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RESUMEN

El hamster es una especie con reproducción estacional controlada

fotoperiódicamente. La exposición de animales adultos a fotoperíodos cortos

produce marcadas alteraciones en el eje hipotálamo-hipófiso-gonadal, que resultan

en una fase inicial de quiescencia (regresión), y una posterior recuperación de la

actividad sexual (recrudescencia espontánea).

Los resultados presentados en esta Tesis han permitido:a) realizar un estudio

comparativo sobre distintos aspectos de la función sexual, en dos especies de

hámsteres: Dorado y Djungarian; b) establecer semejanzas y diferencias entre el

proceso de desarrollo puberal y Ia transición fotoperiódica regresión­

recrudescencia; c) estudiar el metabolismo de las poliaminas en testículos y

vesículas seminales, y su correlación con el trofismo del órgano; d) establecer

una dependencia diferencial de la actividad secretoria gonadal de inhibina B

respecto de FSH, según el tiempo de permanencia en fotoperíodo corto; e)

evaluar la presencia de GABA y Serotonina en gónadas y glándulas sexuales

accesorias; y f) determinar la participación de Ia Serotonina en Ia modulación local

del proceso esteroidogénico, y su mecanismo de acción a través de una inhibición

en la actividad adenilato ciclasa.

Dichos resultados contribuyen al conocimiento de los mecanismos que

controlan la función reproductiva en el hamster macho, los cuales se manifiestan

sobre los distintos niveles que conforman el eje hipotálamo-hipófiso-gonadal.



ABSTRACT

The hamster is a seasonal breeder. The exposure of hamsters to short

fotoperiods causes a severe alteration of the hypothaIamic-pituitary-gonadal axis,

includingan 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 GABAand 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 glándulas endócrinas están formadas por grupos de células dispuestas

en cordones o en placas. A diferencia de sus homólogas exócrinas, las glándulas

endócrinas carecen de conductos, siendo su única conexión con el resto del

cuerpo, el torrente sanguíneo. Así, las glándulas endócrinas sintetizan y secretan

compuestos químicos conocidos con el nombre de hormonas (gr. hormaeín, poner

en movimiento,excitar), que son transportadas por sangre o Iinfahacia otros tejidos

u órganos del organismo, en donde participan en Ia regulación de sus principales

procesos metabólicos. En la última década, el término "hormonas" ha sido

extendido a compuestos biológicos que nunca son incorporados a la circulación

general, y/o efectúan una regulación paracrina, autocrina o intracrina en los mismos

órganos en que son sintetizados.

Las principales glándulas endocrinas involucradas en el control de la función

reproductiva son: Ia hipófisis, Ia pineal y las gónadas (Hickman, 1986b; Geneser,

1988a)

1.2. UNIDAD HIPOTALAMO-HIPOFISARIA

La hipófisis (gr. hypo, por debajo; y gr. fyo, crecimiento) o glándula pituitaria

(iat. pituita moco), y el hipotálamo (gr. hypo, por debajo; y gr. thá/amos, tálamo) son

estructuras anatómicamente relacionadas. Esta estrecha vinculación favorece su

dependencia funcional. Por tal motivose considera a las mismas como una unidad

“r “r ' ¡«(Fig.1).
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Señales nerviosas aferentes
al hipotálamo

Liberación
de factores

hipotalámicos a
la sangre arterial

Hipófisis
Arterias anterior

Red de
Hipófisis capilares
POSterior Liberación

. ., =Ï í de hormonas
leeraCIOn de hormonas ‘ de la hipófisisde la hípófisis posterior

. . . anterior(vasopresnna, oxrtocnna)
(tropinas)

Venas que transportan hormonas
al torrente sanguíneo

Figura I. ESQUEIWADE LA UNIDAD HIPOTALAMO-HIPOFISARIA HUMANA.
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El hipotálamo ocupa la región ventromedial del diencéfalo y está comunicado

con la hipófisis a través del infundíbulo.

La hipófisis está ubicada en la sil/a turca, una cavidad craneal en el hueso del

esfenoides, y se encuentra fijada a la parte inferior del cerebro por medio del tal/o

pítuitan'o.La hipófisis puede ser dividida en dos sectores: la neurohipófisis, y Ia

adenohipófisis.

La neurohipófisis está compuesta por Ia pars nervosa, proceso ¡nfundibu/aro

lóbulo neural; la eminencia media o infundíbulo; y por el tal/o hipofisan'o, neural o

¡nfundibu/ar. Las fibras nerviosas amielínicas del haz hipotálamo-hipofisario se

originan en los núcleos hipotalámicos supraóptico y paraventn'cu/ar, en dónde se

sintetizan las hormonas oxitocina y vasopresina o antidiurética (ADH). Los axones

neuronales corren por el tallo infundibular hacia Ia 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 núcleos hipotalámicos. Así,

en la pars nervosa, la oxitocina y vasopresina son almacenadas dentro de gránulos

secretorios en íntima asociación con moléculas transportadoras, conocidas como

neurofisinas (Geneser, 1988a).

La adenohipófisis está integrada por Ia pars dista/is, la pars tubera/¡s y la pars

intermedia.

La pars distalis constituye la mayor parte del tejido adenohipofisario,

pudiéndose diferenciar en ella distintos tipos celulares. Las principales células

acidófilas presentes en la pars distalis son las células somatotróficas, productoras

de Ia hormona somatotrofina o de crecimiento (GH); y las células mamotróficas o

lactotróficas, que secretan prolactina (PRL). Los tipos celulares basófllos de la pars

distalis están integrados por las células tirotróficas, que sintetizan Ia hormona

estimulante de Ia tiroides o tirotrofina (TSH); las células gonadotróficas, secretoras

de Ia hormona foliculoestimulante (FSH) y la hormona Iuteinizante (LH), y las

células corticotróficas, que sintetizan Ia hormona estimulante de la corteza adrenal o

adrenocorticotrofina (ACTH).
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La pars tuberalis, es una pequeña porción de la adenohipóflsis en contacto

con la eminencia media, formada por células similares a las encontradas en la pars

distalis.

La pars intermedia presenta células del tipo basófilo productoras de la

hormona estimulante de los melanocitos (MSH),que se distribuyen en una delgada

capa en la zona que limitala adenohipófisis con la neurohipófisis.

La actividad adenohipofisaria está regulada por centros hipotalámicos. Las

neuronas de estos centros hipotalámicos sintetizan compuestos que, por vía

vascular y a través del sistema porta hipofisario, llegan a la células de Ia

adenohipófisis en dónde estimulan o inhiben la síntesis y liberación de las

hormonas peptídicas GH, PRL, TSH, FSH ,LH y ACTH.

Las arterias hipofisarias superiores rodean la eminencia media, y allí se

anastomosan y capilarizan formando eI plexo capi/ar priman'o. Estos capilares

contactan con los axones de las neuronas túbero-infundibulares produciéndose así

el pasaje de las neurohormonas hipotalámicas al sistema pon‘a/largo supen'or que

se dirige hacia la adenohipófisis. Existe también un plexo capi/ar secundario

ubicado en el lóbulo neural y formado por la capilarización de las arterias

hipofisarias inferiores, que se encuentra conectado con las células

adenohipofisarias por medio de un sistema portal corto inferior.

Si se realiza tracción mecánica de Ia hipófisis en dirección anteroposterior, se

pueden separar dos partes, Io que ha dado lugar a la cla'sica denominación de

lóbulo anterior y lóbulo posterior.

El lóbulo anterior está constituido por la pars distalis de Ia adenohipófisis;

mientras que, el lóbulo posterior comprende la pars intermedia de Ia adenohipófisis

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

1.3. EJE HIPOTALAMO-HIPOFlSO-GONADAL

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

en respuesta al estímqu hipotalámico generado por la hormona liberadora de
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gonadotrofinas (GnRH). GnRH es un decapéptido producido en las neuronas

peptidérgicas del área preóptica del hipotálamo, liberado en forma pulsátil al

sistema porta hipofisario desde las terminales nerviosas de la eminencia media. Así,

esta hormona llega a la hipófisis en donde interactúa con receptores de membrana

presentes en los gonadotropos.

Las gonadotrofinas hipofisarias actúan sobre los testículos promoviendo y

estimulando la actividad reproductiva. Mientras que la FSH ejerce su acción sobre

las células de Sertoli regulando la espermatogénesis; LHactúa sobre las células de

Leydig induciendo la síntesis de andrógenos. Sin embargo, ambos procesos

gonadales son interactivos, requiriendo la integración y coordinación entre las

distintas poblaciones celulares del testículo.

La PRL, secretada por las células Iactotróficas de Ia adenohipófisis,

interacciona con sitios de unión específicos en las células de Leydig, regulando el

número de receptores gonadales de LH y el almacenamiento de los ésteres de

colesterol, precursores en la síntesis de T (Tougard y Tixier-Vidal, 1994). Además,

esta hormona hipofisaria, estimula, en el hámster, la secreción de FSH, controlando

de este modo la funcionalidad del sector tubular (Bartke, 1985).

Los andrógenos estimulan el crecimiento y desarrollo de los órganos

reproductivos, participan en Ia expresión de los caracteres sexuales secundarios,

inducen y mantienen el ciclo espermatogénico normal, y modulan el

comportamiento sexual. Alternativamente, tejidos periféricos tales como el hígado,

riñón, piel, glándula adrenal y determinados tipos celulares del sistema inmune, son

influenciados por andrógenos.

A su vez, el hipotálamo y Ia hipófisis presentan receptores de androgénos,

que participan en la retro-modulación ejercida por estos esteroides sobre el eje

reproductivo (Gharib y col., 1990).
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1.4. GLANDULA PlNEAL

La glándula pineal (Iat.pinea, piña) o epífisis es un órgano aplanado en forma

de piña, ubicado sobre el techo del tercer ventrículo, y rodeado por la epimadre que

funciona a modo de cápsula. Desde aIIí parten, hacia dentro de la glándula,

tabiques de tejido conectivo, vasos y fibras nerviosas que la dividen en Iobulillos.

Dos tipos celulares predominan en la glándula pineal, los pinea/ocitos y los

astrocitos.

Los pinealocitos son las células más abundantes de Ia epífisis, y se

encuentran ubicados principalmente en el parénquima glandular. Los astrocitos se

encuentran localizados entre los pinealocitos y formando una cápsula por dentro de

la piamadre. Entre las células de la glándula pineal, se visualizan capilares,

colágeno, fibras nerviosas y una sustancia fundamental de glucosaminoglucanos

ácidos producida por los pinealocitos. A partir de esta sustancia fundamental, se

liberan cristales de hidroxiapatita conocidos con el nombre de acérvulos cerebrales,

areniscas o areni/la cerebral. El número de areniscas presentes en la glándula

pineal aumenta con la edad (Geneser, 1988a; Fawcett, 1991b).

En los mamíferos Ia 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 hacía las fibras simpáticas posgang/ionares, cuyos cuerpos

celulares están ubicados en el gang/io cervical superior, y luego, por el nervio

conan'us, que se encuentra ubicado debajo de Ia vena de Galeno y penetra en la

parte posterior de la glándula pineal, para ramificarse finalmente dentro de ella. Las

terminales de los nervios conarios están íntimamente relacionadas con los

pinealocitos. Los pinealocitos sintetizan grandes cantidades de Ia hormona

melatonina (5-metoxi-N-acetiI-triptamina). La producción de melatonina en la

glándula pineal requiere la incorporación de triptofano desde circulación general.

Este aminoácído es convertido en 5-hidroxitriptofano por acción de la triptofano

hidroxilasa, y posteriormente decarboxilado a serotonina (5-HT) por Ia enzima
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L-aminoácido aromático decarboxilasa. La 5-HT pineal puede ser liberada al

espacio extracelular, o bien utilizada como precursora de componentes

biológicamente activos. La monoamina oxidasa (MAO)presente en los pinealocitos

convierte a Ia 5-HT en 5-hidroxiindol acetaldehído, un intermediario inestable

que es rápidamente oxidado a 5-hidroxiindolacético (5-HIAA),o reducido a

5-hidroxitriptofolpor una enzima alcohol deshidrogenasa. La conversión de 5-HT en

melatonina involucra dos pasos enzimáticos. Primeramente, una N-acetilación que

requiere como co-sustratoa la acetil coenzima A; y luego, Ia transferencia de un

grupo metilo desde la S-adenosilmetionina al grupo 5-hidroxi de la N-acetil 5-HT

por una hidroxiindoI-O-metiItransferasa. Los componentes 5-HIAA, 5-hidroxitriptofol

y 5-hidroxitriptofano, también son suceptibles a Ia metilación por acción de esta

enzima.

La melatonina sería secretada desde la glándula pineal vía difusión simple. Su

liberación a Ia circulación general presenta fluctuaciones diarias y anuales,

detectándose los mayores niveles plasmáticos de esta hormona durante el período

de oscuridad. Así, Ia producción y secreción cíclica de la melatonina y otras

sustancias por la glándula pineal, regularía Ia producción y liberación de las

hormonas hipotalámicas, y consecuentemente, a Ia adenohipófisis, jugando un

papel importante en el control de otros procesos rítmicos en el organismo (Cardinali,

1981). En particular, se ha investigado ampliamente el control pineal del eje

reproductivo. En hámsteres hembras y machos, Ia privación de luz por ceguera o

por exposición a fotoperíodos no estimulatorios (menores de 12.5 horas de luz por

día) produce una marcada regresión de los órganos reproductivos (Bemdtson y

Desjardins, 1974; Tamarkin y coI., 1976a). Sin embargo, no se observa dicha

involución gonadal en animales pinealectomizados, indicando que el efecto de Ia

oscuridad sobre el sistema neuroendócrino es mediado por la glándula pineal.

Estudios realizados en otras especies fotoperiódicas tales como hurones (Herbert y

Klinowska, 1978; Boissin-Agasse y col, 1988; Sisk, 1990) y ovejas (Legan y coI.,

1977; Ebling y co|., 1989; Barrell y col., 1992), señalan también un control pineal de

la actividad sexual. La regulación pineal de Ia función reproductiva resulta del
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control ejercido por Ia melatonina sobre la unidad hipota'lamo-hipofisaria, y en

consecuencia, sobre Ia producción y liberación de gonadotrofinas. No obstante,

estudios ln vitrorealizados con fragmentos testiculares aislados y células de Leydig,

han demostrado que la melatonina inhibe la producción de testosterona (T),

señalando una modulación 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 MASCULlNO

El tracto genital masculino de los mamíferos comprende un conjunto de

órganos y conductos (Fig. 2). Según sus funciones, pueden ser clasificados en tres

grupos:

o los testículos, glándulas endócrinas productoras de andrógenos y factores que

proporcionan el medio adecuado para el desarrollo de la espermatogénesis;

o las vías deferentes (conductos eferentes, epldídimo, conducto deferente y

uretra) involucradas en el transporte, maduración y/o almacenamiento de los

espermatozoides;

y las glándulas sexuales accesorias (vesículas sem/nales, próstata, glándulas

coagu/antes, glándulas bulbouretrales y glándulas uretra/es) cuyas secreciones

constituyen la fracción principal del líquido seminal (Setchell y Brooks, 1988).



10 INTRODUCCION

a.

\\
\

.:'_\‘|-:'iax

/I,,,,,¡/I///l”l/lmam“ —x

"al".u

¡fl

Figura 2. ESQUEMA DEL TRACTÜ GENITAL IMASCULINODE LA RATA
a: testículo; b: cabeza del epidídimo; c: cuerpo del epidídimo; d: cola del epidídimo; e: conducto dejérente
f: vesículasseminales;g: glándulas coagulantes; h: próstata; i: vejiga;j: glándulas bulbourelrales; k: pene;
L: glándulas prepuciales; m: tejido adiposo.
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1.5.1. Testículo

En los mamíferos, los testículos (gr. orchis o didymís) se encuentran de a

pares ubicados fuera del abdomen, en el escroto, y rodeados por una cápsula de

tejido conectivo, la túnica albugínea. Desde Ia túnica albugínea se extiende un

engrosamiento hacia el interior del órgano, el mediastino testicular o cuerpo de

Híghmore, del cual emergen tabiques de tejido conectivo que separan el tejido

glandular en 200-300 lobu/¡l/ostesticulares. Cada Iobulillocontiene varios túbulos

seminíferos, representantes del compartimientoproductor de espermatozoides del

testículo. Los túbulos seminíferos se continúan en túbu/os rectos que desembocan

en la rete test/s, un sistema de conductillos ubicado en el mediastino. La túnica

albugínea está recubierta en su parte externa por una capa de mesote/¡o, y contacta

en profundidad con una capa de tejido conectivo vascular Iaxo, Ia túnica vascu/osa.

Ésta se comunica con el intersticio, que rodea los túbulos seminíferos y contiene a

las células intersticiales o de Leydig, que presentan función endocrina (de

Kretser y Kerr, 1994).

1.5.1.1.Túbulos seminíferos

Los túbulos seminíferos poseen un diámetro aproximado de 200-250um con

longitudes que varían según Ia especie. La pared de los túbulos seminíferos está

compuesta por cuatro capas. A partir de la luz tubular, la primer capa corresponde a

Ia membrana basal, Ia cual se encuentra rodeada por células mioides responsables

de los movimientos peristálticos del túbulo. La tercer capa está formada por fibras

de colágeno; mientras que, Ia zona más externa de los túbulos seminíferos está

integrada por células endoteliales que revisten los sinusoides linfáticos del tejido

intersticial. Por dentro de la membrana basal, los túbulos 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 espennatogénicas que
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comprenden espennatogonias, esperrnatocitos primarios y secundarios,

espermátides 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 están distribuidas entre ellas a intervalos regulares. Su

citoplasma es irregular debido a que emiten numerosas prolongaciones laterales

finas entre las células germinales. El núcleo de las células de Sertoli es oval o bien

con marcadas aristas, presentando un profundo repliegue en Ia membrana nuclear.

Se observan de modo característico gotas de lípidos en el citoplasma, un reticulo

liso desarrollado, y numerosas mitocondrias, lisosomas y vacuolas. En la región

basal hay uniones estrechas entre las células de Sertoli adyacentes, las que, junto

con la membrana basal y Ia capa de células mioides constituyen la llamada barrera

hematotesticu/ar (Dym y Fawcett, 1970). Dicha barrera restringe el pasaje de

sustancias del sector intersticial al interior tubular y viceversa. Se ha comprobado

que las celulas de Sertoli proveen de lactato y piruvato, nutrientes necesarios para

el metabolismo energético de las células gerrninales, por lo que son esenciales para

el mantenimiento de la espermatogénesis (Fawcett, 19910). Además, actúan como

fagocitos permitiendo la degradación de los cuerpos citoplasmáticos residuales que

se desprenden de las espermátides (Clegg y Macmillan, 1965a), y presentan una

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

1.5.1.1.1.1. Mecanismo de acción de FSH en las células de Sen‘o/i

La actividad fisiológica de las células de Sertoli se encuentra básicamente

regulada por la acción de la FSH mediante la interacción de esta hormona

hipofisaria con receptores de membrana. Cuando eI Iigando especifico se une a la

superficie celular, el complejo hormona-receptor interacciona con una proteína

estimu/aton'a capaz de unirse específicamente a nuc/eótidos de guanína (Gs). Las
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proteínas G son una familia de proteínas Iigadoras del nucleótido guanosina

trifosfato (GTP) que interaccionan con señales extracelulares, y transmiten dicha

señal a través de Ia membrana a un efector intracelular. Así, la proteína Gs activa al

sistema adenilato ciclasa, eI cual responde sintetizando el nucleótido adenosina 3',5'

monofosfato cíclico (AMPc) (Casey y Gilman, 1988). Posteriormente, se activa la

enzima proteína quinasa AMPc dependiente (PKA), que fosforila proteínas

estructurales y enzimas (Ireland y coI., 1986). La PKA puede controlar la síntesis de

proteínas a nivel transcripcional, mediante Ia fosforilación de activadores de este

proceso, entre ellos la proteína de unión al elemento de respuesta al AMPc (CREB).

La región regulatoria de los genes activables por FSH contiene una corta secuencia

de acido desoxirribonucleico (ADN)conocida como elemento de respuesta a/ AMPC

(CRE). Esta secuencia es reconocida por el CREB previamente fosforilado por Ia

PKAestimulándose, en consecuencia, Ia transcripción de dichos genes (Deutsch y

co|., 1988). Este evento lleva a una cascada de respuestas que incluye la síntesis

de factores de transcripción adicionales y la activación de enzimas o proteínas

estructurales. Si bien se ha descripto Ia vía del fosfatidilinositol en las células de

Sertoli (Quirk y Reichert, 1988), no existen evidencias claras de su activación por

FSH. Se ha propuesto un mecanismo de interconexión entre las vías de Ia adenilato

ciclasa y fosfatidilinositoles, que involucraría la fosforilación de Ia unidad catalítica

de la adenilato ciclasa por una proteína quinasa C (PKC) (Yoshimasa y col., 1987).

Estos hallazgos permiten especular una posible interacción entre los sistemas de

transducción de señales en Ia célula de Sertoli. La intensidad y duración de la

respuesta de la célula de Sertoli a FSH está 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 proteínas fosforiladas previamente

por quinasas; e inhibidoresde las proteínas quinasas (Contiy col, 1983).

La célula de Sertoli experimenta marcados cambios estructurales y

funcionales durante el proceso de maduración sexual. La respuesta de las células

de Sertoli a Ia FSH varía de acuerdo al estadío de desarrollo del animal. En el

período fetal y en la primera semana de vida, esta hormona hipofisaria estimula la
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proliferación 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 función primaria de esta hormona. Durante Ia etapa prepuberal, la

FSH resulta esencial en la diferenciación final de la célula de Sertoli, puesto que

participa en la formación de la barrera hemato-testicular (Posalaky y coI., 1981), y

en la iniciación del primer ciclo espermatogénico. La FSH también es requerida

para la normal actividad secretoria de las células de Sertoli de proteínas tales como

ceruloplasmina, transferrina, glicoproteínas sulfatadas 1 y 2, la proteina Iigadora de

andrógenos (ABP), un polipéptido mitogénico, un factor inhibidor de la meiosis,

¡nhibina y activina (Hansson y coI., 1976; Sanborn y coI., 1986; Bardin y coI., 1994;

Griswold, 1988). Al alcanzar la edad adulta, Ia respuesta de las células de Sertoli a

Ia FSH se modifica nuevamente (Hansson y coI., 1976). En esta etapa, existe un

gran aumento en la actividad fosfodiesterasa, alterándose en consecuencia, la

acumulación de AMPc y la estimulación de la expresión de proteínas específicas

(Means y coI., 1980).

1.5.1.1.1.2. ¡nhibina y activina

La ¡nhibina fue purificada por primera vez a partir de fluido folicular bovino.

Esta proteína está compuesta por dos cadenas polipeptidicas, designadas

subunidades a y ,B, unidas por puentes disulfuro (Robertson y coI., 1985). La sub­

unidad a es obtenida luego del clivaje del dominio amino-terminal de su precursor:

Ia pro-a ¡nhibina (Robertson y coI., 1989; Sugino y coI., 1989). Se han descripto dos

tipos diferentes de sub-unidades B (BAyBB),las cuales determinan la existencia de

distintas formas de ¡nhibina: ¡nhibina A e ¡nhibina B (Ling y coI., 1986; Vale y coI.,

1986). La célula de Sertoli presenta una importante expresión de ¡nhibina B,

principalmente en los estadios XIII-ldel ciclo del epitelio seminífero, que son los

más sensibles a FSH. Así, la producción de aBBestaría regulada por esta hormona

hipofisaria; mientras que, la expresión de la ¡nhibina A que ocurre mayoritariamente

en los estadios X-XI,seria independiente de la FSH y estaría modulada por otros
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factores paracrinos aportados por el epitelio (Parvinen y co|., 1986).Las diversas

formas de la sub-unidad B,se combinan para dar tres dímeros distintos de activina:

activina A (BABA),activina B (BEBE),y activina AB (BABB).Recientemente se aisló, de

hígado humano, un ácido ribonucleico mensajero (ARNm) que codifica para un

tercer tipo de sub-unidad B (BC)(Hotten y col, 1995); y en Xenopus laevis se obtuvo

un ADN complementario (ADNc) codificante de la sub-unidad B tipo D (Oda y col,

1995). En 1993, Winter y co|., detectaron que las células de Sertoli de rata

producen importantes concentraciones de activina ¡n vitro.

Las sub-unidades BAy BB,presentan un 30% de homología con la sub-unidad

B del factor de crecimiento transforrnante (TGF), razón por la cual las inhibinas y

activinas han sido clasificadas como miembros de la superfamilia de factores de

crecimiento y diferenciación (Mason y col, 1985).

