasa, y en consecuencia, aumenta la
concentracion gonadal de Diol. La actividad 5a-reductasa es detectable
principalmente en las células intersticiales ante la influencia de LH y FSH (Yabumoto
y col., 1985). Asi, el efecto inhibitorio ejercido por la 5-HT en la sintesis gonadal de
andrégenos a partir de progesterona, disminuiria significativamente la produccion
in vitro de Diol, principal hormona sexual masculina en esta etapa del desarrollo.
Alternativamente, no puede ser descartarse, una regulacion directa de la 5-HT sobre
la actividad Sa-reductasa y/é 3a-hidroxiesteroide éxido-reductasa en las génadas

inmaduras del hamster.
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En testiculos regresionados, concentraciones de 5-HT mayores o iguales a
10”M, disminuyeron significativamente la produccién basal y estimulada por hCG en
los tres andrégenos analizados: T, DHT y Diol. En cambio, como se describiera
anteriormente, en testiculos inmaduros solamente la liberacién Diol es afectada por
este neurotransmisor, y en animales adultos gonadalmente activos, solo la
produccién de T y DHT es influenciable por 5-HT.

Este efecto distintivo de la 5-HT sobre la esteroidogénesis segun el estadio
funcional testicular, avala la hipétesis sobre la existencia, en génadas regresionadas,
de una situacion fisiolégica intermedia entre la actividad metabdlica caracteristica de
testiculos prepuberales y adultos.

En resumen, la actividad esteroidogénica testicular presenta profundos cambios
durante la maduracién sexual y la transicién fotoperiodica regresién-recrudescencia.
La capacidad biosintética de andrégenos detectable en cada una de estas fases
resultaria de un balance entre los niveles de melatonina y hormonas hipofisarias
circulantes (LH, FSH, PRL), y la presencia de factores moduladores locales. En
particular, los altos niveles de 5-HT detectados en periodos en los que la
concentracion sérica de LH es elevada, y los estudios de produccién de androgenos
in vitro realizados en presencia del neurotransmisor, nos sugieren que 5-HT regularia
la esteroidogénesis gonadal, amortiguando el efecto estimulatorio ejercido por la LH
sobre este proceso. La actividad serotoninérgica actuaria, por lo menos, sobre la
produccion celular de AMPc o en eventos previos en la transduccién de la sefal
estimulatoria gonadotréfica, y seria mediada por la accidn de CRF sobre la
esteroidogénesis testicular. Contrariamente, la presencia de GABA en el testiculo del
hamster no influenciaria la sintesis de esteroides, pudiendo modular la

espermatogénesis u otros procesos gonadales.



CONCIUSI0NTES



269 CONCLUSIONES

Los estudios realizados en el presente trabajo de Tesis permitieron obtener

las conclusiones que se enumeran a continuacion.

1) El estudio comparativo efectuado entre hamsteres de las especies Dorado y

Djungarian permitié describir modificaciones especie-especificas en:

+ El tamario corporal y el peso de los érganos reproductivos durante el proceso

de desarrollo sexual.

e Aunque en las dos especies, la etapa de mayor desarrollo corporal coincidié con el periodo
prepuberal; en hamsteres Dorados, la velocidad de crecimiento en la fase de inmadurez fue
significativamente superior a la detectada en la especie Djungarian. Hamsteres Dorados
prosiguieron su crecimiento corporal durante la etapa puberal aunque a una menor
velocidad; en cambio, hamsteres de la especie Djungarian alcanzaron su maximo desarrollo
reproductivo a los 46 dias de edad.

e Los testiculos y las glandulas sexuales accesorias, en hamsteres de la especie Djungarian,
presentaron una mayor relevancia en relaciéon al tamano corporal, que los 6rganos

reproductivos en hamsteres Dorados.
¢ La masa corporal, contenido lipidico y coloracion de pelaje durante la
exposicion a FC.
e A diferencia de los cambios descriptos por otros autores en el peso corporal, niveles
lipidicos y coloracion de pelaje en hamsteres de la especie Djungarian expuestos a FC; no

se observaron alteraciones apreciables en estos parametros durante la permanencia de
hamsteres Dorados en condiciones restrictivas de luminosidad.