Es interesante remarcar que, las células de Leydig adultas expresan ARNm

correspondientes a la sub-unidad a; mientras que, existe información contradictoria

sobre la detección de polipéptidos [3,y en consecuencia de dímeros de activina e

inhibina en este tipo celular (Roberts y col, 1989; Shaha y col, 1989;

Veeramachaneni y co|., 1989; Bergh y Cajander, 1990; Ogawa y col., 1991; de

Winter y co|., 1992b; Mather y Krummen, 1992; Vannelli y co|., 1992; Vliegen y coI.,

1993). Así, las células de Sertoli serían la principal fuente testicular de inhibina y

activina. Además de su conocido rol en la modulación de la secreción hipofisaria de

gonadotrofinas (Ling y co|., 1986; Vale y col, 1986), estas proteínas ejercen

también una regulación autocrina/paracrina sobre la proliferación celular (Vale y

col., 1989; Kaipia y co|., 1994) y los principales procesos gonadales:

esteroidogénesis y espermatogénesis (Hsueh y col., 1987; van DisseI-Emiliani y

col._ 1989; Mather y col., 1990; Maudit y col., 1991; Mather y Krummen 1992; Winter

y col., 1993), habiéndose detectado sitios de unión específicos para inhibina y

activina en distintas poblaciones celulares del testículo (de Winter y col, 1992a;

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

La espermatogénesis es un proceso ordenado que conduce al desarrollo de

espermatozoides hapioides a partir de células precursoras diploides ubicadas en

los túbulos seminíferos del testículo. La ocurrencia regular de este proceso se

conoce como ciclo espermatogén/co. Este ciclo se subdivide en un número fijo de

estadios, cada uno de los cuales presenta una organización única de los distintos

tipos de células germinales en diferentes etapas de su desarrollo (Clermonty Perey,

1957; Le Blond y Clermont, 1952). Los estadios se denominan con números

romanos, encontrándose 14 de ellos en Ia rata, 6 en el hombre, y 16 en el hámster

(Fig. 3). En muchas especies, cada estadío se extiende en una porción determinada

del túbulo, milimétrica,denominada segmento. Un segmento queda contenido entre

otros dos, de números de estadío más bajo y más alto. Toda Ia fila de segmentos,

con los distintos estadios en orden numérico, contituye la onda espermática del

epitelio seminífero. La duración del ciclo espermatogénico es fija, siendo de 12.8

dias en la rata, 7.90 días en el hámster y 64 días en el hombre (Clermont y coI.,

1959; Geneser, 1988b; Van Haaster y de Rooij, 1993). Las células germinales se

ubican en el epitelio de los túbulos seminíferos según su estadío evolutivo,

encontrándose a las espermatogonias en Ia porción más basal, seguidas por

espermatocitos y espermátides en dirección Iuminal. 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 sí marcadas

diferencias morfológicas y funcionales. Las espermatogonias tipo A son células

troncales que sufren sucesivas mitosis. Parte de las células obtenidas por división

mitótica, permanecerán en reposo como células germinales de reserva, mientras

que otras se diferenciarán a espermatogonias B. Estas células diferenciadas no

retroceden al estadío de célula troncal, originando por mitosis nuevas

espermatogonias tipo B que finalmente maduran a espermatocitos primarios.



17 INTRODUCCION

13 ¡14 15 : 1a

1lzlaí4lsl e 7 ¡elslwln 12
r ml

P í D m”mAamlnm B,m BszL 1L:
l ¡J ¡v A‘ m A2

i l e g 4 a I a l . l

o 20 4o eo eo 100 120 14o 160 180

Horas
'r+ l l 4 l l l %

0 1 2 a 4 5 6 7
Días

Figura 3. CICLO ESPERIWATOGENICO EN EL HAMSTER
Representación esquemática del ciclo espermatogénico en el hámster que ilustra la
particular asociación de los distintos tipos de células germinales en el epitelio seminífero
en cada estadío del ciclo.
Las líneas punteadas indican la transición entre los estadios de espermatocitos y los
pasos 13 a 16 en el desarrollo de las espermátidas.
m: división mitótica; Aa: espermatogonias no diferenciadas; A1,A2,A3: espermatogonias
tipo A en diferenciación; In: espermatogonias de tipo intermedio; B1, BZ:
espermatogonias tipo B; PL: espermatocitos en preleptonema; L: espermatocitos en
leptonema; Z: espematocitos en cigonema; P: espermatocitos en paquinema; D:
espermatocitos en diplonema; mI, mI]: primer y segunda división meiótica; 1-16: pasos
en el desarrollo de las espermátidas.
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Los espermatocitos primarios entran en la primer fase meiótica del ciclo

celular generando espermatocitos secundarios haploides. Durante Ia segunda

división meiótica se producen espermátides redondeadas que posteriormente se

transfonnarán en espermatozoides en Ia espermiogénesís. 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 aparición del primer espermatozoide en el

Iúmen tubular es observada aproximadamente a los 45 días de edad (Clermont y

Perey, 1957). En forma similar, el hamster alcanza la pubertad entre los 42 y 56

días posteriores a su nacimiento (Festing, 1972). La FSH en combinación con los

andrógenos, actuando a través de receptores específicos presentes en las células

de Sertoli, resultan esenciales en la iniciación y mantenimiento del proceso

espermatogénico. No se han detectado proteínas Iigadoras de gonadotrofinas u

hormonas sexuales en las células germinales (Bremner y col., 1994); indicando que

Ia comunicación intercelular entre los componentes del compartimiento tubular, es

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

1.5.1.2. Tejido intersticial

El compartimiento intersticial está compuesto por una malla irregular de tejido

conectivo Iaxo que ocupa los espacios entre los túbulos seminíferos y contiene

vasos sanguíneos, linfáticos y nervios testiculares. En el mismo también se

observan fibroblastos, macrófagos, linfocitos, células plasmáticas, monocitos y

mastocitos (Nistal y col., 1984; Ritchie y col, 1984; Niemi y col., 1986; Russell,

1996). Sin embargo, el componente celular más importante de este tejido está

representado por las células ¡ntersticia/es o células de Leydig, que constituyen Ia

parte endócrina del testículo, puesto que sintetizan y secretan hormonas sexuales

masculinas, esenciales para el mantenimiento de Ia 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 cúmulos

relacionados con capilares o bien cercanos a la pared de los túbulos seminíferos.

Son células poligonales o fusiformes, con un diámetro de 8-12 pm en la rata, que

presentan a menudo proyecciones que fueron descriptas por algunos autores como

filapodios o microvellosidades (Ohata, 1979; Schulze, 1984). Su núcleo es grande y

redondo, de localización excéntrica y presentan uno o dos nucleolos prominentes

(Christensen, 1975). El citoplasma acidófilo, contiene Iisosomas, peroxisomas,

vesículas pinocíticas, cuerpos multivesiculares, un retículo endoplasmático liso y un

aparato de Golgi muy desarrollados, y múltiples mitocondrias (Ewing y Zirkin, 1983;

Russell, 1996). Las células de Leydig se desarrollan, bajo el estímulo de la LH, a

partir de precursores que han sido definidos en la literatura como células

mesenquimáticas, células mioides peritubulares y macrófagos (Clegg y Macmillan,

1965b; Christensen, 1975; Hardy y co|., 1993; de Krester y col, 1994) . El 95% de Ia

T circulante es producida por las células de Leydig. Se cree que la forma activa de

Ia T es Ia 5a-dihidrotestosterona (DHT), y que la especial sensibilidad a Ia T de

ciertos tejidos, se debe a que sus células son capaces de reducirla a DHT. En Ia

actualidad es reconocido que las células de Leydig sintetizan también otras

sustancias bioactivas involucradas en Ia regulación paracrina y autocrina de la

función testicular. Así, proveen numerosas hormonas y factores potencialmente

activos tales como oxitocina (Guldenaar y Pickering, 1985), péptidos derivados de

Ia pro-opiomelanocortina (POMC) (Bardin y col., 1984), prostaglandinas

(Abayaskeara y co|., 1988), leucotrienos (Sullivan y Cooke, 1985), activina (Lee y

col., 1988), inhibina (Lau y Li, 1987; Garde y col, 1988; Vliegen y co|., 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 co|., 1991), factor de crecimiento insulínico l y lI (Dombrowicz y col,

1992), GH (de Krester y col, 1969) y TGF (Teerds y Dorrington, 1993).
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1.5.1.2.1.1. Biosíntesis de andrógenos

Las células de Leydig son la principal fuente de hormonas sexuales en el

macho; aunque Ia corteza adrenal también contribuye a los niveles circulantes de

estas hormonas, y se ha descripto Ia producción local de pequeñas cantidades de

esteroides en sistema nervioso central (Baulieu y Robel, 1990).

El colesterol es el precursor obligado en Ia síntesis de andrógenos. Las

fuentes celulares de colesterol son:

o Ia síntesis celular de novo,

o las Iipoproteínas plasmáticas transportadoras de colesterol, y

o las gotas citoplasmáticas de ésteres de colesterol que actúan a modo de

reservas intracelulares.

En Ia rata, el 60% del colesterol es producido localmente por las células de

Leydig, y el resto es aportado por las Iipoproteínas plasmáticas (Freedman y Ascoli,

1983; Chen y col, 1980). El paso limitante en el camino biosintético del colesterol

corresponde a la producción irreversible de mevalonato catalizada por Ia enzima

B-hidroxi-metiI-glutarilcoenzima A (CoA) reductasa. La actividad de esta enzima se

encuentra altamente regulada por el aporte de colesterol dietario, por un

mecanismo de inhibición alostérico vía mevalonato, y por Ia acción 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 aciICoA colesterol aciltransferasa que esterifica al colesterol, y por la

enzima colesterol éster hidrolasa o esterasa que cataliza la reacción inversa

(Naghshineh y col., 1978).

La síntesis de andrógenos comienza con la movilización de los ésteres de

colesterol localizados en las gotas citoplasmáticas como respuesta al estímqu

gonadotrófico (Hall, 1963), siendo éste un punto de regulación clave en dicho

camino biosintético. Las enzimas e intermediarios involucrados en el camino

biosintéticode los andrógenos se encuentran esquematizados en la Fig. 4.
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Dicha biosíntesis involucra la conversión del colesterol a pregnenolona,

catalizada por un complejo multienzimático dependiente del citocromo P-450,

ubicado en Ia membrana interna mitocondrial (Shikita y Hall, 1973), que escinde la

cadena lateral del colesterol (SCC) entre los carbonos 20 y 22. En el retículo

endoplasmático liso, la pregnenolona es convertida en andrógenos de 19 carbonos.

Esta conversión puede ocurrir por dos caminos diferentes: A4o A5(Sweet y co|.,

1985). Esta terminología designa Ia posición que el enlace insaturado mantiene

durante la transformación de intermediarios a T. Así, la pregnenolona puede ser

sustrato de Ia enzima BB-hidroxiesteroide deshidrogenasa As-A“ isomerasa

(3B-HSD)dando origen a Ia progesterona a través del camino A4;y posteriormente,

Ia progesterona es transformada en androstenediona por el complejo enzimático

17a hidroxilasa C17-20 Iiasa, dependiente del citocromo P-450 (P-450c17). Pero

también, Ia pregnenolona puede seguir Ia vía A5 obteniéndose primeramente

dehidroepiandrosterona por acción del complejo P-450017 (Hall, 1994) y luego, por

isomerización, androstenediona.

La elección del camino esteroidogénico no está Iibrada al azar. EI camino A4

fue el primero en ser identificado en el testículo de rata, y estudios posteriores han

demostrado que la conversión a través de intermediarios A5 posee muy poca

significancia en esta especie (Samuels, 1960; Bell y col, 1968; Kwan y co|._ 1988).

En cambio. en el testículo de humanos y primates superiores, la síntesis de T se

realiza a través del camino A5(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 A5 en distintas proporciones.

El paso final en la síntesis de T está regulado por Ia enzima microsomal

17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD), que cataliza Ia conversión de

androstenediona a T. Dicha reacción es reversible siendo su dirección regulada por

la concentración de sustrato y producto (Oshima y Ochi. 1973). Esta enzima posee

dos sitios activos (Samuels y col., 1975) y presenta múltiples isoformas (Luu-The y

col, 1990; Peltoketo y co|., 1992).
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Figura 4. BIOSINTESIS DE ANDROGENOS TESTICULARES
I: Complejo enzimática que escinde la cadena lateral del colesterol;
deshidrogenasa/4-5 isomerasa; 3: 17a-hidroxilasa; 4: 17,20-liasa;
deshidrogenasa.

5:
2: 3,B-hidroxiesteroide

17,3-hidr0xiesteroide
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Los niveles séricos de T resultan de un balance entre la producción de esta

hormona y su desaparición de la circulación vía excreción y transformación

metabólica (Sundaram y Kumar, 1996). Algunos esteroides se excretan libres. Sin

embargo, el catabolismo y excreción de Ia mayoría de los andrógenos, involucra Ia

inicialtransformación de los mismos en compuestos de mayor solubilidad en agua a

través de su conjugación con glucurónidos y sulfatos en Ia posición 3 ó 17. Con

excepción de los esteroides fenólicos, las reacciones catabólicas son reductivas y

ocurren mayoritariamente en el hígado; aunque la próstata y Ia piel también

contribuyen significativamente al metabolismo degradativo de los andrógenos

(Deslypere y col, 1982; Rittmaster y col, 1988). Los 3a-hidroxiesteroides aparecen

principalmente conjugados como glucurónidos; mientras que, la mayoría de los

3B-hidroxiesteroides son excretados en forma de sulfatos. Una gran parte de los

metabolitos de los andrógenos son eliminados a través de Ia orina. Los compuestos

3a-hidroxi-5a-androstano-17-ona (androsterona) y 3a-hidroxi-5l3-androstano-17­

ona (etiocolanolona) son los metabolitos urinarios más abundantes excretados

mayoritariamente como glucurónidos (Fortherby y James, 1972).

Sin embargo, las transformaciones metabólicas no siempre están asociadas

con una disminución en Ia actividad biológica. La metabolización de Ia T a través de

Ia Sor-reducción irreversible origina DHT, y una notoria amplificación de sus

acciones biológicas (Kumar y col, 1992). A su vez, Ia DHT puede ser metabolizada

a 5a-androstano Bet/B, 17B-diol (Diol) por acción de las enzimas 3a/B hidroxi­

esteroide óxido reductasa, que requieren nicotinamida-adenina-dinucleótido fosfato

reducido (NADPH) como cofactor (Wilson y Gloyna, 1970; Shimazaki y col, 1972)

(Fig. 5). En testículos de animales inmaduros y púberes, se describe una importante

actividad de las enzimas 5a-reductasa y 3a-hidroxiesteroide óxido-reductasa,

sintetizándose metabolitos 5a-reducidos tales como Diol(Rivarola y Podestá, 1972;

Rivarola y col, 1972; Peng y co|., 1979). En el caso de especies fotoperiódicas, a

través de 5B-reducción se obtienen concentraciones importantes de compuestos

SB-reducidos de función desconocida (Martini, 1982). Por otro lado, la T y la

androstenediona son interconvertibles vía 17B-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 Ia aromatización a estrógenos ocurrida en

gónadas, cerebro y algunos tejidos periféricos (Mooradian y coI., 1987).

1.5.1.2.1.2.Regulacióndela síntesis de andrógenos

La principal regulación fisiológica de Ia síntesis gonadal de andrógenos es

ejercida por Ia adenohipófisis a través de Ia secreción pulsatil de LH;aunque otras

hormonas y factores producidos localmente, también estarían involucrados en este

proceso mediante un control autocrino y/ó paracrino entre las células de Leydig y

los restantes componentes testiculares (Campos y coI., 1990a; Campos y col.,

1990b; Ritta y coI., 1991; Mather y Krummen, 1992; Tinajero y co|., 1992;

Verhoeven, 1992; Boujrad y col., 1995). La FSH ejerce también un efecto

modulatorio sobre la actividad de las células de Leydig mediante la secreción de

proteínas específicas (Saez y coI., 1991). Por otra parte, las hormonas hipofisarias

PRL y ACTH serían 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 acción estimulatoria

de Ia LH sobre Ia producción de andrógenos se ejerce a través de su unión a

receptores específicos ubicados en la membrana de las células de Leydig, cuya

estructura ha sido recientemente dilucidada (Loosfelt y col., 1989; McFarland y coI.,

1989).

Dicha interacción ligando-receptor induce un cambio confonnacional en la

proteína G, que activa una adenilato ciclasa, dependiente de GTP y Mg”,

ocasionando un aumento en la síntesis de AMPC(Duffau y col., 1973). EI AMPC

obtenido se une a Ia subunidad regulatoria de una PKA con Ia subsiguiente

liberación de Ia subunidad catalítica de la misma.
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Figura 5. METABOLISMO DE LA TESTOSTERONA
1: Complejo de la aromatasa; 2: 5a-reductasa; 3: 3a—hídr0xiester0ídeóxido reductasa;
4: 3,B-hidroxíesteroide óxido reductasa
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Esta subunidad catalítica activa, fosforila proteínas intracelulares, en sus

residuos de treonina y serina, que intervienen en la síntesis de esteroides

regulando la expresión génica y traducción de enzimas claves del proceso (Podestá

y col, 1976; Hall y col., 1979; Pon y col, 1986; Rommerts y Cooke, 1988; Epstein y

Orme-Johnson, 1991).

Si bien Ia función del AMPccomo segundo mensajero en Ia acción de LH se

encuentra bien establecida, recientemente se han descripto mensajeros alternativos

(Hall, 1994) y respuestas rápidas, que involucran cambios en el flujo iónico

transmembrana, depósitos intracelulares de calcio, actividad de la proteína

calmodulina, y alteraciones en el metabolismo y recambio de fosfolipidos

(Rommerts, 1990).

Clark y col. (1994) en la línea MA-10 de células de Leydig tumorales de ratón,

y Sugawara y col. (1995) en tejidos humanos, han purificado y caracterizado a una

proteína regulatoria aguda de la esteroidogénesis conocida como StAR. Las células

de Leydig, en respuesta al estímulo hormonal trófico, sintetizarían una proteína

citoplasmática precursora de StAR de 37KDa. Este precursor se asociaría a

proteínas chaperonas que impediríanel plegado y consecuentemente, su transporte

hacia Ia mitocondria. La proteina de 37KDa sería entonces incorporada a esta

organela subcelular a través de su interacción con un receptor específico presente

en la membrana externa mitocondrial. Posteriormente, se formarían puntos de

contacto entre las membranas externa e interna de la mitocondria, y ocurriría eI

primer evento de clivaje, obteniéndose una forma intermediaria de la proteína StAR

de 32KDa. Esta fusión de membranas, facilitaría el transporte del colesterol hacia la

membrana interna mitocondrial. Finalmente, las membranas se flsionarían, y la

proteína de 32KDa sufriría un segundo clivaje originándose un producto de 30KDa

incapaz de participar en el transporte de colesterol. Así, el ingreso de colesterol en

la mitocondria, estaría controlado a través de Ia contínua síntesis y procesamiento

de StAR, y la formación 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 regulación de la

producción de andrógenos, entre las cuales podemos citar a un transportador

proteico de colesterol que moviliza dicho compuesto desde las gotas lipídicas

citoplasmáticas a la mitocondria (SCPz) (Chanderbhan y col, 1982; Vahouny y col,

1983; Vahouny y col, 1984; Trzeciak y co|., 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 proteína inductora de la esteroidogénesis (SIP)

(Khan y col, 1988; Khan y co|., 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 exógenos

del PBR (Yanagibashi y col, 1989; Barnea y col., 1989; Amsterdam y Suh, 1991) y

su Iigando endógeno, el péptido inhibidor de la unión de diazepam o endozepina

(DBI) (Costa y Guidotti, 1991; Cavallaro y coI., 1992; Papadopoulos y col, 1991a;

Papadopoulos y col, 1991b) estimularían Ia producción de andrógenos mediante Ia

formación de un complejo poro en la membrana mitocondrial, a través del cual el

colesterol podría ingresar a Ia organela (Papadopoulos y col, 1994). Sin embargo,

información reciente indica que, el tratamiento de tejidos esteroidogénicos con

ligandos de PBR podría también inhibir la síntesis de esteroides (Shibata y co|.,

1986; Hollowayy 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 íntima asociación con las células de Leydig,

otros tipos celulares dentro de los cuales se incluyen fibroblastos, macrófagos,

linfocitos, células plasmáticas, monocitos y mastocitos (Nistal y col, 1984; Ritchie y

col., 1984; Niemi y col., 1986; Russell, 1996).



28 INTRODUCCION

Los macrófagos intersticiales, endocíticamente activos, establecen contactos

especializados con las células de Leydig, y participarían en la destrucción de las

células intersticiales ocurrida durante lesiones testiculares (de Kretser y Kerr, 1994).

Los fibroblastos del tejido intersticialhan sido postulados como precursores de

las células de Leydigfuncionalmente activas. Alternativamente, la desdiferenciación

de las células de Leydig,origina células funcional y morfológicamente semejantes a

los fibroblastos intertubulares (de Kretser y Kerr, 1994).

El daño tisular del compartimiento intersticial, genera un aumento significativo

en el número de células mononucleadas tales como monocitos, linfocitosy células

plasmáticas (de Kretser y Kerr, 1994). En testículos humanos, se ha descripto Ia

presencia de mastocitos en el tejido intertubular. Contrariamente, en Ia rata y el

hamster, los mastocitos han sido localizados exclusivamente en la periferia del

testículo, en el tejido areolar de la túnica albuginea (Mayerhofer y col, 1989b; de

Kretser y Kerr, 1994). Estas células producen histamina y 5-HT, que son secretadas

al espacio intertubular y participarían en Ia regulación de la función testicular

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

1.5.1.3.Relaciones paracrinas, autocrinas e intracrinas en el testículo

Si bien la función testicular se halla básicamente regulada por LH y FSH, que

ejercen su efecto trófico sobre las células de Leydig y Sertoli respectivamente; Ia

intensidad y duración de las respuestas a las gonadotrofinas están moduladas por

complejas interacciones paracrinas, autocrinas e intracrinas (Pollanen y col, 1990;

Saez, 1994).

Así, los diferentes tipos celulares del testículo se regulan mutuamente a través

de factores difusibles que migran de un compartimiento a otro.

Entre los principales factores involucrados en la interacción celular Leydig­

Sertoli podemos citar: ¡nterieuquinas (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 co|., 1991), endotelina tipo 1 (Fantoni y col, 1993); péptidos

derivados del POMC (Dave y col, 1985; Sharpe y Cooper, 1987) y factores

Iiberadores de origen testicular tales como GnRH (Damber y co|._ 1985; Sharpe,

1982; Sharpe y Cooper, 1987).

Por otra parte, los macrófagos testiculares secretan cítoquinas y factores de

crecimiento que estimularían la proliferación y diferenciación de las células de

Leydig ¡nmaduras (Huhtaniemi y col, 1986; Teerds y col, 1989; Khan y col, 1992a,

Khan y co|._ 1992b; Bergh y col, 1993; Hales, 1996); y sintetizan diversos

compuestos capaces de inhibirla 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 regulación paracrina de la esteroidogénesis

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

1.5.2. Epidídimo

EI sistema de conductos transportadores de espermatozoides del testículo

está compuesto por los túbu/os seminíferos, que se continúan en los túbu/os rectos,

y finalmente desembocan en la rete testis. Desde allí parten numerosas vías, los

conductillos eferentes, que abandonan el testículo y convergen en un pasaje

común, el conducto del epididimo.

El epidídimo es un órgano elongado, muy sinuoso y sumamente enrollado que

se encuentra compactado dentro de una membrana que Ioenvuelve.

Consta de una porción superior, la cabeza. que recibe todos los conductillos

eferentes; se continúa en un segmento medio conocido como cuerpo y

posteriormente en una extremidad inferior, Ia cola, que desemboca a Ia altura del

polo testicular inferior en el conducto deferente. Los distintos segmentos del

epidídimo presentan diferencias histológicas, bioquímicas y funcionales.
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EIepidídimo presenta un tejido intersticial integrado por fibroblastos, capilares,

vasos linfáticos, macrófagos y fibras; revestido por un epitelio cilíndn'co

seudoestratificado compuesto por dos tipos celulares: células principales y células

basa/es. Las células principales son la expresión de las funciones absortivas del

epitelio epididimario. El 99% del líquido que abandona los túbulos seminíferos es

reabsorbido en los conductillos eferentes y en el segmento inicialdel epidídimo 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 inmóviles, muy largas, que aumentan la superficie de

absorción. La membrana celular apical forma numerosas invaginaciones tubulares

entre las estereocilias; y en el citoplasma apical, se encuentran vesículas y

vacuolas. Puede observarse un aparato de Golgi supranuclear grande y un retículo

endoplasmático rugoso bien desarrollado en el citoplasma basal de las células

principales. Las células basales son pequeñas y redondeadas o piramidales. Se

encuentran en la parte más basal del epitelio, y se desconoce su función (Robaire y

Hermo, 1988).

La principal actividad del epidídimo corresponde a la síntesis y secreción, por

parte de su epitelio, de productos que contribuyen a la maduración de los

espermatozoides, a través de cambios en su morfología, motilidady metabolismo.

EI epidídimo es un órgano estrictamente andrógeno-dependiente. La

depleción androgénica provoca una profunda atrofia, y la interrupción de la

actividad secretoria epididimaria (Brooks, 1981).

1.5.3.Vesículas seminales

Las vesículas seminales se desarrollan a partir del conducto deferente y

presentan fundamentalmente la misma estructura. Forman dos cuerpos que

macroscópicamente se visualizan como tubos sinuosos unidos por tejido conectivo.

Estas glándulas sexuales están formadas por tres túnicas: la túnica mucosa, la

túnica muscular y la túnica adventicia.
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En la parte externa de las vesículas seminales se localiza la túnica adventicia

unida a masas de tejido conectivo que fijan las partes sinuosas y plegadas del tubo.

La túnica muscular está formada por una capa interna circular y una externa

longitudinal,siendo considerablemente mas delgada que la del conducto deferente.

La túnica mucosa forma pliegues finos ramificados anastomosados, que se

extienden hacia el interior de la luz. Su lámina propia es fina y se compone de tejido

conectivo Iaxo; mientras que, el epitelio varía en aspecto, pero frecuentemente es

cilíndrico seudoestratificado, compuesto por células cilíndricas bajas y células

basales redondeadas. Las células epiteliales contienen un reticulo endoplasmático

rugoso y un complejo de Golgi bien desarrollados, gránulos secretorios

citoplasmáticos, y son estimuladas por andrógenos. Así, luego de la castración, las

vesículas seminales reducen su tamaño, y el epitelio se vuelve atrófico cesando su

actividad secretoria (Levey y Szego, 1955; Mariotti y Mawhinney, 1982; Setchell y

col, 1994).

Las vesículas seminales fueron así denominadas por la creencia equivocada

de que eran receptáculos o reservorios de esperma (Setchell y col, 1994).

Actualmente, se sabe que son glándulas cuya secreción espesa forma parte

del esperma. La composición del fluido vesicular es especie-específico, pero en

general contiene compuestos de bajo peso molecular (sales, fructosa utilizada por

los espermatozoides como fuente de energía, prostaglandinas, y pequeñas

cantidades de flavinas), y una importante cantidad y variedad de proteínas.

También se ha detectado actividad de proteasas en las secreciones de vesículas

seminales que conducirían a la formación de los derivados peptídicos presentes en

el eyaculado (Ostrowski y col, 1982; Geneser, 1988b; Norvitch y co|., 1989;

Favvcett, 1991 c; Setchell y col., 1994).

1.5.4. Próstata

La próstata (gr. prostatas, puesto delante de otro) es la glándula sexual

accesoria del aparato reproductor masculino de mayor tamaño. La próstata rodea la
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primer porción de la uretra, y es recorrida en su parte posterior por los dos

conductos eyaculadores. Histológicamentese compone de numerosas glándulas

tubuloalveolares que desembocan en conductos excretores independientes.

Dichas glándulas están incluidas en un estroma compuesto fundamentalmente por

células musculares lisas, separadas por fibras de tejido conectlvo. La cápsula

prostática, delgada pero de fuerte consistencia, presenta las mismas características

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 número de granulos de secreción. Un rasgo característico

de los alvéolos prostáticos, es la aparición de los denominados cuerpos ami/áceos,

formados mayoritariamente por almidón. Los conductos excretores poseen un

epitelio cilíndrico simple, que se transforma en epitelio de transición en la

desembocadura de la uretra. EI epitelio está rodeado por una membrana basal, y

descansa sobre una fina lámina propia, rica en capilares, que se continúa con el

estroma circundante.

La anatomía macroscópica permite dividir a la próstata en tres lóbulos

diferentes (lóbulo medio, lóbulo lateral y lóbulo posterior), todos de forma piramidal,

y situados, respectivamente, en posición anterior, lateral y posterior con relación a

los ejes determinados por el curso de los conductos eyaculadores a través de la

glándula. Estos lóbulos se fusionan en sus bordes a medida que progresa el

desarrollo sexual, careciendo en el adulto, de límites histológicos definidos. Por esta

razón, existe actualmente una tendencia a abandonar estas designaciones

regionales, y distinguir en la próstata tres zonas concéntricas (zona pen'fén'ca,

zona interna y zona central) que rodean, en parte, la porción prostática de Ia uretra

(Geneser, 1988b; Fawcett, 1991c; Setchell y col, 1994).

La secreción prostática, junto con la de las vesículas seminales, sirve como

diluyente y vehículo para transportar a los espermatozoides durante la eyaculación.

La misma contiene una gran cantidad de ácido cítrico, razón por la cual presenta un

pH ligeramente ácido, y enzimas tales como la fibrinolisina, diastasa, beta

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

En ciertas especies de roedores, Ia función reproductiva es modulada a través

de Ia información fótica. Así, el fotopen'odo (cantidad de horas diarias con luz) es

una señal primaria que, corno se ha detallado previamente, actúa vía retina, sistema

nervioso central y glándula pineal, influenciando el proceso de maduración sexual, y

sincronizando los ciclos reproductivos anuales durante Ia fase puberaI-adulta.

EIhámster es una especie con reproducción estacional, y consecuentemente

Ia funcionalidad del eje hipotálamo-hipófiso-gonadal sufre continuas fluctuaciones

entre una fase de máxima actividad, coincidente con el inicio de la estación

reproductiva anual, y una etapa de quiescencia o reposo que involucra la

preparación para el período de hibernación. La Fig. 6 esquematiza los cambios

ocurridos en la actividad sexual y tamaño gonadal, durante el ciclo reproductivo

anual del hamster.

2.1. ESPECIES

Diferentes especies de hámsteres son actualmente empleadas como

"modelos experimentales" en el estudio del desarrollo sexual y el rol ejercido por el

fotopen'odo en el control de Ia función reproductiva, las cuales presentan

características anatómicas y fisiológicas 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

Historyof Aleppo, en 1756. En abril de 1839, George Robert Waterhouse, presentó

en The London Zoo/ogica/ Society, una detallada descripción morfológica del

mismo, definiendo al hamster Dorado como una nueva especie oriunda de Siria

(Murphy, 1985). Otras especies de hámsteres ampliamente utilizadas en las

investigaciones científicas son el hámster (Siberian) Djungarian (Phodopus

sungorus), proveniente de Siberia; y el hamster (Chinese) (Cricetulus gn'seus),

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
tamaño testicular, durante el ciclo reproductivo anual del hamster macho adulto.
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2.2. DESARROLLO SEXUAL

El hamster alcanza su capacidad fertilizante entre los 45 y 60 días de edad

(Bartke, 1985).

Aunque el sistema reproductivo del hámster Dorado es particularmente

sensible al fotoperíodo, la adquisición de la capacidad reproductiva no es

influenciable por el mismo. En cambio, en el hamster Djungarian, fotoperíodos

cortos (FC) bloquean el inicio de Ia pubertad y la actividad sexual durante la vida

adulta (Hoffmann, 19780; Darrowy col, 1980).

El período de pubertad es precedido, tanto en Ia especie Dorado y como en Ia

Djungarian, por un significativo aumento en los niveles circulantes de

gonadotrofinas y PRL (Vomachka y Greenwald, 1979; Yellon y Goldman, 1984).

Paralelamente, la concentración sérica de T presenta un marcado incremento a

partir de los 50 días de edad (Vomachka y Greenwald, 1979; Yellon y Goldman,

1984).

Las alteraciones edad-relacionadas en los niveles plasmáticos de hormonas

hipofisarias y testiculares durante el desarrollo sexual del hamster macho, difieren

de los cambios descriptos en otras especies de roedores. Así, en comparación con

la rata, el hamster muestra un aumento más pronunciado en los niveles séricos de

LH,modificaciones tempranas de la concentración de PRL, y ausencia de elevación

de la T plasmática durante la fase perinatal (Steinberger y Ficher, 1969; Swerdloff y

coI., 1971; Negro-Vilar y col, 1973a; Dohler y Wuttke, 1975; MacKinnon y coI.,

1976; Corbier y col, 1978). Con respecto al ratón, 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 válidas entre hámsteres y ratones, como

consecuencia de la vasta cantidad de cepas de ratones existentes, y de las

diferencias endócrinas observadas entre ellas (Sinha y coI., 1974; Bartke y Dalterio,

1975; Selmanoff y col, 1977; Barkley, 1979).
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Durante el proceso de maduración sexual del hamster macho, Ia

concentración de T plasmática fluctúa 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 Ia rata (Bartke y coI., 1973; Ellis y

Desjardins, 1982), y considerablemente menor que los cambios detectados en el

ratón (Bartke y co|., 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 órganos reproductivos, Ia espermatogénesis y la

conducta sexual (Lubicz-Nawrocki, 1974; Campbell y col, 1978; Ellis y Turek,

1979). Sin embargo, Ia capacidad de producir T es mucho menor en los testículos

del hámster adulto que en las gónadas de la rata, conejo, cerdo y perro (Ewing y

col, 1979). Esta característica podría resultar de la menor cantidad de reticulo

endoplasmático liso, organela que contiene la mayor parte de las enzimas

esteroidogénicas, que presentan las células de Leydig del hamster (Zirkiny col,

1980)

La T es metabolizada en estructuras neuroendócrinas periféricas sensibles a

andrógenos, mediante Sam-reducción y aromatización. En especies fotoperiódicas,

existe una importante actividad SB-reductasa obteniéndose metabolitos de función

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 metabólicos indican que, en

testículos inmaduros, la mayor parte de los esteroides formados a partir de la T y

androstenediona son compuestos 5a/5B-reducidos, principalmente, SB-Diol. La

SB-reducción de los 4-ene-3-cetoesteroides tendría lugar en las células de Sertoli

bajo la influencia de FSH, mientras que la 5a-reducción ocurriría en las células

intersticiales regulada por LH y FSH (Yabumoto y col, 1985). En cambio, en

testículos de hámsteres 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. Regresión reproductiva foto-inducida

Tanto en el hamster Dorado como en la especie Djungarian, la actividad

reproductiva en animales púberes y adultos, es regulada por Ia información fótica

(Hoffmann, 1978a; Darrowy col, 1980; Bartke, 1985).

En su hábitat natural, el hámster es activo sexualmente durante Ia primavera;

experimentando hacia comienzos del otoño, una profunda involución gonadal

(Mogler, 1958; Czyba y co|., 1971; Vendrely y col, 1971; Reiter, 1974). Sin

embargo, cuando los animales son mantenidos en cautiverio con iluminación

artificial de 14 hs diarias, la actividad reproductiva se extiende a todo el año,

perrnanenciendo sus niveles séricos de gonadotrofinas, PRL y T prácticamente sin

cambios durante la vida adulta (Bartke, 1985).

La exposición de hámsteres adultos a oscuridad total o a fotoperíodos

menores de 12.5 hs de luz/día, origina importantes modificaciones en la unidad

hipotálamo-hipofisariaque desencadenan una drástica regresión testicular (Turek

y coI., 1975b; Matt y Stetson, 1979; Bartke, 1985). La extirpación quirúrgica de Ia

glándula pineal evita dicha involución reproductiva; mientras que, la administración

de melatonina en animales pinealectomizados mimetiza la respuesta a fotoperíodos

restrictivos (Reiter y col, 1970; Reiter, 1980). La permanencia en FC durante dos a

tres meses induce un significativodescenso en los niveles circulantes de LH, FSH y

PRL, junto a una disminución en el contenido testicular de los receptores de LH

(Bex y Bartke, 1977), FSH (Klemcke y col, 1987) y PRL (Bartke y coI., 1987). La

regresión testicular puede ser completamente evitada si, durante la exposición a

FC, los animales son tratados con combinaciones de PRL y GnRH, o bien

implantados con fragmentos hipofisarios bajo la cápsula renal, un procedimiento
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que eleva crónicamente los niveles periféricos de PRL (Chen y Reiter, 1980; Bartke

y col., 1980a; Bartke y col.,1983). Sin embargo, la administración de LH y FSH en

animales involucionados restablece sólo parcialmente la función testicular (Reiter y

coI., 1975; Bex y Bartke, 1977). Estos resultados sugieren que la habilidad de las

gónadas para responder a las gonadotrofinas es afectada durante la fase de

regresión; y enfatiza la importancia de la PRL como mediadora entre la señal

inhibitoria ambiental y Ia actividad gonadal.

Como consecuencia de este hipogonadismo hipogonadotróflco, se detecta

una caída en la producción testicular de andrógenos (Chandrashekar y Bartke,

1989), y Ia supresión total de Ia espennatogénesis (Desjardins y col, 1971; Gravis y

Weaker, 1977).

La involución reproductiva foto-relacionada, origina marcados cambios

morfológicos en los diferentes compartimientos testiculares (Gravis y col., 1977;

Sinha Hikiny coI., 1988a) (Fig. 7, panel c). Estas alteraciones incluyen una notoria

reducción del peso testicular (Reiter, 1980), resultante de Ia disminución del área

intersticial y del volúmen tubular (Sinha Hikim y co|., 1988a). Los túbulos

seminíferos sufren un significativodescenso en el contenido de células germinales

presentando sólamente esperrnatogonias y espennatocitos primarios (Sinha Hikimy

co|., 1988b). En cambio, el número de células de Sertoli permanece estable (Sinha

Hikim y col., 1989a), y la cantidad de células de Leydig fluctúa sólo levemente

durante Ia exposición a FC (Sinha Hikim y co|., 1989b). No obstante, estas

poblaciones celulares manifiestan notorios cambios morfométricos durante la

permanencia en fotorestricción. La regresión testicular foto-inducida se asocia con

una drástica disminución en el área superficial y el volúmen de las células de Sertoli

y de sus principales organelas. Sólamente sus componentes estructurales

involucrados en procesos degradativos (Iisosomas y vacuolas digestivas) no

presentan alteraciones volumétricas entre hámsteres gonadalmente activos e

inactivos (Sinha Hikim y col., 1989a). Comparativamente, las células de Leydig

provenientes de hámsteres involucionados manifiestan un significativodescenso de

tamaño, relacionado con un menor volúmen de sus estructuras subcelulares
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(nucleolo, mitocondrias, peroxisomas, vesículas, aparato de Golgi y retículos

endoplasmáticos) (Sinha Hikimy col., 1989b); que explicaría, en parte, la severa

supresión de la esteroidogénesis en hámsteres expuestos a FC. Dicha deficiencia

androgénica es responsable de la atrofia observada en las glándulas sexuales

accesorias (Desjardins y col, 1971; Chan y Ng, 1994) y pérdida de la líbido (Morín

y col, 1977).

2.2.2.Recrudescencia testicular espontánea y foto-estimulada

La transferencia de hámsteres regresionados a fotoperíodo normal (14 hs

diarias de luz; FN), incrementa los niveles séricos de gonadotrofinas y PRL,

restablece el peso testicular, y restaura las funciones endócrinas y gametogénicas

(Berndtson y Desjardins, 1974; Matt y Stetson, 1979). A este proceso de

reactivación reproductiva resultante del pasaje de animales involucionados a

fotoperíodosestimulatoriosse Iodenomina recrudescencia foto-estimulada.

Altemativamente, en hámsteres expuestos a FC se observa que, si las

condiciones de escasa luminosidad persisten, luego de un cierto tiempo, la

actividad hipotalámica-hipofisaria-testiculares restablecida espontáneamente. Este

evento de recuperación gonadal como consecuencia de la permanencia prolongada

en fotoperíodo restrictivoes conocido como recrudescencia espontánea. Así, la

regresión reproductiva originada por una disminución en la longitud de los días, es

seguida por un período de insensibilidad que involucra la aparición de mecanismos

refractarios que tornan al animal incapaz de responder al fotoperíodo inhibitorio

(Watson-Whitmyre y Stetson, 1988). Este fenómeno señalaría que, en hámsteres

salvajes, la restauración de la actividad sexual durante la primavera, ocurriría en

respuesta a relojes internos 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 espontánea se observa un cambio

en el patrón de secreción de la melatonina pineal. Así, el hámster Djungarian

presenta dos pulsos de liberación de melatonina durante la etapa oscura, en lugar
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del perfil tipo C característico del período de regresión (con un prolongado pico

secretorio que abarca todo el período de oscuridad). Comparativamente, el hámster

Dorado experimenta, durante la reactivación espontánea, un avance de fase en Ia

secreción nocturna de melatonina (Lerchl y Nieschlag, 1992).

La recrudescencia reproductiva espontánea involucra una temprana

restauración en los niveles periféricos de FSH (Matt y Stetson, 1979; Turek y coI.,

1975a), y una posterior elevación en la concentración sérica de LH y PRL hacia las

18 semanas de permanencia en FC (Matt y Stetson, 1979; Klemcke y co|., 1981).

Simultáneamente, a los cambios ocurridos en Ios niveles hormonales periféricos, se

ha detectado un significativoaumento del tamaño testicular asociado a fenómenos

de neovascularización (Mayerhofer y col, 1989a), un incremento en el número de

receptores testiculares de FSH y LH (Klemcke y coI., 1981; Klemcke y col, 1987),

una mayor producción 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 recuperación del tamaño de las células de Sertoli

y Leydig, y del volúmen de sus organelas; aunque el número total de células

nodrizas y espermatogénicas no varía durante la fase de recrudescencia (Bartke,

1985; Sinha Hikimy col, 1993) (Fig. 7, panel b). Adicionalmente, la elevación de Ia

concentración plasmática de T en esta etapa, gatilla la restauración del peso y

funcionalidad de las glándulas sexuales accesorias andrógeno-dependientes

(Desjardins y col, 1971).
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Figura 7.CORTES HISTOLOGICOS EN TESTICULO DEL HAMSTER.
Lafigura muestra el intersticioy túbulosseminí eros en:
a: testículos activos (hámsteres adultos enfotoperíodo normal); b: testículos en recrudescencia y c: testículos
regresíonados (hámsteresadultos enfotoperíodo corto).
LC: células de Leydíg; MC: células mioides; EC: células endoteliales; F: fibrablastos,‘ A/IP:macro'fagos; SC:
células de Sertoli; PS: espermatocitos. Longitud de la barra: 10,111”.Extraído de Johnson y col. (1987).
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3. POLIAMINAS

3.1. ESTRUCTURA Y FUNCION

Las poliaminas (PA) son compuestos alifáticos, nitrogenados, no proteicos y

de bajo peso molecular presentes tanto en células eucariontes como procariontes

(Heby, 1981; Scalabrino y Ferioli, 1982). Las PA más abundantes en los mamíferos

son: putrescina (Put), espermidina (Esd) y espermina (Esp) (Fig. 8).

La distribución de estos policationes difiere marcadamente entre los distintos

tejidos de un organismo. Asimismo, diversos informes bibliográficos citan

alteraciones especie-específicas en Ia concentración tisular de PA. Además, los

niveles de PA son modificados en respuesta a una variedad de factores

ambientales y situaciones fisiológicas tales como Ia edad y el estado hormonal del

animal (Heby, 1981; Scalabrino y Ferioli, 1981; Pegg y McCaan, 1982).

El crecimiento, duplicación y diferenciación de células eucariotas requiere la

presencia y biosíntesis de PA (Tabor y Tabor, 1984; Scalabrino y col., 1991). Sin

embargo, se han observado también altas concentraciones de PA en tejidos que no

están en crecimiento, pero que son activos en síntesis proteica, como es el caso del

páncreas, próstata y glándula mamaria (Oka y co|., 1981; Dorn y coI., 1985).

Recientemente se ha propuesto que las PA podrían participar como

mensajeros químicos de diversas hormonas actuando a modo de señales

endócrinas, parácrinas y/o autócrinas, entre las diferentes poblaciones celulares

(Scalabrino y coI., 1991).

Puesto que, los grupos amino primarios y secundarios de las PA están

positivamente cargados a pH fisiológico, estos compuestos orgánicos pueden

interactuar con constituyentes celulares de carga negativa, tales corno ácidos

nucleicos, proteínas y fosfolípidos (Marton y Morris, 1987; Schuber, 1989)

controlando importantes aspectos del metabolismo celular (Tabor y Tabor, 1984;

Scalabrino y co|., 1991). Así, las PA modulan la actividad de topoisomerasas y

ADN/ácido ribonucleico (ARN) polimerasas, estabilizan la asociación de las
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subunidades ribosomales, promueven la unión de los ribosomas al reticulo

endoplásmico (Raina y Janne, 1975), protegen a las membranas de posibles lisis,

facilitan la fusión de membranas, controlan sistemas de transporte involucrados en

Ia movilización de compuestos entre el medio extracelular y el citoplasma (Goyns,

1982; Marton y Morris, 1987; Schuber, 1989), y regulan específicamente la

estructura y función mitocondrial (Nichitta y Williamson, 1984; Thomas y col, 1986;

Marcote y col., 1989). Además, las PA participan también en el control del contenido

celular de nucleótidos cíclicos y pueden modular eventos de

fosforilación/desfosforilación proteica a través de Ia activación de quinasas y/o

mediante modificación del sustrato (Cochet y Chambaz, 1983; Cohen, 1985).

Por otra parte, los derivados acetilados de las PA: mono-N-aceti/putrescina

(A-put), N1-acetilespermidina (N’A-esd), NB-acefl/espermidina (NBA-esd), y

N’-acet¡lespermina (N’A-esp) (Fig. 8), contribuirían en el mantenimiento

homoestático del pool intracelular de PA, evitando el aumento descontrolado de la

concentración tisular de estos policationes, que provoca serios daños celulares

resultantes de la interacción de los mismos con sitios aniónicos presentes en

macromoléculas y estructuras sub-celulares (Casero y Pegg, 1993; Kramer y col,

1993).
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Figura 8: ESTRUCTURADE LAS PRINCIPALES POLIAMINAS.
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3.2. BiOSlNTESlS Y CATABOLlSMO

La biosíntesis de PA en células eucariontes involucra una serie de

precursores tales como arginina, ornitina y S-adenosilmetionina (Fig. 9). La ornitina

es obtenida principalmente durante el ciclo de la urea por acción de la enzima

arginasa que utiliza al aminoácido arginina como precursor. Posteriormente, Ia

ornitina es convertida a Put en una reacción catalizada por la enzima ornitina

decarboxi/asa (ODC; EC 4.1.1.17) (Tabor y Tabor, 1976; Williams-Ashman y

Canellakis, 1979). Durante la formación de Esd a partir de Put a través de la

actividad Esd sintetasa, y en la síntesis de Esp catalizada por Ia enzima Esp

sintetasa que emplea como sustrato a la Esd, la S-adenosilmetionina es

decarboxilada por Ia enzima S-adenosi/metionina decarboxi/asa (SamDC; EC

4.1.1.50) sirviendo así 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'-met¡l-t¡oadenos¡na

(MTA)que es rápidamente degradado en las células.

La Put, Esd y Esp pueden sufrir reacciones de acetilación, oxidación y

conjugación originando diferentes metabolitos.

Las reacciones de interconversión entre las PA y sus derivados acetilados,

estan catalizadas por dos enzimas: la acetil-CoA Esd/Esp N1-acetiltransferasa (AT),

y la PA oxidasa (PAO) dependiente de fIavina (Morgan, 1985; Morgan, 1989). La

primera de estas enzimas posee localización citoplasmática y emplea acetiI-CoA

para convertir la Esd y Esp, en N1A-esd y N1A-esp, respectivamente.

Posteriormente. ambos compuestos acetilados son sustratos de la PAO (Seiler,

1987; Seiler y Heby, 1988), generándose Esd y Put. En condiciones normales, la

PAO posee mayor actividad que la AT citosólica, razón por Ia cual el contenido de

acetiI-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

NBA-esd;mientras que, Ia Esp al ser una molécula simétrica, es incapaz de generar

derivados NB-acetilados. La deacilación de la A-put y la NsA-esd regenera
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Figura 9. BIOSINTESIS DE POLIAMINAS
1: omitina decarboxilasa; 2: espermidina sintetasa; 3: espermina sintetasa; 4: poliamina
acetilasa; 5: poliamina oxidasa; 6: espermidina/espermína NS-acetil transferasa; 7: Ns-acetil
espermídina/espermina desacetilasa; 8: S-adenosil metionina decarboxilasa; 9:
aminopropiltransferasa.
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Put y Esd. Así, el sistema AT/oxidasa regula los niveles intracelulares de PA,

evitando el aumento descontrolado del contenido tisular de Esd y Esp,

potencialmente tóxico para las células.

La función de las PA se halla estrechamente relacionada con su naturaleza

iónica. Como la acetilación de las PA resulta en la disminución de su carga neta,

fue inicialmente propuesto que este proceso conduciría a la pérdida de la actividad

biológica 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 interconversión, puede ser sustrato de MAOs

(EC 1.4.3.4) y/ó diamino oxidasas (DAOs; EC 1.4.3.6) dependientes de Cu‘z. Los

aldehídos 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 ácidos, contribuyendo a la aparición, en sangre y orina, de una

serie de metabolitos tales como carboxietilpoliaminas, ácido espérmico, putreanina,

B-alanina y ácido y-aminobutírico (GABA)(Seiler y co|., 1981). El conjunto de estas

reacciones constituyen el denominado catabo/¡smo terminal de las PA. En el caso

particular de la Put, su oxidación por una DAO origina y-aminobutiraldehído. En Ia

mitocondria, este compuesto es sustrato de una aldehído deshidrogenasa que

forma GABA.En aquellos compartimientos que carecen de esta enzima, como por

ejemplo la circulación general, el y-aminobutiraldehído es transformado en

productos de excreción urinaria, probablemente a través de reacciones no

enzimáticas. Como se mencionara anteriormente, la Put puede ser también

acetilada generándose A-put.Este derivado acetilado puede ser excretado, o actuar

como sustrato de las enzimas MAO,aldehído deshidrogenasa y A-PA deacetilasa

originando GABA (Seiler y Eichentopf, 1975) (Fig. 10).
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3.2.1. Regulación del metabolismo de las Poliaminas

La biosíntesis de PA es mayoritariamente controlada a través de Ia

modulación de las actividades de las dos carboxilasas,ODC y SamDC, y Ia AT;

mientras que, las otras enzimas (sintetasas y PAO) parecen ser reguladas

fundamentalmente por Ia disponibilidad de sustrato.