¢ En los niveles circulantes de gonadotrofinas y hormonas sexuales a lo largo

del desarrollo sexual.

e En hamsteres Dorados, la concentracion sérica de gonadotrofinas alcanz6 sus niveles
maximos entre los 36 y 46 dias de edad. En cambio, en hamsteres de la especie
Djungarian, los niveles circulantes de LH mostraron un primer incremento a los 30 dias, y
un posterior aumento en la fase puberal (46-60 dias de edad).

o Si bien en ambas especies se detectdé la mayor concentracion sérica de T y DHT durante la
pubertad, en hamsteres Dorados se observd un significativo incremento en los niveles
circulantes de Diol durante el periodo de inmadurez. En cambio, en hamsteres de la

especie Djungarian, los niveles periféricos de este metabolito 5a-reducido no mostraron
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modificaciones apreciables en ninguna etapa del desarrollo. Asi, en el hamster Dorado,
como ha sido previamente descripto en la rata, Diol seria el principal andrégeno producido
por las células de Leydig durante el periodo prepuberal. Esta conclusion no puede ser
extendida al hamster Djungarian, que presenta concentraciones equiparables de T y Diol en
esta fase del desarrolio reproductivo.

2) El disefio experimental consistente en la exposicion de hamsteres Dorados
adultos a FC durante diferentes intervalos de tiempo, nos ha permitido concluir

que:

¢+ La permanencia en condiciones restrictivas de luminosidad durante 14-16
semanas (periodo de maxima regresion reproductiva), produce una caida
significativa en el peso testicular y de las glandulas sexuales accesorias, en el
contenido de ADN y proteinas en estos 6rganos, en los niveles séricos de
hormonas hipofisarias y androgenos, y en la concentracion testicular y
epididimaria de T, DHT y Diol. Dichos parametros son parcial o totalmente
restaurados hacia las 22 semanas de exposicién a FC (periodo de recrudescencia
espontanea).

+ El significativo descenso observado en los niveles testiculares de hormonas
sexuales durante la etapa de regresion reproductiva, no responderia a una
reduccién en la capacidad esteroidogénica de las génadas involucionadas

como resultado de las alteraciones ocurridas en el testiculo durante esta fase.

e En los experimentos in vitro realizados con fragmentos testiculares provenientes de
hamsteres adultos expuestos a FC durante 14 semanas, la produccién de T estimulada con
hCG disminuyd en un 15% respecto a los niveles hormonales secretados desde gonadas
activas. Sin embargo, en testiculos regresionados, la produccion de andrégenos totales
(T+DHT+Diol) fue 7 veces superior en comparacion con la detectada en gdénadas de
animales adultos mantenidos en FN. Asi, puede especularse que en la etapa de regresion
testicular, ademas de una ausencia de estimulacién hipofisana, existiria también una regulacion
negativa de la esteroidogénesis ejercida por algun factor extra-gonadal. El desarrolio de
expenmentos in vitro con fragmentos testiculares aislados, pemmite independizarse de dicho
factor extra-testicular, y demuestra que, las gonadas fotoregresionadas, presentan una
importante actividad esteroidogénica.
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+ La actividad secretoria de inhibina B desde las células de Sertoli, presentaria una
dependencia diferencial, respecto de los niveles séricos de FSH, segun el estadio
de la transicion regresién-recrudescencia fotoperiodica.

e En etapas tempranas de la regresion gonadal fotoinducida, la concentracion sérica de inhibina B,
no seria estrictamente dependiente de esta gonadotrofina; puesto que, hacia las 9 semanas de
permanencia en FC, se detectaron niveles circulantes de inhibina B elevados y concentraciones
periféricas de FSH notoriamente disminuidas. En cambio, en la etapa de maxima regresion
testicular, la secrecion de inhibina B desde las células de Sertoli, requeriria la estimulaciéon
por FSH. Asi, se observd que, a las 14-16 semanas de exposicion a FC, las concentraciones
circulantes de FSH e inhibina B alcanzaron sus minimos niveles. Finalmente, en estadios
tempranos de la recrudescencia espontanea, se detectaron niveles séricos de FSH
equiparables a los presentados por el grupo control. Sin embargo, la concentracion de inhibina B
permanecio significativamente disminuida en relacion con el grupo de animales mantenido en
FN. En consecuencia, la concentracion sérica de FSH, no desencadenaria una recuperacion
en los niveles circulantes de inhibina B en esta fase de reactivacion.