La ATse halla presente en las células en bajas concentraciones. Esta enzima

es negativamente regulada por la MTAe inducida por agentes tóxicos, ésteres de

forbol, hormonas, factores de crecimiento (Pegg, 1988) y PA (Seiler y Heby, 1988).

De esta forma, se sugirió que la inducción de la AT representaría un mecanismo de

eliminación de PA, una vez excedido cierto umbral de concentración. La AT posee

una vida media corta (15 a 45 minutos) modulada por Ia acumulación de su ARNm,

la traducción del mismo y la velocidad de recambio de la proteína (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, Ia actividad SamDC depende de Ia presencia de Put (Pegg, 1974);

mientras que Esd y Esp, reducen los niveles de su ARNm (Hólttá y Pohjanpelto,

1986).

La actividad ODC se encuentra regulada ¡n vivoein vitro,por una variedad de

factores y hormonas. Entre ellos pueden citarse Ia LH, FSH, nucleótidos cíclicos

(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 co|.,

1986). A su vez, aminas primarias, análogos de sustrato, drogas farmacológicas y

las propias PA, son capaces de controlar la transcripción, estabilidad del ARNm,

traducción, eventos de modificación post-traduccional y/ó la degradación de Ia

enzima ODC (Bey y coI., 1987; Kameji y col., 1993). En la mayoría de los tejidos de

mamíferos, Ia actividad basal de la ODC es Ia más baja de las involucradas en Ia

biosíntesis 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 vía

metabólica. En cultivos celulares, la inducción de la actividad ODC y la acumulación

de Put, se inician en Ia fase G1 del ciclo celular; y serían un prerequisito

indispensable para la posterior duplicación del ADN y división celular (Sunkara y

col, 1981). La ODC presenta una vida media de 10 a 20 minutos (Raina y Janne,

1975), siendo Ia enzima de mayor velocidad de recambio entre las conocidas

(Tabor y Tabor, 1984). Su degradación se encuentra asociada a Ia aparición de una

proteína de peso molecular de 22 KDa conocida como antienzima (HeIIer y col,

1976). La síntesis de esta proteína es inducida por PA. Esta antienzima es sensible

a ciclohexamida pero no a actinomicina D, indicando que su regulación se efectúa a

nivel post-transcripcional (Mitchell y co|., 1985). La antienzima forma, con alta

afinidad, complejos reversibles e inactivos con Ia ODC (Murakami y col., 1985), los

cuales disminuyen los niveles de enzima libre y aceleran la degradación de la

misma (Murakami y Hayashi, 1985). A su vez, la acción de la proteína inhibidora es

modulada por otra proteína, una anti-antienzima, que no modifica la actividad ODC,

pero presenta una alta afinidad por la antienzima, razón por Ia cual es capaz de

liberar a la ODC de su forma complejada inactiva (Calandra y col, 1996).

Así, el pool intracelular de PA se encuentra regulado por un balance entre su

biosíntesis, su ¡nterconversión a derivados acetilados y su excreción. Por otra parte,

la presencia en membrana plasmática de transportadores específicos, permite Ia

incorporación de policationes desde el medio extracelular. Un aumento en la

velocidad de crecimiento celular es usualmente acompañado por un incremento en

el transporte transmembrana de PA exógenas. Asimismo, factores tróficos tales

como hormonas y factores de crecimiento, estimulan la incorporación de PA (Seiler

y Dezeure, 1989).



51 INTRODUCCION

3.3. POLIAMINAS EN ORGANOS REPRODUCTIVOS

3.3.1. Testículo

Estudios previos indican que, las gonadotrofinas son capaces de modular la

actividad ODC y SamDC testicular (Francis y col, 1981; Pegg y McCann, 1982;

Ostennan y col, 1983; Madhubala y col, 1987; Swifty 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 Ia actividad enzimática (Madhubala y col., 1987). Esta hormona

hipofisaria, regula diferencialmente las actividades ODC y SamDC en células de

Sertoli provenientes de ratas de 18 días 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 testículos 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 biológicos. En este contexto,

nuestro Laboratorio ha señalado 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 proporción de la actividad ODC testicular queda circunscripta al

epitelio seminífero dónde es regulada por FSH (Madhubala y col, 1987; Shubada y

Tsai, 1990). Sin embargo, un remanente de la actividad enzimática 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 podrían interferir en la interacción

de FSH con sus receptores testiculares específicos. Dias y col. (1983) detectaron

un efecto directo de las PA sobre la unión de FSH a las células de Sertoli, asociado

al peso molecular y número de grupos aminos presentes en estos policationes. De

esta manera, los cambios citoplasmáticos de los niveles de PA podrían modular Ia

funcionalidad de las células de Sertoli, alterando la interacción FSH-receptor.
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Además, las PA son sustratos fisiológicos de transglutaminasas intra y

extracelulares, enzimas responsables del entrecruzamiento de proteínas

estructurales de la membrana, y miembros activos en la internalización 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 Ia T es también capaz de regular Ia actividad ODC, disminuyendo los

niveles del ARNm de la enzima.

Es interesante destacar que se han establecido ritmos circadianos en Ia

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 testículos

prepuberales de rata fluctúa durante las 24hs diarias. Recientemente, se ha

descripto un ciclo diario en el contenido testicular de Put, aIcanzándose los

máximos niveles hacia las 6hs; mientras que, la Esd y la Esp no experimentan

modificaciones circadianas detectables (Sabry y Matsuzaki, 1991).

La concentración testicular de PA totales varía con la edad (Shubada y co|.,

1989b). Los niveles gonadales de Put son máximos a los 13 días de edad; mientras

que, las concentraciones de Esd y Esp son elevadas en ratas de 31 a 35 días.

Asimismo, en células de Sertoli, Ia enzima ODC presenta su máxima actividad a los

13 días, coincidentemente con Ia división mitótica de estas células; y decrece luego

con la edad hasta alcanzar un nadir a los 40 días. En células germinales e

intersticiales de rata, la actividad enzimática incrementa paralelamente con Ia edad

hasta los 22 días, momento en el cual ocurre la primera división meiótica de los

espermatocitos, y después declina. La actividad SamDC en testículo total, células

de Sertoli, germinales e intersticiales presenta un marcado aumento a los 20 días

de edad (Shubhada y co|., 1989a). Asi, la elevada actividad ODC en células de

Sertoli y germinales estaría asociada a eventos de proliferacióncelular ocurridos en

etapas tempranas del desarrollo puberal; mientras que, el aumento de la actividad

SamDC se relacionaría con Ia maduración de las células de Sertoli y la meiosis de

las células germinales (Calandra y coI., 1996).
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Alcivar y col. (1989), y Hakovirta y col. (1993), han estudiado el efecto de las

PA sobre la síntesis de ADN, la condensación meiótica de la cromatina, la

morfología y el número de células esperrnatogénicas a Io largo del ciclo del epitelio

seminífero. Estos estudios sugieren que las PA estimularían la síntesis de ADN

principalmente en el estadío de esperrnatogonia tardía. Por otra parte, se ha

observado un aumento en el ARNm de ODC, en poblaciones enriquecidas en

espennatocitos, en el estadío paquitene, y en espennátides redondas (Alcivary col;

1989). Asimismo, Kaipia y col (1990), han detectado una alta expresión de esta

enzima en esperrnatocitos paquiténicos en estadios Vll-X , y diploténicos en el

estadío XI.

3.3.2.Epididimoy glándulas sexuales accesorias

Los andrógenos son los principales reguladores de Ia función epididimaria

(Brooks, 1981). En taI contexto, nuestro Laboratorio ha demostrado originalmente

que Ia actividad ODC epididimaria es marcadamente andrógeno-dependiente (de

las Heras y Calandra, 1987), y que la síntesis de PA en el epididimo de rata

requiere un entorno androgénico (de las Heras y col, 1992). EI tratamiento de ratas

prepuberales con diferentes antiandrógenos selectivos, provoca una disminución

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 epidídidimo, 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 número 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 fracción

significativa de las PA presentes en el epidídimo podría tener un origen gonadal, y
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arrivar a este órgano conjuntamente con otros compuestos y fluídos secretados por

el testículo.

La concentración de PA epididimarias en la rata, presenta alteraciones a lo

largo de Ia ontogenia. La enzima ODC alcanza su máxima actividad a los 25 días

de edad, y luego declina permaneciendo constante entre los 45 y 60 días. En

epidídimos de ratas adultas, Ia PA en mayor concentración es Ia Esd, seguida por Ia

Esp, y en menor grado la Put (de las Heras y Calandra, 1987; de las Heras y col.,

1992).

Las vesículas seminales, como se ha detallado previamente, son órganos

andrógeno-dependientes. Esta glándula que contiene moderadas concentraciones

de PA, y presenta una discreta actividad de las enzimas ODC y SamDC, no realiza

una activa secreción de estos policationes (Piik y col. 1977). Se ha postulado que,

en las vesículas seminales, las PA controlarían eventos proliferativos,

particularmente durante el crecimiento tisular inducido por andrógenos (Calandra y

coI., 1996).

Paralelamente a los andrógenos, la PRL es también requerida para el

mantenimiento estructural y funcional de las vesículas seminales (Ayata y co|.,

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 Ia actividad ODC

en comparación con el grupo control (Gonzalez y co|., 1991; Gonzalez y col., 1994).

En consecuencia, esta hormona hipofisaria jugaría un importante rol en el control

del pool tisular de PA en las vesículas seminales, modulando consecuentemente, el

crecimiento y Ia diferenciación glandular.

La próstata produce y secreta importantes cantidades de PA (Pegg y Williams­

Ashman, 1968) que participarían 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 ool._ 1971), han sido



55 INTRODUCCION

caracterizadas en este tejido. Las PA son elaboradas mayoritariamente en las

células epiteliales de la próstata, las cuales exhiben un importante grado de

andrógeno-dependencia (Blackshear y col, 1989).

La principal PA encontrada en todos los lóbulos de la próstata es la Esd,

mientras que la Esp y la Put presentan concentraciones tisulares menores (Fjósney

col, 1990). En Ia rata, el lóbulo ventral de Ia próstata produce y secreta PA al fluido

seminal (Mann, 1964); mientras que, bajos niveles de estos policationes fueron

detectados en los lóbulos dorsal y lateral. Asimismo, se ha establecido una

distribución compartamental de las actividades ODC y SamDC en la próstata, que

se correlaciona con las diferencias morfológicas y funcionales descriptas entre los

distintos lóbulos (Price, 1963; Lundmo y col, 1985). La actividad ODC es mayor en

la próstata ventral, mientras que Ia actividad SamDC predomina en el lóbulo dorsal

(Fjósne y col, 1988).

Los distintos lóbulos de la próstata responden diferencialmente a la acción de

PRL (Prins, 1989). En particular, Rui y Purvis (1987) han indicado que la PRL ejerce

una activación selectiva en la actividad ODC del lóbulo lateral.

En el plasma seminal humano y de rata se detectan niveles de Esp (Mann,

1974) estadísticamente superiores a los descriptos en otros tejidos y fluidos del

organismo. La principal fuente de PA del líquido seminal es la próstata. El rol

fisiológico de las PA en el sémen es aún 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 correlación 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).

Hóltta y col (1975) y Mendez (1989), describieron que, las PA seminales son

oxidadas generando mono- y di-aldehídos que serían tóxicos para los

espermatozoides e interferirían en la utilización de la fructosa como fuente

energética en estas células (Pulkkinen y col, 1975). Por otra parte, se ha descripto

Ia presencia de una proteína transportadora de Esp en la membrana de los
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espermatozoides, y se postuló que, la unión de esta amina a Ia superficie celular

protegería a las gametas contra la acción de productos citotóxicos (Rubinstein y

Breitbart, 1990).

4. NEUROENDOCRINOLOGIA Y REPRODUCCION

4.1. ORGANIZACION DEL SÍSTEMA NERVIOSO

4.1.1. Sistema nervioso central

4.1.1.1.Ontogenia y ciclo reproductivo anual

Tanto Ia organización neuroendócrina básica del hipotálamo 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 hipótesis de un control inhibitoriodel desarrollo sexual ejercido por ciertas

áreas del cerebro, fue inicialmente postulada en trabajos de Donovan y van der

Werff ten Bosch (1965). Lesiones realizadas tanto en el hipotálamo anterior (Gellert

y Ganong, 1960; Schiavi, 1964; Advis y Ramirez, 1977) como en el posterior

(Schiavi, 1964), inducen una pubertad precoz. También estructuras

extrahipotalámicas tales como eI hipocampo (Riss y coI., 1963) y la corteza cerebral

(Rose-E-Silva y co|., 1982) estarían involucradas en el control de Ia maduración

sexual. El sistema opioide jugaría un activo rol inhibiendo la liberación de

gonadotrofinas antes de la pubertad (Blank y coI., 1979). Así, la adquisición de Ia

actividad reproductiva dependería de una disminución en la actividad opioide, pero

también de una mayor prevalencia de factores estimulatorios (Bhanot y Wilkinson,

1983; Sirinathsinghji y co|., 1985). La naturaleza de estos factores estimulatorios es

aún incierta. EI sistema catecolaminérgico, serotoninérgico (Brown, 1971;

Moguilevsky y col., 1985; Müller y col., 1972; Sarkar y col., 1981) y aminoácidos
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activos tales como el ácido N-metil aspártico, el ácido glutámico (Glut) y el ácido

homocisteico (Price y co|., 1978; Price y co|., 1979; Ondo y col, 1976) han sido

asociados con el inicio de la pubertad. Las señales estimulatorias mencionadas

actuarían alterando el patrón de secreción de GnRH hipotalámico. Wray y Hoffman

(1986) han demostrado que la morfología de las neuronas productoras de GnRH

cambia durante el desarrollo juvenil. Estas variaciones morfométricas podrían

inducir alteraciones en Ia liberación hipotalámica de GnRH, y consecuentemente,

modificar la secreción de las hormonas adenohipofisiarias asociadas con Ia

regulación del crecimiento y funcionalidad de los testículos. Por otra parte, Ia

maduración testicular involucra cambios en el biosíntesis de andrógenos. La

secreción hipofisaria de FSH, y la producción de T son estímulos básicos para el

iniciode Ia espermatogénesis (Setchell, 1982). La T y la inhibina testicular efectúan

una retroalimentación negativa a nivel hipotalámico-hipofisario, atenuando la

liberación de gonadotrofinas (Ramirez y Mc Cann, 1965). Recientemente, RuIIi y

col. (1996), han señalado que, en ratas prepúberes, el entorno androgénico altera

no sólo Ia cantidad sinó también la calidad de FSH sintetizada en la hipófisis,

mediante Ia formación de una amplia variedad de isoformas que difieren en las

estructuras de los oligosacáridos unidos al polipéptido. Dicha heterogeneidad de Ia

molécula de FSH podría proveer al organismo de un mecanismo de regulación fina

adicional que contribuiría al control de la función reproductiva. A partir de la

pubertad, la unidad hipotálamo-hipofisaria se vuelve progresivamente menos

sensible a Ia regulación negativa testicular (Ramirez y Mc Cann, 1965; Negro-Vilar y

co|., 1973b; Nazian y Mahesh, 1979). Estos cambios de sensibilidad permitirían el

aumento en la secreción de FSH y LH, a pesar de Ia significativa producción de T

durante el desarrollo puberal. Sin embargo, esta hipótesis no explica el perfil

divergente observado en Ia secreción de FSH y LH durante el proceso de

maduración sexual. Por esta razón, diversos autores han postulado que, en la

eclosión de Ia madurez sexual, existiría también una activación de Ia liberación de

GnRH independiente de Ia retroalimentación negativa por esteroides (Ojeda y

Urbanski, 1994).
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Recientemente, en especies fotosensibles, se han observado alteraciones de

la función neuroendócrina asociadas al ciclo reproductivo anual. Experimentos

realizados con precursores e inhibidores de la biosíntesis de catecolaminas indican

que, FC inducen un aumento en la concentración hipotalámica de GnRH, asociado

con una disminución en los niveles dopaminérgicos centrales; mientras que, la

recrudescencia testicular, incrementa el contenido de norepinefrina y disminuye los

niveles hipotalámicos 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). Así, fotoperíodos restrictivos reducirían la actividad de las

neuronas adrenérgicas y dopaminérgicas del hipotálamo, inhibiendo Ia liberación de

GnRH a la circulación portal. En cambio, el aumento del contenido hipotalámico de

norepinefrina como consecuencia de alteraciones en su recambio, estimularía la

secreción de GnRH; y consecuentemente, la liberación hipofisaria de LH y FSH

responsables de la recrudescencia testicular (Bartke, 1985).

Aminoácidos endógenos tales como el glutamato estarían también

involucrados en la modulación fotoperiódica de la funcionalidad de las neuronas

generadoras de GnRH ( Urbanski, 1990; Colwell y col, 1991; Ebling y col, 1995). AI

respecto, Urbanski y col. (1993), demostraron que, el efecto inhibitoriodel FC sobre

la actividad testicular, puede ser bloqueado o revertido a través del tratamiento

crónico con agonistas glutamatérgicos.

Urbanski y col (1992) describieron la visualización de un pericario

considerablemente mayor en las neuronas GnRH de hámsteres expuestos a FC,

que el detectado en neuronas de hámsteres inmaduros y el correspondiente a

animales controles adultos mantenidos en fotoperíodo estimulatorio. Así, las

neuronas GnRH de hámsteres en condiciones restrictivas de luminosidad serían

capaces de sintetizar importantes cantidades del neuropéptido. Esto indicaría que,

durante el desarrollo puberal, aumenta la capacidad de síntesis y secreción de

GnRH; mientras que, los bajos niveles de gonadotrofinas circulantes observados en

animales en regresión, resultan de una inhibición en la secreción, pero no en la

síntesis de esta hormona hipotalámica.
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Es poco probable que, la fotopercepción actúe directamente sobre la actividad

secretoria de las neuronas hipotalámicas productoras de GnRH. Existen numerosas

evidencias que señalan a la glándula pineal, como el sitio primario de acción del

fotoperíodo sobre Ia función neuroendócrina. Los pinealocitos poseen una amplia

variedad de receptores a neurotransmisores entre los que se incluyen

catecolaminas, benzodiacepinas, dopamina, GABAy glutamato (Champney, 1989;

Ebaldi, 1987; Kus y col, 1993); que responden al control neural ejercido por el

ganglio cervical superior, en íntimo contacto con la células fotoreceptoras de la

retina. Así, la producción y secreción de melatonina por Ia glándula pineal, regularía

Ia síntesis y liberación de las hormonas hipotalámicas, y consecuentemente, la

actividada adenohipofisiaria.

Pickard y Silverman (1979) han establecido que, a pesar de las alteraciones

ocurridas a nivel hipotalámico, el fotoperíodo no modifica Ia sensibilidad de la

hipófisis a Ia estimulación con GnRH.

La severa disminución en los niveles circulantes de GnRH y gonadotrofinas

durante la fase de regresión, conduce a una significativa reducción en la producción

gonadal de andrógenos. Estos cambios en los niveles periféricos de LH,FSH y T en

animales expuestos a FC, son acompañados por alteraciones en la sensibilidad de

Ia unidad hipotalámico-hipofisaria a la retro-regulación ejercida por los esteroides

testiculares. Dichas modificaciones se ponen de manifiesto a través de la falta de

operatividad del sistema compensatorio que usualmente eleva Ia secreción

hipoflsaria de gonadotrofinas cuando la liberación 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 Ia fase de

recrudescencia, Ia unidad hipotalámica-hipofisaria experimenta una marcada

disminución en su sensibilidad a la retro-regulación 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 vísceras.

Sin embargo, el sistema nervioso periférico no es exclusivamente eferente, ya que

la mayoría de los nervios viscerales contienen también fibras sensoriales

aferentes entremezcladas con las fibras motoras, que llevan informacióndesde los

receptores localizados en la periferia del cuerpo hacia el sistema nervioso central

(Loewy, 1990).

El sistema eferente está constituido por un sistema nervioso somático y un

sistema nervioso autónomo.

Las fibras nerviosas de la parte somática del sistema nervioso periférico van

desde el cerebro o médula espinal hasta las fibras musculares esqueléticas, en

donde controlan el movimiento de los músculos empleando como principal

neurotransmisor a la acetilcollna. El sistema nervioso somático es un sistema

"voluntario",ya que la movilidad de los músculos esqueléticos se encuentra bajo el

control cerebral. En cambio, el sistema nervioso autónomo, controla las funciones

involuntarias del cuerpo. Este sistema presenta fibras nerviosas que se originan en

el cerebro o médula espinal, igual que Io hacen los nervios del sistema somático;

pero a diferencia de ellos, las sinapsis de las fibras autónomas se producen fuera

de la médula en unos grupos de células denominados gang/ios. De este modo, el

sistema autónomo está integrado por dos neuronas efectoras: la neurona

pregang/¡onan que vá desde la médula a los ganglios; y la neurona postgang/¡onan

que inerva a los tejidos periféricos.

El sistema nervioso autónomo está compuesto por dos divisiones principales:

el sistema nervioso simpático y el sistema nervioso parasimpático. Actualmente se

incluye una tercera división: el sistema nervioso entén'co constituido por un conjunto

de neuronas presentes en la pared del intestino, que regulan la secreción y

motilidad gastrointestinal.
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Muchos tejidos se encuentran ¡nervados por fibras simpáticas y

parasimpáticas, siendo sus acciones antagónicas.

Todas las fibras preganglionares, tanto simpáticas como parasimpáticas,

liberan acetilcolina en las sinapsis con las células postganglionares. En cambio, las

fibras postganglionares parasimpáticas, liberan acetilcolina en sus terminaciones;

mientras que, las fibras simpáticas, secretan norepinefrina.

Aunque la norepinefrina y Ia acetilcolina son los neurotransmisores "clásicos"

del sistema nervioso autónomo, recientemente se han identificado un número

importante de factores y péptidos a los cuales se les atribuyen también funciones

neurotransmisores y/ó neuromoduladoras (Hókfelty col, 1977; Schulzberg y Lindh,

1988; Gershon y col., 1977; Fumess y Costa, 1978).

4.1.2.1. Inervación del tracto genital masculino

El testículo, el epidídimo y las glándulas sexuales accesorias reciben

inervación simpática y parasimpática del sistema nervioso autónomo, y poseen

también un sistema sensorial aferente. El sistema motor eferente que inerva a los

órganos reproductivos, deriva de plexos nerviosos preventrales. En Ia rata, existen

5 plexos nerviosos prevertebrales, interconectados, que rodean a las arterias: el

plexo celíaco o solar, el intermesentén'co o aórtico, el mesentérico caudal ¡nfen'ory

posten'or, el hipogástrico y el plexo pélvico (Fig. 11).

El plexo celíaco posee inervación simpatica desde los nervios toráxicos y

lumbares; mientras que los demás plexos reciben sólamente nervios esplácnicos

lumbares. El plexo celíaco cuenta también con el aporte parasimpático del nervio

vago. EI plexo intermesentérico, que se encuentra ventral y ventrolateralmente a la

aorta, conecta al plexo celíaco con los plexos de ubicación caudal (el plexo caudal

mesentérico, el hipogástrico y el plexo pélvico). EI plexo mesentérico rodea Ia

arteria homónima y contiene uno o más ganglios. En Ia mayoría de las especies, el

nervio hipogástrico es una única fibra originada en el borde posterior del ganglio

mesentérico caudal, que Io comunica con el plexo pélvico.
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En cambio, en el hombre, una red de nervios localizada luego de la

bifurcación de la aorta constituye el plexo hipogástrico. El plexo pélvico no sólo

recibe Ia inervación simpática del nervio hipogástrico, sinó que también arrivan a él

los nervios pélvicos parasimpáticos que se originan en los nervios sacros.

Se han descripto ganglios periféricos en diferentes especies. Frecuentemente,

se reconoce un pequeño ganglio, el gang/¡o espermático, cercano al origen de la

arteria testicular proveniente de la aorta. Este ganglio recibe ramificaciones

provenientes de otros ganglios y de los plexos intermesentérico, celíaco y

mesentérico caudal; así como una inervación directa del nervio simpático lumbar.

En Ia rata, el ganglio pélvico mayor o hipogástrico, ubicado en el ligamento lateral

de la vejiga contiguo a Ia próstata, provee inervación al recto, uretra, pene, lóbulo

dorsal de la próstata, vejiga y conducto deferente.

Existen también fibras sensoriales aferentes en todas las vías nerviosas descriptas

en los párrafos 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

hipogástrico y otros plexos proximales; pasando luego por los nervios esplácnicos y

de la cadena simpática, para alcanzar finalmente la médula espinal a través de las

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

4.1.2.1.1.Inervación del testículo, epidídimo y conducto deferente

Empleando la denervación quirúrgica y/o química, se ha podido trazar el

recorrido de las distintas fibras nerviosas que llegan al testículo.

En el humano los nervios espermáticos que arrivan al testículo se presentan

en tres grupos: el nervio espermático superior, el intermedio y el inferior. Las fibras

espermáticas superiores provienen de los nervios intermesentéricos y del plexo

renal, descienden a lo largo de la arteria testicular y terminan en la gónada. El

nervio espermático intermedio se origina en la porción superior del plexo

hipogástrico y se extiende hasta el canal inguinal interno, por donde penetra al

cordón espermático. Las ramas terminales de este nervio ¡nervan el epidídidimo y la
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porción proximal del conducto deferente. El nervio espermático inferior se origina

principalmente en el plexo pélvico, y en menor grado en el plexo mesentérico

inferior, ¡nervando el conducto deferente y el epidídimo, aunque provee también de

algunas fibras al testículo. En la rata, a diferencia del humano, no se encuentra el

nervio espermático intermedio. Estudios recientes, cuestionan la importancia del

ganglio paraaórtico como fuente de inervación testicular en la rata (Rauchenwald y

col, 1995). Estos autores han detectado que el testículo recibe inervación

contralateral y bilateral; y a través de la técnica de marcado retrógrado, han

localizado una importante cantidad de neuronas en los ganglios accesorios y

pélvico principal.

Estudios histoquímicos han revelado la presencia de abundantes fibras

nerviosas simpáticas en el testículo, principalmente en la túnica albugínea y

vasculosa (Setchell y co|., 1994). Bell y Mc Lean (1973), describieron Ia existencia

de un denso plexo de finas fibras catecolaminérgicas en la cápsula testicular y una

densa inervación de los vasos sanguíneos en la región de la rete testis.

Coincidentemente, la denervación testicular produce una disminución significativa

en el contenido capsular de catecolaminas (Campos y co|., 1990a). Por otra parte,

Bell y McLean (1973), han descripto un moderado número de fibras colinérgicas

distribuidas uniformemente en la cápsula gonadal, que no se asocian al recorrido

de los vasos sanguíneos. Campos y col (1990b) observaron que el corte de las

fibras esperrnáticas superiores. produce una marcada caída en el contenido de

5-HT en la cápsula y el intersticio testicular de la rata. En la cápsula gonadal del

gato, se ha encontrado también, el polipéptido intestinal vaso activo (VIP), en

asociación con vasos sanguíneos; mientras que, en la rata, no se ha podido

detectar su presencia (Zhu y col., 1995).

A través del estudio histológico de cortes de testículos 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 próximas a vasos

sanguíneos (Baumgarten y Holstein, 1967; Baumgarten y col, 1968), y se ha

sugerido que estarian relacionadas con el control de la irrigación gonadal y eI tono
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vascular (Setchell, 1978). No se han observado fibras que penetren la membrana

de los túbulos seminíferos. Sin embargo, se ha descripto la presencia de nervios

adrenérgicos cercanos a las células mioides que rodean a los túbulos en Ia rata y

en humanos, los cuales regularían Ia contractilidad tubular y el transporte de

espermatozoides hacia los conductos eferentes y el epidídimo (Baumgarten y

Holstein, 1967; Nistal y col, 1982; Koji y coI., 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 sólamente en Ia cápsula, y no en el parénquima testicular (Zhu y coI., 1995).

4.1.2.1.2.Inervación de las glándulas sexuales accesorias

Las glándulas accesorias se encuentran inervadas por fibras provenientes del

plexo pélvico. Estos nervios arrivan a los órganos ipsilaterales; mientras que, un

entrecruzamiento fibrilar en la línea media permite la inervación de las órganos

contralaterales. Las neuronas que inervan las glándulas sexuales accesorias

contienen fundamentalmente epinefrina, norepinefrina y/ó acetilcolina. La existencia

de fibras postgang/¡onares cortas con sus cuerpos celulares localizados en ganglios

cercanos, es una característica distintiva de los glándulas sexuales accesorias.

Colectivamente estos nervios conforman el sistema neuronal adrenérgico corto o

sistema neuronal con‘o urogenital, y serían responsables de la inervación de Ia

musculatura lisa ganglionar.

El sistema vascular de estos órganos reproductivos accesorios, se encuentra

inervado por fibras postganglionares largas que viajan a través de los vasos

sanguíneos. La mayoría de las especies presentan también numerosos gang/¡os

preterminales intrínsecos, integrados por células ganglionares aisladas o

agrupadas, asociadas con nervios que se ramifican dentro de las glándulas

accesorias. Estos ganglios son abundantes en la cápsula y capa muscular; mientras

que, son escasos en el tejido conectivo subepitelial (Setchell y coI., 1994).



66 INTRODUCCION

4.2. NEUROTRANSMISORES

4.2.1. GABA

Ei neurotransmisor GABA es sintetizado, a nivei central y en órganos

periféricos, a partir dei Glut por acción de Ia enzima glutamato decarboxilasa (GAD;

EC 4.1.1.15) (Fig. 12).

NH3

’OOC——CH2“CI-12 ——CH—COO'

Glutamato

+

NH3

" OOC«—CH2 -—CH2 -——CH2

y-Aminobutirato
(GABA)

Figura 12. BIOSINTESIS DE GABAA PARTIR DE GLUTAM T0
PLP: fosfato depiridoxal
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A su vez, eI Glut puede ser obtenido a partir de una aminación reductiva

catalizada por Ia enzima glutamato deshidrogenasa que emplea a-cetoglutarato e

ión amonio como precursores; o bien, mediante la actividad hidrolítica de la enzima

y-glutamil-transpeptidasa (yGT) sobre su sustrato fisiológico el glutation (Agrawal y

Vanha-Perttula, 1988) .

No obstante, como se ha descripto previamente, GABA puede ser también

producido a partir de Put por acción directa de las enzimas DAO y aldehído

deshidrogenasa, o bien, por previa acetilación de Ia Put y posterior actividad de las

enzimas MAO, aldehído 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 transformación a

succínico semialdehído (SSA) por medio de la enzima 2-oxoglutarato

aminotransferasa o GABA transaminasa (GABA-T; EC 2.6.1.19). Finalmente, el

SSA es convertido, por acción de la succínico semialdehído dehidrogenasa

(SSADH), en ácido succínico (SA), un compuesto intermediario en el ciclo del ácido

cítrico (Seiler y Eichentopf, 1975).

Se han descripto varias proteínas transportadoras de GABA tanto a nivel

central (Liu y col, 1993) como periférico (Aanesen y col., 1995; Aanesen y col,

1996). Dichas proteínas co-transportan Na" y Cl' a través de Ia membrana celular.

La diversidad farmacológica de transportadores gabaérgicos ha sido demostrada

por su diferente afinidad a reconocidos inhibidores. Entre los principales

bloqueantes del transporte de GABA podemos citar los siguientes: L 2,4-ácido

diamino-n-butírico (DABA), cis 3-ácido carboxílico aminociclohexano (ACHC),

4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo 4,5-piridin 3-ol (THPO), ácido nipecótico, B-alanina y

guvacina (Krogsgaard-Larsen, 1981; Liu y col, 1993; Aanesen y col., 1995;

Aanesen y col., 1996).

Estudios farmacológicos, inmunológicos y moleculares, han permitido

identificar tres tipos diferentes de receptores gabaérgicos de membrana: GABAA,

GABAB y GABAC.
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El receptor GABAAposee un canal de cloro, un sitio de unión para GABA que

es estimulado por el agonista muscimol e inhibido competitivamente por bicucullina,

una zona de reconocimiento para el Iigando picrotoxina (un antagonista no­

competitivo de Ia unión del neurotransmisor), y sitios de afinidad para barbitúricos,

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 iónico activado por Iigandos, permite agrupar al receptor

GABAA,al receptor de acetilcolina nicotínico y al receptor de glicina, dentro de una

misma superfamilia (Stephenson, 1988). El receptor GABAA 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 órganos periféricos entre los

que se encuentran el útero, las glándulas adrenales, las células de Leydig, y

espermatozoides (Erdó, 1985; Erdó y Wekerle, 1990; Ritta y coI., 1991; Wistrom y

Meizel, 1993; Blackmore y Bleasdale, 1994). EI receptor GABAA ha sido

mayoritariamente descripto como un tetrámero formado por dos cadenas

polipeptídicas a, de peso molecular 53KDa; y por dos sub-unidades Bde 58KDa. La

sub-unidad o. es Ia responsable de Ia unión de benzodiacepinas al receptor;

mientras que, el agonista muscimol, reconoce al polipéptido B. Cada una de estas

sub-unidades posee, un extremo N-terminal extracelular con sitios de glicosilación,

cuatro dominios hidrofóbicos trans-membrana (M1, M2, M3 y M4), una secuencia

aminoacídica intracelular, que en Ia sub-unidad B posee un sitio de fosforilación; y

un corto extremo C-terminal extracelular. Las cuatro copias de Ia hélice M2

determinan el canal de cloro. Recientes estudios farmacológicos, fisiológicos y

moleculares han permitido describir nuevas sub-unidades del receptor GABAA.Así,

los diferentes tipos (a, [3,y, 6 y p) y combinaciones de las cadenas polipeptídicas

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; McKeman y Whiting, 1996).
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El receptor GABABha sido purificado y caracterizado como una proteína de

peso molecular de 80KDa (Nakayasu y col, 1993), que une específicamente a los

ligandos baclofen y ácido 3-aminopropanofosfínico (APPA) (Bowery y col, 1980;

Ong y col, 1990). Los antagonistas más ampliamente utilizados en Ia determinación

de estos receptores gabaérgicos son el faclofen y el 2-hidroxi-saclofen (Curtis y col.,

1988; Kerr y co|., 1987; Kerr y col, 1988; Lambolez y col, 1992; Buhl y col, 1994).

Los receptores tipo B son bicucullina insensibles; y las benzodiacepinas y

barbitúricos no interactúan con ellos (Stephenson, 1988). Estudios farmacológicos

han permitido establecer una amplia distribución de estos receptores tanto a nivel

central como periférico (Kerr y co|., 1987; Kerr y col, 1988; Curtis y col, 1988; Ong

y col, 1990; Andrade y co|., 1986, Ritta y col, 1991; Hausler y col, 1993). La

determinación de receptores GABABes dependiente de cationes bivalentes

(Stephenson, 1988), encontrándose los mismos asociados a la actividad de canales

de Ca+2y/ó K‘ (Newberry y Nicoll, 1984; Andrade y col, 1986; Holz y col, 1986;

Dutar y Nicoll, 1988; Ohmori y co|.. 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 inhibición de Ia formación de AMPc vía reducción de la

actividad adenilato ciclasa (Wojcik y Neff, 1984; Nishikawa y Kuriyama, 1989).

Adicionalmente, los receptores B están positivamente acoplados al recambio de

fosfoinositoles. los cuales generan 1,2 diacilglicerol e inositoI-1,4,5-trifosfato

(Crawford y Young, 1988; Godfrey y co|., 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 GABACes específicamente

activado por los enantiómeros cis/trans del ácido 4-aminocrotónico (CACAy TACA)

y del ácido carboxílico 2-aminometiI-ciclopropano (CAMP y TAMP); y es

fuertemente antagonizado por el a'cido acético 4-imidazólico (Bormann y

Feigenspan, 1995). Este receptor es un canal de cloro constituido por difentes tipos
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de sub-unidades polipeptídicas p (Bormann y Feigenspan, 1995; Enz y col, 1995).

Mientras que p1 es selectivamente expresada en Ia retina, la sub-unidad pz es

localizada también en otras partes del sistema nervioso central tales como el

hipocampo y la corteza (Enz y coI., 1995). Los receptores serotoninérgicos tipo 2

(5-HT2)y los glutamatérgicos metabolotrópicos que, vía una proteína G y activación

de Ia fosfolipasa C, elevan los niveles intracelulares de diacilglicerol; inducen la

fosforilación de los receptores GABACa través de una PKC, modulando de este

modo la actividad gabaérgica por reducción de la corriente transmembrana de

cloruro (Bormann y Feigenspan, 1995).

4.2.2. Serotonina

La 5-HT es sintetizada a partir del aminoácido triptofano. En una primer etapa

la enzima triptofano hidroxilasa, dependiente de 02, pteridina y Fe‘z, cataliza la

formación de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (Hamon y co|., 1981). Posteriormente, el

5-HTP es decarboxilado a 5-HT por una decarboxilasa no específica que actúa

sobre L-aminoácidos aromáticos utilizando como co-factor al fosfato de piridoxal.

La 5-HT así sintetizada se almacena en vesículas secretorias en forma de

complejos no difusibles con ATP.

EI catabolismo de esta monoamina ocurre a nivel mitocondrial. La 5-HT sufre

desaminación oxidativa por acción de una MAO para formar 5-hidroxi

indolacetaldehído. Este compuesto es rápidamente degradado por la aldehído

dehidrogenasa que genera 5-HIAA, principal metabolito de la 5-HT. El

hidroxiindolacetaldehído puede ser también catabolizado. aunque en menor

proporción, a 5-hidroxitriptofolvía actividad aldehído reductasa (Fig. 14).
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La clasificación original de los receptores serotoninérgicos, dividía a estas

moléculas proteicas de membrana en dos tipos: D y M, según el bloqueo de su

actividad por los antagonistas dibenzilina y morfina. respectivamente. Los recientes

progresos en la farmacología molecular han permitido recategorizar a los receptores

de 5-HT en cuatro familias diferentes (5-HT1; 5-HT2; 5-HT3 y 5-HT4), cada una

integrada por múltiples subtipos proteicos que presentan propiedades bioquímicas,

farmacológicas y fisiológicas similares (Peroutka y Snyder, 1979; Schmidt y

Peroutka, 1989; Dinan, 1996). En los últimos años, estudios de clonación molecular

han revelado la existencia de nuevos receptores serotoninérgicos (5-HT5a,5-HT5b,

5-HT6y 5-HT7)de los cuales aún se desconocen sus características farmacológicas

y fisiológicas (Dinan, 1996).

La Tabla 1 resume los principales agonistas y antagonistas empleados en Ia

determinación de la vasta diversidad de receptores serotoninérgicos existentes.

Los subtipos de receptores de 5-HT activan diferentes sistemas de señales

intracelulares. Los receptores 5-HT1A, 5-HT1B y 5-HT1D, inhiben la acción

estimulatoria de Ia forskolina sobre la adenilato ciclasa, a través de su interacción

con una proteína capaz de unirse específicamente a nucleótidos de guanina (Gi).

Los receptores 5-HT1cy 5-HT2, activan a la PKC y fosfolipasa C; mientras que, los

receptores 5-HT3 se encontrarían asociados a canales iónicos activables por

ligandos específicos (Hartig, 1989; Dufau y col, 1993; Dinan, 1996).

Los receptores de 5-HT han sido localizados en el hipotálamo y otras áreas

del cerebro (Krulich y col., 1981; Fuller, 1981; Hadjiconstantinou y coI., 1982;

Holmes y col, 1982; Naumenko, 1985; Calogero y col, 1989; Dinan, 1996), en la

hipófisis (Spinedi y Negro-Vilar, 1983; Calogero y co|., 1995; Dinan, 1996), y

diferentes tejidos periféricos (Humphrey, 1984; Leysen, 1984; Lefebvre y col, 1992;

Tinajero y co|., 1992; Dufau y co|., 1993; Dinan, 1996).
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AGONISTAS ANTAGONISTAS

buspirona; 8-hidroxi-2-(di-n- pindolol: propranolol:
propilamino)-lctralina (8-OH- cspipcrona: 4-lodo-N-[2-l4­

DPAT): N.N-dipropil -5-caboxamido (mcloxifcnil)-l-pipcrazinillclill-N-Z­
lriplamina: oximclazolina; pirídinil-benzamida (p-MPPI); l-(2­

5'HT1A cspiroxatrina: urapidjlz ipsapirona; metoxifcnil)—l>-[4-(2­
2-(2.6-dimcloxi-fcnoxiclil) phlalímido)bulil] piperazina (NAN­

aminomclil- l .4-bcnzodioxano (WB 190); S(-)-5-fluoro-8-hidroxi-DPAT
4101): 5-mclox3'dimelillriptamina (S(-)-UH-3()l).

(MDMT).
anpinolina; 7-lrifluoromclil-4(4­

5_HT1B metil-l-pipcrazinil)-pirrolo|1.2-a]
quinoxalina (CGS-12066A):

oximclazolina.

5.HT1 2.S-dimetoxi-l-iodoanfclamina cinanscrina: clozapina:
5_HT1C (D01): 2.5-din1ctoxi4-bromo ciprohcpladina; kclanscrina:

anfclamina (DOB); oximclazolina. mcsulcrgina; mclilscrgida:
Eiranrona: rilanscrina.

N-H-l|5-[3-(2-aminoctil)-lH-indol- melcrgolina.

5_HT1D 5-il]-l.2.4-oxadjazol-3-illmclillfcnil|
mclancsulfonamida (L-694.247)1

oximelazolina: sumalriglan.
5-HT1E ----------------- metíotepina.

5_HT1F ----------------- mcliolcpina.
2.5-dimcloxi-4-iodoanfctamina cinanscrina; ciprohcptadjna:

5_HT2 (DOI); 2.5-dimcloxi-4-bromo kctanscrina: mcsulcrgina;
anfctamina (DOB);(1-mctil-5-HT. mclcrgolina: mctilscrgida:

pircnpcrona: rispcridona; rilanserina:
csEiErona: sulEirida.

l-(m-clorofcni|)-biguadina: trimctil- mcloclopramida: 3-lropanil-indol-3­

5_H-|-3 S-HT: 2-mc1il-5HT: carboxílato: 3-tropanil-3.5­
l-fenil-biguadina: guiE' .ina. diclorobenzoato (MDL72222).
(lS-cis-)4-amino-5-cloro-N­

5_HT4 |(hexahidrq-l H-pirrplizin- l-il)mclil |­
2-mctox1bcnzam1da; zacogndn.

5.|-|T‘5 ------------------ clozapina: metiolepína.

5.|-|T7 ------------------ clozapina.

Tabla I. CLASIFICACION DE RECEPTORES SEROTONINERGICOS
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4.2.3. Neuromodulación de la función gonadal

La descripción de fibras nerviosas en el testículo condujo, a la determinación

bioquímica de neurotransmisores en la gónada.

En 1968, Korrnano y Pentilla establecieron mediante técnicas

espectrofluorométricas Ia presencia de 5-HT en el testículo y el epidídimo de ratas

adultas. Zieher y col (1971), y Lombard-des Gouttes y col (1974), describieron la

presencia testicular de aminas biógenas (5-HT, dopamina, norepinefrina e

histamina). Trabajos realizados en nuestro Laboratorio han permitido detectar una

distribución compartamental de las catecolaminas (Campos y col, 1990a) y la 5-HT

(Campos y co|., 1990b) en el testículo de Ia rata. Tanto la norepinefrina como la

5-HT presentan concentraciones significativas en cápsula, líquido intersticial y

células de Leydig de rata, siendo no detectables en el compartimiento tubular.

También se ha determinado la presencia de dopamina en cápsula y líquido

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 Ia presencia de GABA en

parénquima testicular de rata, detectándose los máximos niveles durante Ia etapa

prepuberal (Ritta y co|., 1987).

Ha sido establecido que, un gran número de factores endógenos, entre ellos

algunos neurotransmisores, son capaces de influenciar la actividad testicular

afectando la funcionalidad de las células de Leydig y Sertoli (Cooke y col, 1982;

Moger & Murphy, 1983; Verhoeven, 1980). La denervación quirúrgica o química del

testículo en etapas tempranas del proceso de maduración sexual, interfiere con el

normal desarrollo gonadal y con el mecanismo hipertrófico compensatorio

característico de Ia hemicastración; provocando también la degeneración y

reducción 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 Ia inervación simpática participaría en el
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crecimiento testicular, y en especial, en el desarrollo de los túbulos seminiferos. Las

primeras evidencias de que Ia inervación testicular modularía la producción de

andrógenos fueron aportadas por Frankel y Ryan (1981), quienes demostraron que

la sección de los nervios gonadales bloquea parcialmente el aumento de T

plasmática inducido por estrés. Mientras que, la denervación bilateral del nervio

espermático 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

vasectomía, que involucra la sección del nervio espermático inferior, inhibe

parcialmente el aumento de la concentración de T en Ia vena testicular de ratas

hemicastradas (Frankel y col, 1984). La administración de antagonistas

B-adrenérgicos, disminuye los niveles de T presentes en la vena testicular y el

líquido intersticial (Moger y Anakwe, 1986); en cambio, la infusión de agonistas

B-adrenérgicos por la arteria testicular en perros, provoca un aumento en la

concentración plasmática de T (Eik-Nes,1969). Asimismo, la inyección sistémica del

B-agonista isoproterenol, en ratas recién nacidas durante un lapso de 49 días,

provoca una hipertrofia de las células de Leydig, y un aumento del peso testicular

(Bergh y col., 1987). Estos resultados sugieren una estimulación catecolaminérgica

mediada por receptores tipo Bde la esteroidogénesis gonadal. Sin embargo, en otra

serie de experimentos, Ia administración intravenosa, subcutánea o intra-arterial de

epinefrina, actuando vía adrenoreceptores a y B, disminuyó 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 aplicación de distintas dosis de

catecolaminas, y de sus agonistas y antagonistas; podrían explicar, en parte, la

disparidad de resultados obtenidos en los experimentos ¡n vivopreviamente citados.

La administración sistémica o local de altas dosis de epinefrina y norepinefrina,

produce una profunda vasoconstricción 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 plasmáticos de T inducidas por catecolaminas (Levin y col., 1967; Damber y

Janson, 1978) o por estrés (Bliss y col, 1972), no podrían asociarse a eventuales
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cambios en el flujo sanguíneo testicular, dado que, se requirieron altas dosis de

estos neurotransmisores para modificarlo.

Estudios ¡n vitro han demostrado que las catecolaminas tienen un efecto

estimulatorio sobre la producción testicular de andrógenos en células ¡ntersticiales y

de Leydigprovenientes de ratas, ratones y cerdos (Cooke y co|., 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 señalaron 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 producción de andrógenos. Por esta razón,

algunos autores sostienen que, los resultados de los citados experimentos

corresponderían a un fenómeno del cultivo, sin relevancia fisiológica (Mayerhofer,

1996). La co-incubación 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 estimqu de la gonadotrofina (Anakwe y Moger, 1984a). Estos

resultados permiten suponer que, la LH y el isoproterenol regularían Ia producción

de andrógenos en cultivos de células de Leydig a través del mismo mecanismo, la

formación 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 interacción con B-receptores

tipo ll (Anakwe y co|._ 1985; Poyet y Labrie, 1987). Compuestos a-adrenérgicos

tales como, clonidina y fenoxibenzamina, y el a-antagonista fentolamina, no afectan

la producción 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 liberación de T basal y estimulada por la

hormona gonadotrofina coriónica humana (hCG) en preparaciones de células de

Leydig purificadas en Percoll (Wanderley y co|., 1989). En el hámster Dorado,

Mayerhofer y col (19890; 1992), demostraron que el estímulo catecolaminérgico

sobre la producción de andrógenos en incubaciones de fragmentos testiculares,
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varía según el estado funcional de la gónada. Mientras que, tanto en animales

inmaduros como adultos regresionados o activos, las catecolaminas incrementan Ia

respuesta esteroidogénica a hCG; sólamente en testículos de hámsteres

prepuberales y adultos involucionados,estos neurotransmisores fueron capaces de

aumentar Ia síntesis gonadal basal de T. Así, la influencia catecolaminérgica sobre

la función testicular, cobraría una significativa importancia en los períodos de

ausencia o reducida secreción hipofisaria de gonadotrofinas (antes de Ia pubertad y

en animales expuestos a FC). Por otra parte, la potenciación del efecto

estimulatorio de hCG por catecolaminas, permite especular que estos

neurotransmisores participarían en el aumento de los niveles plasmáticos de T

observado en situaciones de stress agudo (Frankel y Ryan, 1981). La estimulación

catecolaminérgica en la producción de T en el hámster Dorado, no modifica los

niveles de AMPc (Mayerhofer y col., 1991), desconociéndose cual/es segundos

mensajeros intervienen en dicha respuesta. La regulación de Ia esterodogénesis

testicular por catecolaminas, sería mediada, en testículos inactivos, únicamente por

adrenoreceptores tipo a (Mayerhofer y co|., 1989c); mientras que, en hámsteres

Dorados de 17 dias de edad, participarían a1 y B receptores (Mayerhofer y co|.,

1992). A diferencia de lo previamente descripto para el hamster Dorado; en Ia

especie Djungarian, tanto los testículos de animales expuestos a FN, como los

provenientes de animales adultos mantenidos en FC, son igualmente capaces de

responder al estímqu catecolaminérgico sobre la producción basal e inducida por

hCG de T (Mayerhofer y co|., 1993). Se ha estudiado también el efecto de drogas

adrenérgicas en el sector tubular. EI isoproterenol estimula la aromatización de T en

cultivos de células de Sertoli de ratas (Verhoeven, 1980) vía receptores tipo B1

(Heindel y col., 1981). Sin embargo, estudios de unión con 12sI-pindolol,indican que

preparaciones de células de Sertoli frescas, no presentan receptores

B-adrenérgicos. Así, durante el cultivo de las células de Sertoli, las mismas

adquirirían 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 túbulos seminíferos,
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productoras de numerosos agentes paracrinos moduladores de la actividad de las

células de Sertoli (Skinner, 1991).