+ Durante la involucion reproductiva, se produce una significativa elevacion en ia
concentracién de PA en testiculos y vesiculas seminales; mientras que, en la
fase de recrudescencia, las PA recuperan sus niveles controles. Estos cambios
foto-relacionados en la concentracion de PA tanto en testiculos como en
vesiculas seminales del hamster, podrian desencadenar el crecimiento y la
regeneracion de estos érganos reproductivos durante la fase de reactivacion
espontanea, a través del restablecimiento de su peso, morfologia y
funcionalidad; o bien actuar como sefales secundarias mediando la accién de
hormonas y/o factores troficos en esta etapa.

+ El significativo aumento en la concentracion testicular de PA en la fase de
regresidn, resultaria conjuntamente de una mayor sintesis de novo de estos
policationes y de un balance en la interconversion con sus acetil derivados.
Contrariamente, en vesiculas seminales, el incremento en la concentracion de
PA durante la exposicion a FC, no se encontraria asociado a un aumento en la
actividad ODC, pudiendo responder a la mobilizacién de otras fuentes tales
como la incorporacion desde la circulacién general, con un probable origen

testicular, y a la interconversién con sus formas acetiladas. Asi en las
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vesiculas seminales del hamster, al igual que lo descripto previamente en las
glandulas de la rata, la ODC seria altamente dependiente de los niveles

circulantes de PRL.

3) El estudio comparativo efectuado entre hamsteres Dorados adultos expuestos
a FC, y animales en diferentes estadios del desarrollo sexual (prepubertad,
pubertad y adultez) nos ha permitido concluir que:

+ Ciertos cambios endécrinos y funcionales ocurridos en la transicion regresion-
recrudescencia fotodependiente, mimetizan las variaciones detectadas durante

el desarrollo sexual del hamster.

e En la fase de maxima regresion reproductiva, se observé una severa caida en el peso de
los testiculos y 6rganos sexuales accesorios, con una significativa reduccién en el contenido
de ADN y proteinas de los mismos. Posteriormente, en la etapa de recrudescencia
espontanea estos parametros presentaron un notorio incremento, en forma analoga a lo
detectado durante el desarrolio puberal en hamsteres Dorados.

¢ En el periodo de involucion, se observé una marcada disminucién en los niveles circulantes
de LH, FSH y PRL. En etapas tempranas de la reactivacion reproductiva espontanea,
similarmente a lo ocurrido en el periodo prepuberal, los niveles séricos de gonadotrofinas
presentaron un aumento significativo; mientras que, PRL permanecié disminuida.

¢ Durante la fase de regresion, se detecté una significativa disminucion en los niveles séricos,
gonadales y epididimarios de T, DHT y Diol. A las 22 semanas de permanencia en FC, se
observd una reactivacion en la produccion gonadal de hormonas sexuales, que mimetiza la
adquisicién de la capacidad biosintética de andrégenos en los testiculos puberales.

¢+ No obstante, se han detectado también, eventos metabdlicos propios de la
fase de regresidén, no equiparables a los sucesos bioquimicos caracteristicos

de la prepubertad.

o Los testiculos regresionados presentan concentraciones de T, DHT y Diol significativamente
menores a las detectadas en gdnadas activas. En cambio, aunque los testiculos
prepuberales producen T y DHT en baja proporcion, la concentraciéon de Diol en esta fase
del desarrollo sexual alcanza sus niveles maximos.
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e Las gonadas de animales adultos expuestos a FC requirieron, para alcanzar el 50% de la
estimulacion maxima sobre la producciéon in vitro de andrégenos, la mitad de la
concentracion de hCG empleada por los testiculos prepuberales y adultos activos. Por lo
tanto, los testiculos fotoinvolucionados, presentarian una mayor sensibilidad a la
estimulaciéon con hCG en comparacién con las génadas de animales inmaduros y aduitos
mantenidos en FN.

o Los testiculos involucionados, presentaron una produccion in vitro de T semejante a la
detectada en testiculos maduros; mientras que, la secrecion de DHT y Diol desde los
mismos, fue equiparable a la observada en gdénadas inmaduras. En consecuencia, el
testiculo regresionado en lugar de poseer una capacidad esteroidogénica prepuberal,
alcanzaria una condicion fisiolégica intermedia entre las fases de inmadurez y adultez.

4) El estudio de neurotransmisores en érganos reproductivos nos permitié concluir

que:

+ Los testiculos del hamster presentan importantes niveles de acido GABA vy
5-HT.