La participación del sistema nervioso parasimpático en el control de la

actividad testicular ha sido escasamente estudiada. Kasson y col. (1985) analizando

el efecto de diversas drogas colinérgicas sobre Ia producción de andrógenos en

cultivos primarios de células testiculares provenientes de ratas adultas

hipofisectomizadas; detectaron que los agonistas nicotínicos, pero no los

muscarínicos, son capaces de provocar una significativa disminución en Ia

biosíntesis de andrógenos estimulada por hCG, a través de Ia inhibición selectiva

de Ia actividad 17a-hidroxilasa.

En el testículo de humanos, rata y hamster, se ha detectado la presencia sub­

capsular de mastocitos en íntima asociación con fibras nerviosas y vasos

sanguíneos (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 testículos de hámsteres Dorados en regresión, que Ia histamina

posee un efecto estimulatorio sobre la producción de progesterona y T mediado por

receptores tipo H1; mientras que, en animales adultos gonadalmente activos, este

neurotransmisor no modifica Ia síntesis y secreción androgénica. En Ia rata, los

mastocitos testiculares contienen además, concentraciones significativas de otro

neurotransmisor: la 5-HT (Aguilar y col., 1995). No obstante, existen fuentes

gonadales alternativas 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

inervación serotoninérgica que aporta el 34% de los niveles testiculares del

neurotransmisor (Campos y co|., 1990b).

Las primeras evidencias de que Ia 5-HT podrían afectar la función testicular

surgieron en los años ‘50 cuando se detectó que Ia administración exógena de

dicha indolamina provocaba una notable reducción en el peso testicular (Salgado y

Green, 1955). En 1962, Bocabella y col, realizaron un detallado análisis del efecto

de 5-HT sobre Ia histología testicular, observando que la inyección diaria de

20mg/kg de 5-HT a ratas adultas inducía una caída significativa en el peso gonadal,
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con lesiones importantes a nivel de los túbulos seminíferos que involucraban la

pérdida de los estadios celulares más avanzados del ciclo espermatogénico, sin

cambios morfológicos evidentes en el sector intersticial. Debido a que, el

tratamiento simultáneo con un vasodilatador prevenía dichos cambios morfológicos,

las lesiones observadas fueron atribuidas a Ia isquemia provocada por la 5-HT. En

1973, Liu y Kinson describieron daños semejantes en el compartimiento tubular,

demostrando además, que la 5-HT destruye el tejido intersticial que rodea a los

túbulos y provoca una disminución significativa en los niveles circulantes de

andrógenos. Esta caída en los niveles plasmáticos de T observada luego de la

administración de 5-HT, fue inicialmente atribuida a la supresión de LH y FSH

(Reiter y Fraschini, 1969; Kamberi y co|._ 1971). Sin embargo, Kalla (1979)

estableció que el tratamiento con 5-HT de ratas hipofisectomizadas suplementadas

con gonadotrofinas, provoca igualmente un importante descenso de la

concentración plasmática e intratesticular de T. Así, existiría una acción directa de

Ia 5-HT sobre Ia producción de andrógenos, no mediada por modificaciones en las

gonadotrofinas hipofisarias o en los factores liberadores hipotala’micos.

Experimentos ¡n vitro realizados por Vermes y col. (1979), señalan un efecto

inhibitoriode Ia 5-HT sobre Ia producción de T en celulas intersticiales de rata, que

resultaría del bloqueo de las actividades enzimáticas 17a-hidroxilasa, C17-20 Iiasa

y 17a-reductasa (Ellis, 1972).

En 1992, Tinajero y co|., establecieron que el efecto inhibitorio de la 5-HT

sobre la esterodogénesis gonadal en Ia rata, es mediado por receptores 5-HT2de

alta y baja afinidad. La LHhipofisaria induce la secreción de 5-HT desde las células

de Leydig mediante un mecanismo que involucra Ia actividad de una proteina Gs y

de la enzima adenilato ciclasa productora de AMPc (Tinajero y col, 1993a).

Posteriormente, este neurotransmisor efectúa una estimulación autocrina de la

síntesis de CRF vía una PKC y fosfoinositoles. El CRF producido por las células de

Leydig inhibe la producción de andrógenos basal y estimulada por hCG. Así, en Ia

rata, Ia 5-HT participa en un ciclo autoregulatorio negativo que limita Ia producción

de T en respuesta al estímulo gonadotrófico (Dufau y col, 1993).
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Ritta y col., (1987; 1991) determinaron que GABA,con una acción netamente

inhibitoria a nivel central, es capaz de estimular la producción de T en testículos

enteros de rata y en células intersticiales aisladas, a través de Ia interacción con

receptores gabaérgicos de membrana tipos A y B, los cuales coexisten en las

células de Leydig (Ritta y co|., 1991).

El VIP y el neuropéptido Y (NPY) son co-Iocalizados en las fibras

noradrenérgicas que inervan el testículo (Setchell, 1978; Allan y col., 1989;

Rauchenwald y col, 1995). En cultivos testiculares de ratas neonatales, el péptido

VIP influencia positivamente Ia biosíntesis de andrógenos (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

unión para este neurotransmisor en células de Leydig.

Miembros de la familia de los opiodes son localmente producidos en el

testículo (Ackland y col., 1992; Spiteri-Grech y Nieschlag, 1993), regulando

auto/paracrinamente Ia producción de andrógenos 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 producción de T en células de Leydig de rata vía receptores específicos

(Sharpe y Cooper, 1987; Spiteri-Grech y Nieschlag, 1993; Bathgate y Sernia, 1994;

Frayne y Nicholson, 1995); mientras que, la activación de receptores de

vasopresina, inhibe la esteroidogénesis gonadal (Sharpe y Cooper, 1987; Spiteri­

Grech y Nieschlag, 1993). Sin embargo, se ha observado que, la aplicación de

oxitocina ¡n vivo a través de implantes intratesticulares, causa una importante

reducción tanto en Ia T plasmática como testicular (Nicholson y col, 1991).
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EIpropósito de este trabajo de Tesis fue contribuir en el esclarecimiento de los

los mecanismos que controlan, tanto a nivel central como periférico, Ia función

reproductiva masculina. Con tal fin, el Hámster, un roedor fotosensible, fue

seleccionado como modelo experimental para el estudio de los eventos bioquímicos

asociados con el desarrollo sexual, y la influencia del fotoperíodo sobre la

actividad hipotáIamo-hipófiso-testicular.

Los objetivos fundamentales de las experiencias presentadas a continuación

fueron los siguientes:

Realizar un estudio comparativo de los aspectos endócrinos relevantes en el

proceso de desarrollo sexual en dos especies de hámsteres evolutivamente

emparentadas: el hámster (Syrian) Dorado (Mesocn'setus auratus) y el hamster

(Siberian) Djungarian (Phodopus sungorus).

. Efectuar un estudio detallado de los eventos endócrinos más sobresalientes en el

desarrollo puberal y Ia transición involución-reactivación por modificaciones en el

fotoperíodo, a fin de establecer homologías y diferencias entre ambos procesos.

III.Establecer modificaciones relacionadas con la edad y el fotoperíodo, en la

capacidad esteroidogénica testicular y producción gonadal ¡n vitro de T, DHT y

Diolen el hamster Dorado.

lV.Realizar un estudio comparativo entre la concentración sérica de FSH e inhibina

B, a fin de evaluar los mecanismos involucrados en la regulación endócrina de la

adenohipófisis y el testículo durante Ia permanencia en fotorestricción.

V. Evaluar el metabolismo de las PA, factores tróficos y diferenciativos, en testículo y

glándulas sexuales accesorias, con el propósito de analizar los mecanismos

refractarios que se ponen en juego durante la recrudescencia espontánea,
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tomando a los hámsteres insensibles a la fotoinhibición, y permitiendo, en

consecuencia, el restablecimiento de la función reproductiva.

Vl.Analizar si, conjuntamente a la regulación neural de Ia actividad reproductiva

ejercida desde el sistema nervioso central, existe una modulación local de la

función sexual, mediada por la presencia de neurotransmisores en órganos

reproductivos masculinos. A tal fin se estudió:

la presencia de GABAen testículos de hámsteres de las especies Dorado y

Djungarian a Io largo del proceso de desarrollo sexual, y modificaciones

especie-específicas en sus niveles.

Ia presencia de 5-HT en testículos de hámsteres Dorados en diferentes

estadios del desarrollo reproductivo.

de GABA y 5-HT en hámsteres Dorados, y

modificaciones en sus niveles dependientes del fotoperíodo.

el contenido gonadal

el metabolismo testicular de GABAy 5-HT.

la presencia de GABAen epidídimo y vesículas seminales de hámsteres

Dorados durante el desarrollo sexual.

el contenido epididimario y vesicular GABA en hámsteres Dorados, y

modificaciones en sus niveles relacionadas con Ia informaciónfótica.

el orígen endógeno de GABA en epidídimos y vesículas seminales del

hámster.

el rol de GABA, 5-HT y CRF sobre la producción ¡n vitro de T, DHT y Diol, en

condiciones basales y en respuesta al estímqu de hCG.

el mecanismo de acción de 5-HT en la regulación de la producción de

andrógenos testiculares.
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1. DROGAS Y REACTIVOS

Los compuestos radiactivos [1,2,3H]-testosterona (actividad específica (AE): 60

Ci/mmol), [1,2-3H]—5a-dihidrotestosterona (AE:50.6 Ci/mmol), [1,2-3H]-5a-androstano­

3a,17B-di0| (AE:25.4 Ci/mmol), [1-“C]-L-ornitina (AE: 57.20 mCi/mmol), [methylene­

3H(N)]-muscimol (AE:17.30 Ci/mmol), L-(l”C)-ácido glutámico (AE145 mCi/mmol) y el

125lNa(AE:17.4 Ci/g), 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 (DTF); y todos los

reactivos empleados en la preparación 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 analítico).

Las preparaciones de referencia y anticuerpos utilizados en la determinación

de los niveles circulantes de FSH y LH, fueron adquiridos a NIADDK(Bethesda,

Maryland, USA). La determinación de la concentración sérica de PRL se realizó con

una preparación de referencia y un anticuerpo especifico de hámster provistos

gentilmente por el Dr. A.F. 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 determinación de los niveles de T, DHT y DioI

presentes en el suero, tejidos y en el Medio de incubación de los ensayos ¡n vitro,

fueron obtenidos en Medicorp Sciences Inc. (Montreal, Canadá).

Los kits empleados en la determinación de colesterol total, Iipoproteínas de alta

densidad (HDL) y triglicéridos; y el kit utilizado en la medición de los niveles

intratisulares de Glut, fueron adquiridos a Boehringer Mannheim GMBH, Biochemica

(Alemania).
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La preparación de referencia empleada en la determinación de inhibina B, y los

anticuerpos monoclonales específicos de las sub-unidades a y B-B(anticuerpos R1 y

C5, respectivamente), fueron provistos gentilmente por N. Groome (Oxford, UK). El

kit amplificador utilizado en la determinación de inhibina B, se adquirió en GIBCO.

Las placas cromatográficas de sílica gel 60 empleadas para la separación de

PA provienen de Merck (Darmstadt, Alemania).

El hidróxido de hiamina utilizado en el ensayo de Ia actividad ODC, se adquirió

a Packard Instruments Co. lnc. (Downers Grove, ILL,USA).

Las preparaciones de células intersticiales se obtuvieron utilizando colagenasa

tipo l provista por Worthington Biochemical (Freehold, NY, USA). La hCG/APL fue

obtenida de Laboratorios Ayerst (Princenton, NJ, USA).

La preparación de referencia y el anticuerpo específico utilizado en la

evaluación del rol ejercido por CRF sobre Ia producción de T ¡n vitro en

preparaciones de células intersticiales de hámsteres, fueron cedidos gentilmente por

el Dr. E. Spinedi (Instituto Multidisciplinario de Biología Celular, IMBICE-CONICET,

La Plata).

2. ANIMALES

Se utilizaron hámsteres machos de la especie (Syrian) Dorado (Mesocn'setus

auratus) provenientes del Bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental

(Buenos Aires, Argentina) y del Laboratorio de Charles River (Wilmington, MA, USA);

y hámsteres machos de la especie (Siberian) Djungarian (Phodopus sungorus)

obtenidos de la Universidad de Southern Illinois(Carbondale, ILL,USA).

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

recibiendo una dieta balanceada y agua ad libitum.
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3. TRATAMIENTO

3.1. EN EL ESTUDlO DEL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL

Hámsteres machos de las especies Dorado y Djungarian, de 23, 30, 36, 46, 60

y 90 días de edad, fueron mantenidos en condiciones estándar de luminosidad

(16hs.luz/8hsoscuridad). Entre las 8.00 y 9.00 hs., los animales fueron anestesiados

con éter, la sangre obtenida por punción cardiaca, y finalmente decapitados.

Posteriormente, la sangre fue centrifugada a 1200 x g durante 10 minutos, y el suero

fraccionado en alícuotas y almacenado a -20°C hasta la determinación de

gonadotrofinas y andrógenos. Los grupos de hásmteres empleados en Ia

determinación de los niveles tisulares de GABA, dos minutos previos a la

decapitación, fueron inyectados intra-peritonealmente con 1.2 mmoI/kg de peso

corporal de ácido 3-mercaptopropiónico (MPA). Este paso previo a la decapitación

es fundamental para evitar el aumento de GABA post-mórtem, ya que la anoxia

induce una activación de la GAD (enzima de síntesis) y una inhibición en Ia GABA-T

(enzima de catabolismo). La resultante de estos dos fenómenos es el incremento

descontrolado en los niveles endógenos de GABAen el momento de sacrificar al

animal.

A todas las edades se determinó el peso corporal. Como consecuencia de Ia

pequeña cantidad de sangre colectada por animal cuando se trabajó con los

diferentes grupos experimentales de hámsteres de la especie Djungarian, y con

hámsteres Dorados prepuberales, fue necesario realizar pooles (n:2-4 animales),

para la determinación de la concentración sérica de LH, FSH, T, DHT y DioI. El

número de muestras analizadas por edad osciló entre 5 y 8.

Los órganos sexuales (testículos, epidídimos, vesículas seminales y próstata)

fueron inmediatamente extirpados, colocados sobre hielo, disecados, liberados de

materia grasa y pesados. El peso relativofue obtenido calculando el peso del órgano

(en g) que correspondería a 100 g de peso corporal. EI volúmen testicular fue

determinado por desplazamiento de agua según el método establecido por Steer
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(1981). El peso testicular específico fue obtenido dividiendo el peso testicular (en g)

por el volúmen del órgano (en cm3)(Ghosh y col, 1992).

Finalmente los tejidos fueron almacenados en viales de plástico a -20°C hasta

la determinación de los niveles tisulares de 5-HT, 5-HIAA,GABAy Glut.

Durante la determinación de Ia producción de andrógenos ¡n vitro, se utilizaron

testículos de hámsteres sin congelar.

3.2. EN EL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LA

FUNCION REPRODUCTlVA

Se utilizaronhámsteres Dorados machos adultos de aproximadamente 90-100

días de edad, mantenidos en FN (14hs.|uz/10hs.oscuridad) o FC

(6hs.lu.d18hs.oscuridad) durante 9, 12, 14, 16, 18 y 22 semanas. Entre las 8.00 y

9.00 hs, los animales fueron sacrificados por decapitación, Ia sangre troncal

recolectada, centrifugada a 1200 x g durante 10 minutos, y finalmente el suero

separado y almacenado a -20°C hasta su utilización en la determinación sérica de

colesterol total, HDL, triglicéridos, LH, FSH, PRL, T, DHT, Diol e inhibina B.

Los grupos de hámsteres empleados en Ia determinación de los niveles

tisulares de GABA,dos minutos previos a la decapitación, fueron inyectados intra­

peritonealmente con 1.2 mmoI/kgde peso corporal de MPA.

En el estudio del metabolismo tisular de GABA,hámsteres adultos mantenidos

en FN, fueron inoculados por vía intra-peritoneal, con 35 mg de ácido amino­

oxiacético/kg de peso corporal (un inhibidor de Ia actividad GABA-T),y decapitados

a los 30 y 60 minutos.

En cada uno de los grupos se determinó 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 relación peso corporal final/ peso corporal inicial.

Luego del sacrificio de los animales, los órganos sexuales (testículos,

epidídimos, vesículas seminales y próstata) fueron inmediatamente extirpados,
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colocados sobre hielo, disecados, liberados de materia grasa y pesados. El volúmen

testicular fue determinado por desplazamiento de agua, según el método establecido

por Steer (1981). EI peso testicular específico fue obtenido dividiendo el peso

testicular (en g) por el volúmen del órgano (en cms) (Ghosh y co|., 1992).

Un testículo y epidídimo de cada animal, fueron inmersos en viales de vidrio

conteniendo acetona y almacenados a -20°C para la posterior determinación de

andrógenos tisulares. EI resto de los tejidos fueron mantenidos en viales de

plástico a -20°C hasta la determinación de la actividad ODC, y los niveles tisulares

de PA, A-PA, 5-HT, 5-HIAA, GABA y Glut.

En la determinación de la actividad GAD, y en la producción de andrógenos ¡n

vitro,luego del sacrificio de los hámsteres, los órganos sexuales fueron rápidamente

extirpados, procesados y utilizados sin congelar.

4. DETERMINACION DEL PERFIL SERICO

4.1.LlP!DOS EN SUERO

Las concentraciones en suero de colesterol total, triglicéridos y HDL, fueron

evaluadas mediante el empleo de técnicas enzimático-colorimétricas utilizando kits

comerciales.

Para la determinación de colesterol total y triglicéridos se emplearon alícuotas

de 10p.| de muestra, a las cuales se agregó 1 ml de la solución reactiva

correspondiente.

La solución reactiva utilizada en la determinación de los niveles circulantes de

colesterol total consistió en buffer Tris-hidroximetil aminometano (Tris) 100 mM a un

pH de 7.7, aspartato de magnesio 50mM, 4-aminofenazona 1mM, colato sódico

10mM, fenol 6mM, 3,4 diclorofenol 4mM, éter poliglicólico de alcohol graso 0.3%,

colesterol esterasa 0.4 UI/ml,colesterol oxidasa 0.25 Ul/mly peroxidasa 0.2 UI/ml.
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La solución reactiva empleada en Ia determinación de triglicéridos séricos

contiene buffer Tris 0.15M a un pH de 7.6, sulfato de magnesio 17.5mM, ácido

etilendiaminotetraacético (EDTA), sal sódica 10mM, 4-clorofenol 3.5mM, colato

sódico 0.15%, ferrocianuro potásico 6.5mM, éter poliglicólico de alcohol graso

0.12%, adenosina trifosfato (ATP) 0.5mM, 4-aminofenazona 0.35mM, Iipasa 3UI/ml,

gliceroI-fosfato-oxidasa 2.5 Ul/ml,gliceroquinasa 0.2Ul/ml y peroxidasa 0.15Ul/ml.

El blanco de reacción consistió en 10m de HZOdestilada en 1 ml de la solución

reactiva. La determinación de colesterol total se realizó empleando 10ul de un

estándar de concentración 5.2 mmoI/l;mientras que, la concentración 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 incubación a 20-25°C, se efectuó la determinación

espectrofotométrica de colesterol total y triglicéridos a una longitud de onda de

500nm.

El límitede detección fue, para ambas técnicas, de 0.1 mg/tubo. Los resultados

se expresan en mg/dlde suero.

La concentración sérica de HDLfue calculada utilizando la técnica enzimático­

colorimétrica descripta para colesterol total, previo aislamiento de Ia fracción HDLde

las lipoproteínas. Para ello, a 100m de suero se agregó 250m de una dilución 4:1

vol/vol en HZOdestilada del reactivo precipitante conteniendo a'cido fosfotúngstico

0.55mM y cloruro de magnesio 25mM. Dicha mezcla se incubó a temperatura

ambiente durante 10 minutos, y luego se centrifugó a 1600 x g durante 10 minutos.

Posteriormente a 100m del sobrenadante obtenido, se agregó 1 ml de Ia solución

reactiva empleada en Ia determinación de colesterol total. El blanco de reacción

consistió en 100u| de H20 destilada. La determinación se efectuó utilizando 10ul de

un estándar de concentración 5.2 mM. Luego de 10 minutos de incubación a

20-25°C, se realizó la medición espectrofotométrica a 500 nm. EI límite de

sensibilidad del ensayo fue de 0.1 mg/tubo. Los resultados se expresan en mg/dl de

SUGI'O.
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4.2. HORMONAS PROTEICAS

Las concentraciones séricas LH y FSH, fueron determinadas a través de un

radioinmunoanálisis (RIA) heterólogo utilizando Ia técnica de doble anticuerpo

validada en hamster por Chandrashekar y col. (1987).

La determinación de gonadotrofinas se realizó utilizando alícuotas de 200m de

suero por duplicado, empleando NIDDK-rLH-RP3 y NIDDK-rFSH-RP2 como

preparaciones de referencia; y anti-rLH-S1O y anti-rFSH-S11 como anticuerpos

específicos. Las muestras fueron incubadas con el primer anticuerpo a 4°C durante

24hs. Posteriormente se agregó el trazador radiactivo y se incubó otras 48hs. a 4°C.

Dicha incubación se detuvo por el agregado del segundo anticuerpo y polietilenglicol

(PEG) al 8%. La hormona libre se separó por centrifugación a 1600 x g durante 30

minutos y aspiración de los sobrenadantes. La radiactividad de los precipitados fue

determinada en un contador y.

La concentración sérica de PRL se determinó por un RIA homólogo de doble

anticuerpo descripto previamente por Soares y col. (1983), usando como

preparación de referencia eI estándar AFP-10302E, y un anticuerpo anti-PRL

específico de hamster. Se utilizaron alícuotas de 20p| por duplicado para los sueros

provenientes de hámsteres expuestos a FN, y alícuotas de 200 pl por duplicado para

los sueros de hámsteres mantenidos en FC. La incubación con el primer anticuerpo

se realizó a temperatura ambiente durante 24hs. Luego se agregó la hormona

marcada y se incubó otras 24hs. a temperatura ambiente. La incubación se detuvo

por el agregado de segundo anticuerpo y PEG al 8%. La hormona libre se separó

centrifugando a 1600 x g durante 30 min y aspirando los sobrenadantes. Por último,

se determinó Ia radiactividad de los precipitados en un contador y.

La iodinación de las tres hormonas proteicas se realizó siguiendo el método de

cloramina T y posterior purificación, a través de una columna de poliacrilamida­

agarosa ACA44, Ultrogel (Charreau y col., 1977).
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La sensibilidad de los ensayos resultó 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 variación inter-ensayo. El coeficiente de variación

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 estándares

especificos empleados.

4.3. ANDRÓGENOS

4.3.1. Extracción de andrógenos

Alícuotas de aproximadamente 200-600ul de suero se extrajeron, 2 veces

consecutivas, con 2 ml de éter dietílico. La fase acuosa fue descartada, y los

extractos etéreos evaporados a sequedad bajo nitrógeno gaseoso. Posteriormente

los residuos se resuspendieron, en relación 1:3 vol suero/vol resuspención, en buffer

RIA a pH 7.4 conteniendo HNa2P04 40mM, HzNaPO4 35 mM, NaCI 0.15 M, gelatina

0.1% y azida sódica 0.1%.

4.3.2. Determinación de andrógenos

La determinación de la concentración sérica de T, DHT y Diol, se realizó por

RIAsegún el método validado en el Laboratorio por Suescun y col. (1985), utilizando

una suspención de carbón-dextrano (0.5%-0.05%) a fin de separar el esteroide libre

del complejo hormona-anticuerpo. En la determinación de DHT y Diol, se emplearon

los anticuerpos DHT-1-CMO-BSAy Diol-15-CMO-BSAaltamente especificos. En la

medición de la T circulante, se utilizóun anticuerpo T-7a-butirato-BSA, que presenta

una reacción cruzada del 35% con DHT.



94 MATERIALES YMETODOS

EI limite inferior de detección del ensayo fue de 12.5 pg/tubo. EI coeficiente de

variación inter-ensayo fue menor al 15% para los tres esteroides; mientras que, el

coeficiente de variación 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 concentración sérica de inhibina B fue determinada en colaboración con la

Dra. S. Campo (Centro de Investigaciones Endocrinológicas, CEDIE-CONICET), a

través del método de enzimoinmunoanálisis (ELlSA) tipo sandwich en fase sólida,

que emplea anticuerpos monoclonales específicos de las sub-unidades a y B-B

(anticuerpos R1 y C5, respectivamente), según ha sido previamente descripto por

Groome y O'Brien (1993).

El primer paso consistió en la adsorción del anticuerpo C5 a las placas a

utilizar en eI ensayo. Para ello, se agregaron 50 ul del citado anticuerpo en cada

pocillo, y se incubó a temperatura ambiente toda Ia noche. AIdía siguiente, se aspiró

Ia solución remanente, y se agregaron 100 ul de una preparación bloqueante 1%

(peso/vol) de albúmina sérica bovina (BSA) en buffer fosfato salino (PBS). Después

de 2 hs. a temperatura ambiente, se Iavaron las placas, y se agregó, en cada pocillo,

100 ul de muestra o solución de referencia.

Las placas fueron incubadas en presencia de las muestras y la preparación de

referencia durante toda la noche a temperatura ambiente con agitación constante.

En la construcción de la curva estándar se utilizó inhibina B humana

(Genentech).

Las muestras séricas provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos

en FN o expuestos a FC entre 9 y 22 semanas, fueron pretratadas por dilución con

50 ul de una solución 6% de dodecil sulfato de sodio (SDS), y hervidas a 100 °C

durante 3 minutos. Posteriormente se agregaron 50 ul de una solución 6% de

peróxido de hidrógeno, y se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. Este
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pretratamiento de las muestras modifica, por oxidación, los residuos de metionina en

Ia molécula de inhibina B, aumentando Ia afinidad del epitope por el anticuerpo.

AI día siguiente se Iavaron las placas, y se agregó, a cada pocillo, 50pl de la

solución de anticuerpo R1 acoplado a Ia enzima fosfatasa alcalina. Luego de 1 h. de

incubación a temperatura ambiente con agitación constante, las placas fueron

Iavadas durante 15 minutos empleando H20 bidestilada. Posteriormente, se incubó a

37°C durante 2 hs, en presencia de 50pl del sustrato enzimático. Una alícuota de

50pl de un kit amplificador (GIBCO), fue agregada en cada pocillo de la placa, y

luego de 15 minutos a temperatura ambiente, se observó el desarrollo de color.

Cuando el cero analítico comenzó a presentar tonalidad rojiza, Ia reacción 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. Extracción de andrógenos

Con el fin de eliminar posibles interferencias durante la determinación de la

concentración tisular de T, DHTy DioI,se procedió inicialmente a Ia extracción de los

andrógenos con solventes orgánicos. Las muestras se homogeneizaron en acetona

en relación 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 cónicos y, para evaluar las pérdidas sufridas en el

procesamiento, se agregó a cada muestra 1700 dpm de esteroide radiactivo como

estándar interno. Los sobrenadantes se evaporaron a sequedad, se resuspendieron

en 1 ml de H20 destilada, se colocaron en un baño de agua a 50°C durante 10

minutos y se agitaron vigorosamente durante 1 minuto. Las suspenciones fueron
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extraídas 2 veces con 2.5 ml de éter dietílico (1:2.5, vol/vol) y agitadas durante 2

minutos. Las fracciones etéreas fueron separadas por congelación, evaporadas a

sequedad y resuspendidas en 1.4 ml de metanol. Luego de 1 minuto de agitación, se

agregó 0.6 ml de H20destilada y se agitó nuevamente por otro minuto. Para eliminar

interferencias de lípidos en los tejidos, se realizó una nueva partición con 2 ml de

n-hexano, se agitó durante 2 minutos y luego se descartó la fase superior.

Finalmente, se agregó a cada tubo 6 ml de diclorometano, agitando las

suspenciones durante 2 minutos y descartando la fase superior acuosa. Se evaporó

a sequedad la fase inferior, y los residuos fueron resuspendidos en 1 ml de buffer

RIA.La recuperación fue de un 70-80%.

5.2. Determinación de andrógenos

La concentración intra-testicular e intra-epididimaria de T, DHT y Diol, se

determinó por el método validado en el Laboratorio según Suescun y col. (1985),

como fue previamente descripto en la sección 4.3.2. de Materiales y Métodos.

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

ADN y ng/órgano.

6. ANALISIS DEL METABOLISMO TISULAR DE LAS POLIAMINAS

6.4 DETERMlNACÉON uE LOS Nl‘JELES DE POLSAMiNAS

Los niveles de Put, Esd y Esp se determinaron en base a la técnica descripta

por Seiler (1983), y validada en el Laboratorio según Gonzalez y col. (1991). Este

método se basa en la formación de los derivados dansilados didansilputrescina,

tridansileSpermidina y tetradansilespermina, que posteriormente son separados por

cromatografía en placa delgada.
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Los tejidos se cortaron en pequeños trozos y se agregó ácido perclórico (PCA)

0.2 N en relación 1:1 (peso/vol) y 1:3 (peso/vol) para testículos provenientes de

hámsteres expuestos a FN y FC, respectivamente; y en relación 1:3 (peso/vol) y 1:7

(peso/vol) para las vesículas seminales de hámsteres 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 Ia floculación del precipitado. Luego, los

homogenatos fueron centrifugados a 20000 x g durante 30 minutos, y alícuotas de

100m del sobrenadante de las muestras se alcalinizaron con 100ul de Na2C03

(solución saturada), a fin de favorecer la formación de especies no protonadas en los

grupos aminos, de mayor reactividad. Posteriormente, se agregaron a las mezclas

200ul de cloruro de dansilo (20 mg/mlde acetona), se agitaron vigorosamente hasta

obtener una sola fase líquida e incubaron toda la noche a temperatura ambiente en

oscuridad. Paralelamente se dansiló una mezcla de estándares de Put, Esd y Esp

que contenía 10 nmoles de cada compuesto. El blanco de reacción se determinó

usando 100ul de PCA 0.2N.

Previamente a su utilización,el cloruro de dansilo fue resuspendido en tolueno

(grado espectrofotométrico), y purificado a través del pasaje por una columna de

sílica gel 60, con posterior evaporación en nitrógeno gaseoso.

Al día siguiente, se agregaron 50ul de prolina (100 mg/ml de H20 destilada) a

cada muestra, con el propósito de eliminar el exceso de cloruro de dansilo de la

mezcla de reacción, y se incubó durante 60 minutos en oscuridad a temperatura

ambiente. Luego, las muestras fueron evaporadas bajo nitrógeno a 35-40°C hasta un

volúmen de 100 ul, con el fin de eliminar las trazas de acetona que podrían interferir

en el posterior paso de extracción. A continuación, se agregaron 100ul de HZO

destilada y 200ul de tolueno, con el objeto de lograr la extracción 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

orgánicos fueron posteriormente separados por centrifugación a 800 x g a

temperatura ambiente y subsiguiente congelamiento a -70°C de la fase acuosa.
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Alícuotas de 50p.| del blanco de reacción y de 40ul de las muestras, fueron

sembradas en placa de sílica gel de 0.2mm de espesor previamente activadas por

desecación a 110°C durante 1 h. Conjuntamente, se sembraron 0.25, 0.5, 1 y 2

nmoles de la mezcla estándar de PA, con el fin de construir una curva de calibración.

Se realizó una cromatografía ascendente unidimensional en oscuridad que

consistió en una corrida en clorofonno:trietilamina (9:1 vol/vol). Luego las placas se

vaporizaron con una mezcla de isopropanol:trietanolamina (4:1 vol/vol) para

estabilizar la fluorescencia de los derivados dansilados. Posteriormente, se

identificaron las bandas por irradiación con luz UV con una longitud de onda de

360 nm. La relación 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 extraídas de las placas y eluídas con 1 ml de bencenoztrietilamina (95:5

vol/vol)previamente desgaseado. Las muestras fueron centrifugadas a 800 x g con

el objeto de precipitar las partículas de sílica. Finalmente, se determinó la

fluorescencia de los sobrenadantes en un espectrofluorómetro por excitación a

350nm y emisión a 490nm.

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

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

nmol/mg de ADN y nmol/órgano.

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

6.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ACETIL POLIAMINAS

Los niveles tisulares de Aput, N‘A-esd, NBA-esd y N‘-aceti|espermina, se

determinaron según de las Heras y col. (1992), basándose en Ia metodología

utilizada para PA con algunas modificaciones que permiten una mejor separación y

concentración de estos compuestos, que habitualmente se hallan en pequeñas

cantidades en los tejidos.
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Para Ia realización de Ia curva estándar se preparó una solución conteniendo

10 nmoles de A-put, N‘A-esd ,NBA-esd y N‘A-esp a partir de soluciones 1mM en

ácido acético de las mismas.

La preparación de las muestras de tejidos y mezclas de reacción, y la

extracción de los derivados dansilados fueron realizadas según el procedimiento

descriptos previamente para PA en la sección 6.1. de Materiales y Métodos. En

placas de sílica gel previamente activadas por desecación, se sembraron alicuotas

de 40ul de las muestras obtenidas y 50u| del blanco de reacción. Conjuntamente se

sembraron 0.25, 0.5, 1 y 2 nmoles de la mezcla estándar 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 cIoroformo-tetracloruro de

carbono-metanol (14:6:1, vol/vol).Posteriormente, las placas fueron vaporizadas con

una solución de isopropanol-trietanolamina (4:1, vol/vol). Las bandas

correspondientes a los acetil derivados dansilados, fueron identificadas por

irradiación 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, NBA-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/vol), previamente desgaseada. Se determinó Ia fluorescencia

de los sobrenadantes en un espectrofluorómetro por excitación a 350 nm y emisión a

490nm.

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

Los resultados son expresados como nmoI/g de tejido, nmoI/mg de proteínas,

nmoI/mg de ADN y nmoI/órgano.

Las A-PA totales fueron calculadas como Ia suma de A-put, N‘A-esd, NBA-esdy

N‘A-esp.

6.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ORNITINA DECARBOXILASA

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

(1970), y validado en eI Laboratorio según de las Heras y Calandra (1987), que
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consiste en medir Ia liberación de 14C02 a partir de 14C-ornitina. El 1“C02producido

en la reacción es captado por una base cuaternaria en solución alcohólica.

Los tejidos provenientes de testículos y vesículas seminales de hámsteres

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 sódica 0,2% (Buffer A;

pH: 7.4), en una relación de 1:2 (peso/vol). Los homogenatos fueron luego

centrifugados a 20000 x g durante 30 minutos. Alícuotas de 100p| de los

sobrenadantes se agregaron a 100p| de un buffer de reacción (Tris 80mM,fosfato de

piridoxal 0.4mM, DTT 9mM, L-ornitina 2mM y 0.2 ¡JCÍde “C-omitina, pH:7.2).

La L-ornitina utilizada fue previamente purificada en dos etapas, por

evaporación y redisolución en HCI0.1 N y 0.01 N, respectivamente.

Las incubaciones se realizaron durante 60 minutos a 34°C en frascos de vidrio

de 10 mI cerrados con tapas de goma de las cuales penden recipientes plásticos

conteniendo 120pl de hidróxido de hiamina 1Men metanol.

La reacción se detuvo inyectando a cada frasco 500 pl de ácido tricloroacético

(TCA) al 40%. Las incubaciones se prolongaron durante 30 minutos a 34°C.

Paralelamente se determinaron dos blancos de reacción utilizando 100pl de buffer A.

AIfinalizar las incubaciones los recipientes plásticos conteniendo el 14C02liberado a

partir de la 14C-ornitinaque fue captado por el hidróxido de hiamina, se sumergieron

en 3 mI de tolueno centelleante conteniendo 0.4% de 2,5-difeniI-oxazol (PPO) y

0.004% de (1,4-bis[5-feni|-2—oxazolil] benzeno; 2,2’-p-fenileno-bis [5-feniloxazol])

(POPOP); y se determinó Ia radiactividad en un contador de centelleo líquido.

Con el fin de calcular Ia actividad específica de Ia L-ornitina, se prepararon dos

soluciones estándar consistentes en 10 pl del buffer de reacción y 120 pl de

hidróxido de hiamina 1M en metanol.

Los resultados se expresan en pmol de 14C02Iiberados/ h/mg de proteínas.

pmol de 1“coz liberados/ h/g de tejido, pmoI de 1“002 Iiberados/ h/mg de ADN y pmol

de 14C02liberados/ h/órgano.
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7. ANALISIS DEL METABOLISMO TISULAR DE NEUROTRANSMISORES

7.1. GABA

7.1.1.Preparación de membranas portadoras de receptores gabaérgicos

EI método empleado en la determinación de los niveles tisulares de GABA,

requiere la preparación previa de una fracción de membranas conteniendo

receptores específicos 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 relación 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 HZOdestilada fría en relación

1:30 peso/vol, 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 último, los

sobrenadantes fueron descartados y el pellet congelado a -20°C toda la noche.

AI día siguiente, el precipitado fue descongelado, resuspendido en relación

1:15 peso/vol en buffer Tris-citrato (Tris 0.1M, Ac. Cítrico 0.2M, pH: 7.2) conteniendo

Tritón 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 centrifugación 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 Ia fracción de membranas con receptores GABA, fue

resuspendido en buffer Tris-citrato en una relación de 40mg de proteínas/10 ml de

buffer, fraccionado y almacenado a -70°C.
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7.1.2. Determinación de los niveles tisulares de GABA

Los niveles tisulares de GABA fueron determinados por el método de

radioreceptor validado según Ritta y col. (1987). Los tejidos fueron homogeneizados

en HZOdestilada en una relación de 1:40 (peso/vol) para testículos, y de 1:20

(peso/vol) para epidídimos y vesículas seminales. Posteriormente, a 100ul de estos

homogenatos se les agregó 700ul de buffer Tris-citrato. La capacidad total de unión

fue calculada usando 800ul de buffer. Se preparó una curva de calibración por

agregado a los tubos de 100ul de soluciones de 0.125pM, 0.25pM, 0.5pM, 1pM, 2pM

y 4pM de GABA no radiactivo. La unión inespecífica fue calculada en tubos que

contenían 100pl de una solución 1000 uM de GABA.

Posteriormente, se agregaron 260000 dpm de 3H-Muscimol (agonista de

receptores GABAA)y 100 ul de Ia preparación de membranas obtenida según el

procedimiento descripto en Ia sección 7.1.1. de Materiales y Métodos, previamente

sonicada. Se incubó durante 10 minutos a 22°C y se centrifugó a 20000 x g durante

10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron aspirados, resuspendidos en 1 mI 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.

AI día siguiente, se agregó a las muestras 3 ml de una mezcla de tolueno

centellante-Tritón X100 en relación 3:1 vol/vol, y se cuantificó Ia radiactividad en un

contador de centelleo Líquido.

El límite inferiorde detección del ensayo fue de 1.29 ng de GABA/tubo.

Los resultados son expresados como nmoI/g de tejido, nmoI/mg de proteínas,

nmoI/mg de ADN o nmol/órgano.
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7.1.3. Análisis de la biosíntesis tisular de GABA

7.1.3.1.Determinación de los niveles tisulares de ácido glutámico

Los niveles de Glut en testículos, epidídimos y vesículas seminales, fueron

determinados a través de un ensayo colorimétrico utilizando un Kitcomercial basado

en Ia conversión dependiente NADVNADH,según el método descripto por Agrawal y

Vahna-Perttula (1988).

A tal fin, los tejidos fueron homogeneizados en agua destilada con un

homogeinizador Ultraturrax,en relación 1:5 peso/vol. A 200m de estos homogenatos

se les agregó 1.8 ml de agua destilada y 1 ml de una solución reactiva de buffer

fosfato de potasio/trietanolamina (pH:8.6) conteniendo Tritón X100, 110 mUl/ml de

una diaforasa de corazón 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 espectrofotómetro a 492 nm (A1).

Para el blanco de reacción se utilizó2 ml de agua destilada.

La reacción se inició con el agregado de 30pl de una solución de glutamato

dehidrogenasa de 900Ullml. A los 15 minutos, se leyeron nuevamente las

absorbancias a 492 nm (A2).

A fin de evitar posibles interferencias por agentes reductores presentes en las

muestras, se calculó el cambio de absorbancias en 15 minutos según la relación

A'°*=(A2-A1)muestras ' (Az'A1)bianco­

La concentración de Glut de las muestras fue calculada empleando un

estándar de concentración 0.071g/l, a través de la fórmula:

Concentración de la muestra=AAmuemxconcentración del estándar/AA mw,

Debido a que la solución de INTes sensible a la luz, todos los tubos usados en

el ensayo fueron recubiertos con papel de aluminio, y se trabajó con baja

luminosidad ambiental.

EI límitede detección del ensayo fue de 1ug/tubo.
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Los resultados son expresados en pmollg de tejido, pmoI/mg de proteínas,

pmol/mg de ADN y pmol/ órgano.

7.1.3.2.Actividad glutamato decarboxilasa

La actividad GAD fue analizada según el método de Sims y Pitts (1970) con

ciertas modificaciones (Balerio y col, 1994).

Tejidos frescos fueron homogeneizados en un homogeinizador Ultraturrax, y

alícuotas de 100 ul de cada homogenato fueron incubadas en presencia de buffer

fosfato de potasio 50 mmol/l (pH=6.4); 2-mercaptoetanol 20 mmoI/l; fosfato de

piridoxal 0.20 mmoI/l, L-(IMC)Glut 100 mmol/I y Tritón X100 0,16%. Las incubaciones

se realizaron durante 60 mininutos a 37°C en frascos de vidriode 10 ml cerrados con

tapas de goma, de las cuales penden recipientes plásticos conteniendo 120m de

Protosol. EI volumen final en cada vial fue de 0,5 mI.

La reacción fue detenida inyectando 500 ul de TCA al 10%. Después de 1 h de

agitación continua, los viales de pla'stico conteniendo el 14COzproducido en la

reacción y captado por el Protosol; fueron retirados, secados con papel absorbente y

colocados en 5 mlde líquidocentelleador para determinar la radiactividad asociada.

Los resultados son expresados en pmol de 14C02Iiberados/h/g de proteínas,

pmol de 14002 Iiberados/h/g de tejido, pmol de 1“C02 liberados/h/mg de ADN y pmol

de 14COZliberados/h/órgano.

7.1.3.3.Determinación de los niveles tisulares de putrescina

Los niveles tisulares de Put, se determinaron según la técnica descripta por

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

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

El metabolismo in vivode GABAen testículos de hámsteres adultos expuestos

a FN, fue analizado según Caron y col. (1988), mediante Ia inyección 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-administración de este inhibidor de la actividad

GABA-T, y determinación de los niveles tisulares de GABA según la técnica

previamente descripta en Ia sección 7.1.2. de Materiales y Métodos.

7.2. SEROTONÉNA

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

acéflco

La concentración y el contenido de 5-HT y 5-HIAA (principal metabolito en el

catabolismo de 5-HT), fueron determinados en colaboración con el Prof. Dr. M.

Rubio (Instituto de Investigaciones Farmacológicas, ININFA-CONlCET, UBA),

empleando la técnica de cromatografía líquida de alta presión (HPLC), según el

método previamente descripto por Reinhard y Roth (1982).

En el ensayo se empleó un equipo Varian 5000 Liquid Chromatograph que

presenta un loop de cargado de muestra de 50 ul, una columna C18-fase reversa de

12.5cm de largo, diámetro interior de 4mm y partículas de 5mm, y un detector

electroquimico adosado al cromatógrafo.

Previamente a Ia determinación de los niveles de 5-HT y 5-HIAA, Ia columna

cromatográfica fue lavada con metanol durante 20 minutos, y saturada durante 10

minutos con la fase móvil de buffer citrato/NazHPO4conteniendo 0.15% de 1-octano

ácido sulfónico y 4% de metanol.

Los testículos fueron decapsulados sobre hielo y homogeneizados

mecánicamente vidrio-vidrio en ácido perclórico 0.2N conteniendo 0.01% de un
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estándar interno de 5-HT metilada (10'3 M), en relación 1:2 peso/vol para el

parénquima gonadal y 1:5 peso/vol para la cápsula. Los homogenatos fueron luego

centrifugados a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C. A cada sobrenadante se le

agregó Tris 2M (pH:8.75) en relación 7:3 v/v y una pizca de alúmina; y fueron

nuevamente centrifugados a baja velocidad durante un minuto. La alúmina retiene

las catecolaminas y la dihidroxifenilalanina (Dopa) permitiendo, en consecuencia, la

separación de la 5-HT y el 5-HIAAque quedan en el sobrenadante. Finalmente se

inyectaron 50ul de esta mezcla reactiva en el cromatógrafo.

Para la construcción de Ia curva estándar se utilizó una mezcla de 5-HT y

5-HIAAa diferentes concentraciones (17, 35, 70 y 140 nM).

Las condiciones de medición del aparato fueron fijadas en: rango de presión:

0-390 atm; flujo: 0.8-1.1 mI/min; voltaje: 5.0 nA, sensibilidad: 5. En dichas

condiciones experimentales el tiempo de desarrollo cromatográfico fue de

aproximadamente 7-10 minutos. El orden de elución de los compuestos fue el

siguiente: 1’o5-HIAA,2°° 5-HT y último el estándar interno de 5-HT metilada.

En el análisis de los resultados se corrigieron las valores obtenidos tomando

como referencia al estándar interno.

El límite de detección del ensayo fue de 0.85 pmoI/SOpI inyectados en el

cromatógrafo.

Los resultados son expresados como pmoI/g de tejido, pmol/mg de proteínas y

pmol/parénquima o cápsula testicular de 5-HT y 5-HIAA.

La relación 5-HlAA/5-HTque permite inferir Ia velocidad de metabolización del

neurotransmisor, fue calculada dividiendo los niveles testiculares del catabolito por

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

8.1. PRODUCClON DE ANDROGENOS POR FRAGMENTOS TESTICULARES

8.1.1.lncubación de fragmentos testiculares

La producción de andrógenos por fragmentos testiculares provenientes de

hámsteres prepuberales y adultos mantenidos en diferentes condiciones de

luminosidad, fue determinada según el método previamente descripto en esta

especie por Mayerhofer y col. (19890).

Luego del sacrificio de los animales, los testículos fueron removidos y

colocados en viales de plástico de 20 ml conteniendo 10 ml de buffer Krebs-Ringer

bicarbonato (CoaHNa 24.2mM, CINa 120mM, KCI 4.8mM, PO4KH2 1.2mM, M9804

1.3mM, CaClz 1.6mM, 1% de glucosa; pH:7.2). Luego, cada testículo fue

decapsulado, cortado en fragmentos de aproximadamente igual tamaño y pesados.

Los fragmentos fueron llevados a viales que contenían 2 ml de buffer Krebs-Ringer

bicarbonato, colocados en un baño de hielo y burbujeados durante 10 minutos con

02. Posteriormente, los viales fueron preincubados durante 30 minutos en un

incubador Dubnoffa temperatura constante de 32:2 °C con agitación de 100 rpm y

atmósfera de carbógeno (95% 02: 5% C02). Los fragmentos fueron luego

transferidosaviales con 2 mI de Medio fresco y una concentración 104M de

3-isobutyl-1-methy|xanthina (MIX), un inhibidor de la enzima fosfodiesterasa; en

presencia o ausencia de diferentes concentraciones de hCG, GABA y 5-HT. El

volúmen final de incubación fue 2.3 ml. Después de 6 hs de incubación, los viales

fueron colocados en un baño de hielo a fin de detener Ia actividad enzimática, y los

Medios centrifugados a 1200 x g durante 10 minutos. Finalmente, los

sobrenadantes fueron guardados a -20°Chasta la determinación de andrógenos por

RIA.
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8.1.1.1.Efecto del tamaño de los fragmentos testiculares

A fin de establecer las condiciones óptimas del ensayo, fragmentos testiculares

provenientes de hámsteres adultos mantenidos en FN, de aproximadamente 50, 100,

200, 300, 400 y 600 mg fueron incubados según las condiciones descriptas en Ia

sección 8.1.1. de Materiales y Métodos en presencia o ausencia de una

concentración máxima de hCG de 100mUl/ml.

8.1.1.2.Curvas dosis-respuesta

Fragmentos testiculares de igual tamaño provenientes de hámsteres

prepuberales y adultos mantenidos en FN, o de animales adultos expuestos a FC

durante 14 semanas; fueron incubados según las condiciones descriptas en Ia

sección 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/ml).

8.1.1.3. Influencia de GABAy serotonina sobre la producción de andrógenos in

vitropor fragmentos testiculares

Fragmentos testiculares de igual tamaño provenientes de hámsteres

prepuberales y adultos mantenidos en FN, o de animales adultos expuestos a FC

durante 14 semanas; fueron incubados según las condiciones descriptas en la

sección 8.1.1. de Materiales y Métodos en presencia o ausencia de una

concentración máxima de hCG de 100mUl/ml, y con o sin el agregado al Medio de

incubación de concentraciones crecientes de GABA y 5-HT (10'”M,10"°M,

10'9M, 106M; 10'7M ; 105M; 10'5M).
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8.2. PRODUCCION DE ANDROGENOS EN CELULAS INTERSTICIALES

8.2.1. Obtención de células intersticiales

La obtención de preparaciones crudas de células intersticiales de hámster, se

efectuó según Aquilano y col. (1985).

Pooles de entre 2 y 6 testículos provenientes de hámsteres adultos mantenidos

en FN, fueron decapsulados, colocados en tubos Falcon de pla'stico 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 relación de 1 mI/g de testículo

decapsulado. Posteriormente, los testículos fueron incubados a 30-32°C, con

agitación suave, durante 10-12 minutos, previo gaseado de los tubos con carbógeno.