¢ Durante el proceso de desarrollo sexual, los niveles gonadales de GABA en
hamsteres de las especies Dorado y Djungarian, sufren marcadas alteraciones
detectandose, en la etapa prepuberal y en la fase adulta, un significativo
aumento en el contenido gabaérgico testicular.

+ En el desarrollo puberal del hamster Dorado, los niveles de 5-HT en capsula y
parénquima testicular presentan marcadas modificaciones. La concentraciéon
serotoninérgica gonadal alcanza sus niveles maximos durante la prepubertad y
adultez, dos etapas del desarrollo caracterizadas por importantes
concentraciones circulantes de gonadotrofinas y hormonas sexuales.

¢+ El contenido testicular de GABA y 5-HT es claramente sensible a las
alteraciones en el fotoperiodo. En la etapa de maxima regresién reproductiva,
la concentracién gabaérgica incrementa marcadamente; mientras que, los
niveles testiculares de 5-HT describen una significativa disminucion. Durante la
reactivacion espontanea, la concentracion gonadal de GABA retorna a sus

niveles controles. En cambio, el contenido serotoninérgico permanece
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significativamente bajo, sefalando que, la 5-HT no ejerceria un rol relevante
durante el restablecimiento de la funcionalidad testicular en condiciones
fisiolégicas normales.

+ GABA es sintetizado endégenamente en el testiculo del hamster, empleando al
Glut como precursor. Sin embargo, su sintesis alternativa a partir de PA, no

puede ser descartada.

e Las alteraciones detectadas en los niveles gabaérgicos testiculares durante el proceso de
desarrollo sexual en los hamsteres Dorado y Djungarian, se correlacionaron con los
cambios ocurridos en el contenido de Glut en este 6rgano.

o EIl contenido testicular de Glut presentd, durante la transicion fotoperiddica regresion-
recrudescencia, modificaciones semejantes a las descriptas por los niveles gonadales de
GABA. Asimismo. en la fase de maxima involucion testicular, se detecté un importante
incremento en la actividad GAD gonadal, que correlaciona con un notorio aumento en la
concentracion gabaérgica, y una significativa caida en los niveles glutamatérgicos.

o Durante la exposicion a FC, los niveles testiculares de GABA y Put describieron perfiles de
variacién similares.

+ El metabolismo de 5-HT a 5-HIAA, seria un punto clave en la regulacién de los

niveles gonadales del neurotransmisor.

o En la fase adulta, ademas del importante aumento detectado en los niveles serotoninérgicos
gonadales, el catabolismo testicular de 5-HT a 5-HIAA presenté también un incremento
significativo.

e La permanencia en FC, que desciende significativamente el contenido serotoninérgico
gonadal, disminuyé marcadamente el catabolismo de 5-HT en el parénquima testicular.

+ Los epididimos y las vesiculas seminales del hamster, presentan importantes
niveles GABA, que participarian en la modulacion de procesos metabdlicos
claves de estos 6rganos reproductivos accesorios.

¢ En el desarrollo sexual del hamster Dorado, los niveles epididimarios y
vesiculares de GABA sufren marcadas alteraciones, detectandose el maximo
contenido tisular del neurotransmisor, durante el periodo puberal-adulto.

+ El contenido de GABA en epididimos y vesiculas seminales del hamster, es
notoriamente sensible a las condiciones fotoperiddicas, descendiendo

significativamente durante la fase de maxima regresién reproductiva.
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¢ La concentracién gabaérgica epididimaria no resultaria de la sintesis de novo
de este neurotransmisor a partir de Glut. Teniendo en cuenta el importante
aporte testicular de fluidos y células al epididimo, un origen gonadal del GABA

epididimario no puede ser descartado.

o El aumento detectado en la concentracion epididimaria de GABA durante la fase de
regresion, no se asocié con una mayor actividad de la enzima GAD que cataliza Ila

biosintesis del neurotransmisor partir de Glut.
+ Los niveles de GABA presentes en vesiculas seminales del hamster, podrian
resultar de la sintesis endégena del neurotransmisor a partir de Glut y Put,
aunque fuentes alternativas deben ser también evaluadas.

o Las significativas alteraciones en los niveles gabaérgicos vesiculares, durante el desarrolio
sexual y la transicién regresion-recrudescencia, se correlacionaron con los cambios
detectados en el contenido de Glut en este 6rgano.

e Las modificaciones en el contenido de GABA en vesiculas seminales de hamsteres
expuestos a FC, presentaron un perfil similar a las alteraciones detectadas en los niveles
vesiculares de Put.

+ GABA no afecta la esteroidogénesis gonadal del hamster. No obstante, este
neurotransmisor podria participar en la regulacién de otro/s procesos
metabdlicos testiculares que también sufren importantes alteraciones durante

el desarrollo puberal y la transicion fotoperiddica involucion-reactivacion.

e En los experimentos de produccion de androgenos in vitro, realizados con fragmentos
testiculares y células intersticiales provenientes de hamsteres prepluberes y adultos
mantenidos en FN, y de animales regresionados; concentraciones de 5-HT entre 10"'M y
10°°M, no produjeron cambios significativos en los niveles de T, DHT y Diol secretados al
Medio de incubacion.

+ Por lo contrario, la 5-HT ejerce una significativa accién inhibitoria sobre la
produccion testicular de androgenos. Asi, los altos niveles gonadales de 5-HT
detectados en etapas de la exposicion a FC y del desarrollo sexual,
caracterizadas por elevadas concentraciones circulantes de LH; nos sugieren
que este neurotransmisor regularia la esteroidogénesis amortiguando el efecto
estimulatorio ejercido por las gonadotrofinas hipofisarias sobre este proceso

testicular.
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En los experimentos de producciéon de androgenos in vitro, realizados con fragmentos
testiculares y células intersticiales provenientes de hamsteres prepuberes y adultos
mantenidos en FN, y de animales regresionados; el agregado de concentraciones
fisiologicas de 5-HT en el Medio de incubacion, produjo una disminucion significativa en el
niveles de T, DHT y Diol secretados.

5-HT ejerceria una regulacion negativa diferencial sobre Ila

esteroidogénesis, segun el estadio funcional testicular.

En los experimentos in vitro realizados con testiculos provenientes de hamsteres
prepuberales y adultos mantenidos en FN, este neurotransmisor inhibi6 la produccion de las
hormonas sexuales que presentan una mayor concentracion in vivo (Diol en los animales
inmaduros; T y DHT en los hamsteres adultos). En cambio, en los estudios efectuados con
animales adultos expuestos a FC, 5-HT inhibid la produccion de los tres esteroides
analizados. Estos resultados avalan la hipétesis sobre la existencia, en génadas regresionadas,
de un estado fisiologico intermedio entre la actividad metabdlica caracteristica de testiculos
prepuberales y adultos.

El control ejercido por la 5-HT sobre la funcionalidad de las células de Leydig,

seria influenciado por una regulaciéon paracrina desde el compartimiento

tubular u otros tipos celulares presentes en el intersticio.

Los experimentos in vitro realizados con preparaciones de células intersticiales, requirieron
concentraciones de 5-HT mayores que las empleadas en incubaciones de fragmentos
testiculares (10°M vs 107'°M), para detectar el efecto inhibitorio ejercido por este
neurotransmisor sobre produccién de androgenos basal y estimulada por hCG.

El CRF ejerce una significativa accion inhibitoria sobre la produccién testicular

de andrégenos.

Los experimentos in vitro realizados con preparaciones de células intersticiales, permitieron
detectar un efecto inhibitorio de CRF sobre la produccién de T basal y post-hCG. Dicho
efecto modulador negativo, fue bloqueado por el agregado en el Medio de incubacién, de
un anticuerpo especifico anti-CRF.

El efecto inhibitorio de 5-HT sobre la produccién de andrégenos estimulada por LH

en gobénadas del hamster, seria mediado por CRF, y actuaria modulando

negativamente la actividad de la adenilato ciclasa productora de AMPc, o algun

paso metabdlico previo en la transduccién de la sefial hormonal.
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El efecto inhibitorio de 5-HT sobre la esteroidogenesis testicular, fue bloqueado en
presencia de un anticuerpo anti-CRF en el medio de incubacion de células intersticiales
provenientes de hamsteres adultos normales.

El agregado de dbAMPc a incubaciones de células intersticiales en presencia de 5-HT, revirtio
significativamente el efecto inhibitorio ejercido por este neurotransmisor sobre la produccién de T
estimulada por hCG.
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