La reacción se detuvo por el agregado de 50 ml de Medio 199 frío. Los tubos se

agitaron en forma rotatoria durante 3 minutos con el propósito de dispersar mejor el

tejido. Se dejó sedimentar durante 3 minutos; y luego, el sobrenadante fue filtrado a

través de una fina malla de nylon (Nitex50). Los túbulos seminíferos presentes en el

precipitado, se lavaron con 2 volúmenes de Medio 199 y filtraron. Ambos filtrados

fueron mezclados y centrifugados a 800 x g durante 7 minutos. A continuación se

descartó el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en un volumen

apropiado de Medio 199, determinándose la viabilidad celular, el grado de

contaminación y rendimiento celular. Finalmente, la suspensión de células

intersticiales se diluyó hasta una concentración de 10'5células/ ml.

8.2.1.1.Técnica de dispersión celular

Las condiciones óptimas de dispersión celular fueron establecidas incubando

pooles de testículos 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, según se detalla en Ia sección 8.2.1. de

Materiales y Métodos. Altemativamente, se evaluó Ia técnica de disgregación
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mecánica en ausencia de colagenasa, separando delicadamente los túbulos y

componentes celulares del testículo con pinzas de disección.

En los diferentes protocolos de dispersión celular ensayados se determinó, Ia

viabilidad celular (sección 8.2.1.2. de Materiales y Métodos), el rendimiento celular y

grado de contaminación (sección 8.2.1.3. de Materiales y Métodos), y Ia producción

de T ¡n vitro (sección 8.3. de Materiales y Métodos), a fin de establecer el diseño

experimental más adecuado en Ia obtención de células ¡ntersticiales a partir de

testículos de hámsteres.

8.2.1.2. Viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada al Microscopio Optico por el método de

exclusión con azul tripán. Una alícuota de 100 ul de la suspensión celular se diluyó

con 400ul de Medio 199 e incubó con 500 pl de azul tripan 0,4 9%, a temperatura

ambiente durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo, se observó la preparación al

Microscopio Optico empleando una cámara de Neubauer, y se determinó el número

de células viables (células sin teñir). En todos los casos se trabajó con una viabilidad

superior al 95%.

8.2.1.3.Rendimiento celular y grado de contaminación

El grado de contaminación y el rendimiento celular fueron determinados por

microscopía óptica según se detalla en la sección 8.2.1.2. de Materiales y Métodos,

contabilizando el número total de células viables presentes en el preparado; y

discriminando cualitativamente entre las células ¡ntersticiales y otros componentes

celulares de morfologíadiferente, tales como espermatozoides y células sanguíneas.
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8.2.2. Incubación de células intersticiales

Alícuotas de 1 ml de Medio conteniendo 106 células intersticiales fueron

colocadas en tubos Khan en presencia de 0.1 mM de MIX,y con o sin el agregado

de hCG, GABAy 5-HT en diferentes concentraciones. Las células fueron incubadas

durante 3 hs a 32: 2°C en atmósfera de carbógeno y agitación a 100 rpm.

La incubación fue detenida llevando los tubos a un baño de hielo, y los Medios

fueron centrifugados a 1200 x g durante 10 minutos. Finalmente, los sobrenadantes

fueron guardados a -20°C hasta Ia determinación de T por RIA.

8.2.2.1.Curvas dosis-respuesta

Alícuotas de 1 mI de Medio conteniendo 106 células intersticiales, fueron

incubadas según las condiciones descriptas en la sección 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 GABAy serotonina sobre la producción de testosterona ¡n

vitroen células intersticiales

Alícuotas de 1 mI de Medio conteniendo 106 células intersticiales, fueron

incubadas según las condiciones descriptas en Ia sección 8.2.2. de Materiales y

Métodos en presencia o ausencia de una concentración máxima de hCG de

100mUl/ml, y con o sin el agregado al Medio de incubación de concentraciones

crecientes de GABA y 5-HT(10‘"M, 10"°M, 10'9M, 106M; 10'7M ; 105M; 10'5M).
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8.2.2.3. Influencia de serotonina sobre la producción de testosterona in vitro

estimulada por dibutiril adenosina 3',5'-rnonofosfato cíclica en células

intersticiales.

Alícuotas de 1 ml de Medio conteniendo 106 células intersticiales, fueron

incubadas según las condiciones descriptas en la sección 8.2.2. de Materiales y

Métodos en presencia o ausencia de: a) hCG 100mUl/ml, b) dibutiril 3',5'­

monofosfato cíclica (dbAMPc) 0.5 mM, y c) concentraciones crecientes de 5-HT

(10'9M, 10'7M; 106M).

8.2.2.4. Rol del factor Iiberador de corticotrofina sobre la producción de

testosterona in vitroen células intersticiales

Alícuotas de 1 ml de Medio conteniendo 106 células intersticiales, fueron

incubadas según las condiciones descriptas en la sección 8.2.2. de Materiales y

Métodos en presencia o ausencia de: a) hCG 100mUl/ml, b) CRF (106M), c) 5-HT

(105M), y d) anticuerpo específico anti CRF (diluciones 1/10000, 1/1000 y 1/100).

8.3. DETERMINAClON DE ANDROGENOS IN VITRO

Los niveles de T, DHT y Diol en los Medios de incubación provenientes de

experimentos realizados con fragmentos testiculares y células intersticiales aisladas,

fueron determinados por RIAsegún se ha descripto previamente (sección 4.3.2. de

Materiales y Métodos). En los casos requeridos, se hicieron diluciones de los Medios

de incubación con buffer RIA,y alícuotas de las mismas fueron agregadas al ensayo,

sin extracción previa.
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9. DETERMINACION DE PROTEINAS

La concentración de proteínas fue determinada por el método de Lowryy col,

(1951), usando BSAcomo estándar.

10. DETERMINACION DE ADN

La determinación de ADN se realizó por el método fluorométrico descripto por

Labarca y Paigen (1980). Para ello, 1g de tejido fue homogeneizado en 15 mI de

EDTA2mM, y posteriormente sonicado con 3 pulsos de 15 segundos. Una alícuota

apropiada de esta preparación se diluyó a 500p| con EDTA2mM y se mezcló con

1 ml del fluorógeno H33258 (Hoechst) 0.15 pg/ml en buffer SA (75mM NaH2P04,

3.75 M NaCl, pH:7.4). EI blanco y Ia curva estándar de ADN recibieron igual

tratamiento. Dentro de las 16 hs, se determinó Ia fluorescencia de los sobrenadantes

por excitación a 360 nm y emisión a 445nm.

11. ANALISIS ESTADISTICOS

Los requisitos para el análisis de varianza de norma/¡dad y homogeneidad,

fueron analizados por métodos gráficos y el test estadístico de Bartlett,

respectivamente (Sokal y Rohlf, 1986).

Cuando los datos siguieron una distribución normal, presentaron varianzas

homogéneas y cumplieron el supuesto de independencia; los mismos fueron

estudiados usando un análisis de Ia varianza de una vía (ANOVA),seguido por el

test de Student's para dos comparaciones o por el test de Student-Newman-Keuls

para comparaciones múltiples (Sokal y Rohlf, 1986). Contrariamente, cuando los

datos, aún después de realizadas transformaciones logaritmicas o raíz cuadrada, no

reunieron las condiciones del análisis de Ia varianza; las diferencias estadísticas se
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analizaron por un ANOVAno paramétrico de KruskaI-Wallis, seguido por el test de

múltiples comparaciones de Dunn's (Daniel, 1978).

Los resultados fueron considerados estadísticamente significativos cuando

p<0.05. Los datos se expresan como la media o mediana i error estándar (ES).

Los parámetros fueron correlacionados usando el test de regresión lineal. Se

calculó el coeficiente de correlación (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 FOTOPERlODO

1. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERIODO SOBRE EL EJE

HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL Y GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS

En el estudio ontogénico del eje hipotálamo-hipófiso-testicular y órganos

reproductivos del hamster se determinaron: el peso corporal, gonadal y de las

glándulas sexuales accesorias; el contenido de ADN y proteínas en estos órganos;

los niveles séricos de lípidos, hormonas hipofisarias, andrógenos e inhibina B; y la

concentración testicular y epididimaria de hormonas sexuales. Estos mismos

parámetros fueron evaluados con el propósito de analizar la influencia del

fotoperíodo 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 Ia

ontogenia de las especies de hámsteres Dorado y Djungarian. En hámsteres

Dorados se observa un incremento de Ia masa corporal paralelo a la edad

detectándose, entre los 23 y 36 días, el período de mayor velocidad de crecimiento.

En hámsteres de la especie Djungarian. el peso corporal presenta un rápido

incremento durante los primeros 36 días de edad; permaneciendo luego,

prácticamente constante hasta la adultez.
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Figura 15. PESO CORPORAL EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
6 .'Hámsteres dela especie Dorado.
o : Hámsteres de la especie Djungarian.
Los valores representan la media j: ES (n: 6-8). Distintas letras denotan dzfirencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<10.05).

1.1.2. Influencia del fotoperíodo sobre el peso corporal

La Tabla 2 muestra los datos correspondientes al peso corporal de hámsteres

Dorados machos adultos mantenidos en condiciones estándares de luminosidad

(14hs.luz/10hs.osc) o expuestos a FC (6hs.|uz /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 período de estudio, se calculó la

relación peso corporal final/peso corporal inicial. Durante el desarrollo del

experimento, no se detectó un cambio significativo en el peso corporal de los

animales controles, como así tampoco en los hámsteres expuestos a FC.

Por otra parte, la exposición 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 (g) (Final/Inicial)

FN 140.17:3.23a 146.06:2.66a 1.04:0.08a

9 150.55:3.81a 143.67:6.78a 0.961011al

12 149.0214.90al 146805359a 0.99:0.O7a

14 143.4112.99a 138.1135.8?a 09610.09El

16 144.7213.75a 154.5714.55a 1.071010a

18 125.5215.80a 121 .25_+_6.282 0.971009a

22 124.20:3.11a 122.00:2.65a 09810.10a

Tabla 2. INFLUENCIA DEL F()TOPERI()D() SOBRE EL PESO CORPORAL.
El peso corporal al inicio y finalización del experimento, y el crecimiento corporal relativo, fueron
determinados en hámaeres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FM o expuestos a
fotoperíodo corto (FC) durante 9,12,“,16, l8y 22 semanas.
Los valores representan la met/ia ¿ ICS(¡1 6-8). .\'o se encontraron diferencias significativas entre los
grupos experiiiiema/es {lz'lpeso corporal inicial y final fue analizado por el Tex!(le Sim/enI-.\'ewma/1-Keuls;
pff 0.05. lz'lcrecimiento corporal relativo fue analizado por el 'l'esl (le lx'ruxkal-Ii'allis: p"’0.05).

1.2. MODIFICACIONES EN EL PESO DE LOS ORGANOS REPRODUCTIVOS

1.2.1 Testículo

1.2.1.1.En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 16 (panel A) muestra el peso testicular en función de Ia edad, en

hámsteres de las especies Dorado y Djungarian. En hámsteres Dorados se observó

un aumento del peso gonadal concomitante con Ia edad. En contraste, hámsteres de

Ia especie Djungarian, muestran su mayor velocidad de crecimiento testicular en los

primeros 36 días de edad para alcanzar, hacia los 46 días, el peso gonadal
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característico de la adultez. Cuando se calculó el peso testicular relativo (9/100 g de

peso corporal), la especie Djungarian presentó, entre los 23 y 36 días de vida, una

velocidad de crecimiento gonadal mayor que la especie Dorado. Luego, el peso

testicular relativo de ambas especies permaneció prácticamente constante durante

los períodos puberal y adulto. Hámsteres adultos de las especies Dorado y

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

panel B).
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Figura 16. PESO TESTICULAREN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
O .'Hámsteres de la especie Dorado.
o : Hámsteres de la especie Djungarian.
Panel A: Peso testicular absoluto (g).
Panel B: Peso testicular relativo (¿g/100gde peso corporal).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
peso testicular absoluto fue analizado por el Test ale Stuclent-Newman-Keuls; p<130.05.El peso testicular
relativo fue analizado por el Test de Kruskal- Wallis;p<í0.05).

Durante el proceso de maduración sexual del hámster Dorado, el volúmen

testicular varió proporcionalmente con el peso gonadal; mientras que, el peso

testicular específico presentó valores cercanos a la unidad a todas las edades

analizadas (Tabla 3). Basándonos en estos resultados, es razonable asumir que los
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términos "cma" y “gramos” son intercambiables, pudiéndose expresar los datos

obtenidos en las determinaciones bioquímicas, indistintamente en función de

cualquiera de estas dos variables. En el presente trabajo, se ha optado por expresar

los resultados de las diferentes mediciones bioquímicas realizadas en “gramos de

tejido testicular”.

TESTICULO

Edad Volúmen Peso Específico
(días) (cms) (g/cma)

23 0.16+0.02a 1.oa+o.o5a

30 0.44:0.03b 09710.04a

36 0.68:0.03° 10010.03a

46 1.oo¿0.02d 1.03:o.o1a

60 1.34io.04e 1.o7:o.o1a

90 1.371007e 1.oes:o.o1a

Tabla 3. VOLUMEN (¡UNAD/1L Y PESO ESPECIFICO TESTICULAR EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEX UAL.
El volúmen ganada! y el peso especifico testicular fueron determinados en hámsteres Dorados de
23.30.36, 46,60 y 90 días (le edad.
Los valores representan la media ¿ IL'S(n 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (If/
volúmen testicular fue analizado por el 'I'esl (le .S'Iut/enl-.\'ewman-Keu/s:p 0.05. [fl peso especifico
testicular/ue analizado por el Test de KruskaI-H"al/is:p"'0. 05).

En hámsteres Dorados, el contenido testicular de proteínas aumentó en

paralelo con la edad. En cambio, en hámsteres de la especie Djungarian, el

contenido proteico gonadal incrementó proporcionalmente con la edad hasta los 46

días, y posteriormente permaneció sin cambios hasta la adultez (Tabla 4). En

hámsteres de ambas especies, la concentración testicular de proteínas (en mg/g de
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tejido) mostró un aumento significativo entre los 23 y 30 días de edad, un leve

descenso hacia los 36 días y luego permaneció constante hasta la finalización del

proceso de maduración sexual (Tabla 4).

TESTICULO
DORADO DJUNGARIAN

EDAD Proteínas Proteínas

(días) (mg/testículo) (mg/g.tejido) (mg/testículo) (mg/g. tejido)

23 4.83+o.88a 69.83+6.GOa 4.24+O.GBa 88.56+7.7Ga

30 4270:401b 119335.30" 282112.05b 136.0119.30b

36 50.94:3.68b 8845:3173 38.34:4.18b‘° 1o4.47:7.3oa'b

46 89.08:5.80° 9024113.363 50.85¿5.3o° 122.35:4.89b'°

60 126.1916.75d 8800:3168 52.11:5.27° 129.73:5.49b'°

90 158.58:8.21e 8435:3223 47.6314.35° 102.31:9.663'°

Tabla 4. NIVELES PROTEICOS TESTICULARES EN El. PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL
La concentración y el contenido testicular (leproteínas fueron determinados en hámsteres de las especies
Dormon Djungaritm de 23,30,36,46,60 y 90 días (le edad.
1.0.x"valorex representan la met/ia ¿ IES(n 6-8). I)i.\'I¡n!a.\'letras denotan diferencias significa/¡vas fI'ex!de
Sim/enI-.\'ew/nan-Keuls; pr 0.05/.

1.2.1.2.Influencia del fotoperiodo sobre el peso testicular

En Ia Fig. 17 se ilustra el peso testicular en hámsteres 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 disminución en el peso
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gonadai. Sin embargo, este descenso fue estadísticamente significativoa partir de las

12 semanas de exposición a FC, alcanzándose la máxima regresión testicular entre

las 14 y 16 semanas. Así, se detectó a las 16 semanas de permanencia en

fotorestricción, una caída del 88% en el peso gonadai respecto del grupo control.

Posteriormente, los testículos recuperaron gradualmente sus pesos, aunque a las 22

semanas en FC, el peso gonadai permaneció aún significativamente disminuido en

comparación con el grupo de hámsteres mantenidos en FN.

Pesotesticular(g)

'23

.0 U1
l
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0.0 ¡ i l l l l l

FN 9 12 14 16 18 22

Semanas en FC

Figura I 7.INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EL PESO TESTIC ULAR.
El peso testicular fue determinado en hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal
(FM o expuestos (¿fotoperíodo corta (FC) durante 9,12,]4,16,18y 22 semanas.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias sigm'ficativas (Test de
Student-Newman-Keals; p< 0.05).

El volúmen testicular disminuyó notoriamente hacia las 14 semanas de

exposición a FC; mientras que, a las 22 semanas de permanencia en fotoperíodo

inhibitorio,se observó una recuperación parcial del mismo (Tabla 5). Contrariamente,

el peso testicular específico no presentó modificaciones foto-dependientes
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detectándose, en todos los grupos experimentales, valores cercanos a 1 g/cm3(Tabla

5).

TESTICULO

semanas Volúmen Peso Específico
en FC (cms) (g/cm3)

FN 1.56+0.0Ga 1.05+o.o1a

14 o.33:o.02‘° 1.023002a

22 1.o7:o.11° 1.08:0.01a

Tabla 5. INFLUENCIA DEL FOTOPERIOI)O SOBRE EL VOLUMEN GONAI)AL Y PESO
ESPECIFICO 'I‘ESTICULAR.
El volúmen ganada! y el peso específico testicular fueron determinados en hámsteres Dorados adultos
mantenidos enfotoperíodo normal (FN) 0 expuestos afotoperíodo corto (FC) durante I-Iy 22 semanas.
Los valores representan la media ' ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
volúmen Ieincu/ar fue ana/¡zado Zar el 'I'exl (le Student-Á'ewman-Keuls; p-"0.05. It'l peso especifico
testicular fue analizado por el 'I'eslde Kruskal-Hbl/is: p"'0.05).

El contenido gonadal de proteínas y ADN, descendió notoriamente a las 12-18

semanas de permanencia en FC; observándose una recuperación estadísticamente

significativa hacia las 22 semanas (Tabla 6). Contrariamente, la concentración

testicular de proteínas y ADN experimentó un marcado aumento entre las 14 y 16

semanas en fotorestricción;y a las 22 semanas, descendió hasta niveles similares a

los detectados en el grupo control mantenido en FN (Tabla 6).
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TESTlCULO
semanas Proteínas ADN Proteínas ADN

en FC (mg/testículo) (mg/testículo) (mg/g. tejido) (mg/g. tejido)

FN 131.67+4.33a 40.80+2.74a 79_61+2.39a 23.33+1.47a

9 1125219.813 392716.95“ 8511:1403 2821:6033

12 36.64:9.94b'° 1984:4685“) 8754:2193 3706:9153

14 22.76:4.96b 2400:2173'b 95.90:3.60b 9539:1777b

16 18.90:5.52b 2203:5263'” 9735:253" 6530:1260“

18 66.55:8.23° 2014:3941b 9415:234b 4576:1084a

22 1021016.283 3959:5023'b 89.72_+_2.7oa4692:7353

Tabla 6. INFLUENCIA DEI. F()'I‘()PERI()I)() SOBRE LOS NIVELES DE ADN Y PROTEÍNAS
'I'ES'I'ICULARES.
La concentración y el contenida testicular de ADN y proteínas, fueron determinados en hámsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FN) 0 ¿(puestos a fiItopert'mla corto (EC) durante
9,12.“.[6J8y 22semanas.
Los valor-exrepresentan la media ¿ Iz'S{n 6-8). Distinlax letrax denotan diferencias significativas I'I'esl (le
SImlanl-.\'ewman-Kvulx: p 0.05).

1.2.2. Epidídimo

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 maduración sexual en los hámsteres Dorado y

Djungarian. En hámsteres Dorados, los epidídimos describieron un incremento en su
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peso proporcional a la edad, observándose entre los 36 y 60 días el período de

mayor crecimiento. En hámsteres de la especie Djungarian, el peso epididimario

aumentó significativamente entre los 23 y 36 días de edad; para alcanzar, hacia los

46 dias, el peso característico de la adultez. Cuando se calculó el peso epididimario

relativo (g/1OOg de peso corporal), la especie Djungarian mostró, durante el periodo

prepuberal, una velocidad de crecimiento mayor que la especie Dorado. Hámsteres

de la especie Djungarian presentaron, a los 46 días de edad, un peso epididimario

relativo semejante al descripto en la etapa adulta; mientras que, en hámsteres

Dorados, el desarrollo epididimario continuó entre los 46 y 90 días de edad, aunque a

partir de los 60 días, la velocidad de crecimiento fue menor que la detectada en las

etapas prepuberal y puberal. Hámsteres 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.
O .‘Hámsteres de la especie Dorado.
o : Hámsteres 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 i ES (n: 6-8), Distintas letras denotan diferencias significativas (El
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 hámsteres Dorados, el contenido epididimario de proteínas aumentó

concomitantemente con la edad; mientras que, la concentración proteica epididimaria

(en mg/g de tejido), incrementó significativamente recién a los 46 días de edad,

permaneciendo luego constante hasta Ia adultez (Tabla 7).

EPIDIDIMO
HAMSTER DORADO

EDAD Proteínas

(días) (mg/epidídimo) (mg/g.tejido)

23 1.26+o.58a 73.oo+5.27a'°

30 47611.32a 7108:4303”

36 5.205.123a 6702:4703

46 1266:3043 87.53:3.62b'°

60 355435.51b 867713.60“

90 56.62:8.10b 921612.04“

Tabla 7. NIVELES PROTEICOS EPIDIDIMA RIOS EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenida epididimario deproteínas fueron determinados en hámsteres Dorados de
23,30,36,46,60 y 90 días de edad.
Los valores representan la media ; ICS(n 6-8). Distintas letras"denotan (Ilfi'renciax significalivax (Tex!(le
Student-Á'ewman-Keu/s: p” 0.05).

1.2.2.2.Influencia del fotoperíodo sobre el peso epididimario

La Fig. 19 muestra el peso epididimario en hámsteres Dorados mantenidos en

FN, y en animales expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. A las 9 semanas de

permanencia en fotoperíodo restrictivo, se detectó una disminución estadísticamente

significativa en el peso de los epidídimos. La máxima involución fue alcanzada a las
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16 semanas en FC, con una caída en el peso epididimario del 78% respecto del

grupo control. Entre las 18 y 22 semanas de permanencia en fotoinhibición, los

epididimos presentaron una recuperación parcial de sus pesos, aunque

permanecieron significativamente disminuidos en comparación con el grupo de

hámsteres mantenido en FN.

0.6­

.°4;
I

Pesoepididimaria(g)

o ¡o

0.0 i I l I l I l

FN 9 12141618 22

Semanas en FC

Figura 19. INFLUENCIA DEL F0T OPERIODO SOBRE EL PESO EPIDIDIMARIO.
El peso epididimariafue determinado en hámsteres Dorados adultos mantenidos enfotoperíodo normal
(FIV) o expuestos afotoperíodo corto (FC) durante 9,12,] 4,16,18y 22 semanas.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denota/1diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

La exposición a FC produjo una caída significativa en el contenido y la

concentración epididimaria de proteinas y ADN. Los minimos niveles fueron

detectados a las 14-16 semanas; mientras que, a las 22 semanas de permanencia en

fotoperíodo restrictivo, se observó una tendencia hacia Ia recuperación del contenido

y Ia concentración de ADNy proteínas en el epididimo (Tabla 8).
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EPIDIDIMO
semanas Proteinas ADN Proteínas ADN

en FC (mg/epidídimo) (mg/epidídimo) (mg/g. tejido) (mg/g. tejido)

FN 47.7o+5.03a 11.36+2.03a 89.15+2.863'c 21 .23+1 .7oa'd

9 31,955.31b 6.9211518'b 9263:7453 2005:2323'd

12 13.12:2.11°'d 3.121185" 7924:8283": 188711.25?"d

14 8.04:1.98° 115710.97b 66.49:6.20°'d'e 138310.97“

16 5.71¿1.25° 1.01:O.61b 489415.17“ 8.651062“c

18 125413.20“e 2995.11b 8274:3283“ 19.705 .893'd

22 22.59:4.08b'd'e 5.38:3.2oa'° 9115812.045"f 21.83:2.53d

Tabla 8. INFLUENCIA DEI, F()T()PERI()D() SOBRE LOS NIVELES DE ADN Y PROTEÍNAS
EPIDIDIMARIAS.
La concentración y el contenido epítlidimario (le ADN y proteínas, fueron determinados en hámsteres
Dorados adultos mantenidos en flnoperíodo normal (FN) 0 expuestos a finoperíodo corto (FC) durante
9.I 2, I 4, I 6, I 8 y 22 semanas.
Los valores representan la met/ia ¿ Iz'Sln 6-8). Distintas lelrax denotan (Ii/érel1ciaxsignificativas l'l'es! (le
SII/(IanI-.\'ewman-Keuls: p 0.05/.

1.2.3.Vesículas 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

vesículas seminales en hámsteres de las especies Dorado y Djungarian. Hámsteres

Dorados presentaron un aumento en el peso de las vesículas seminales

concomitante con la edad. Asimismo, en hámsteres de la especie Djungarian, el peso
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de las vesículas seminales incrementó proporcionalmente con la edad entre los 23 y

60 días, y luego permaneció constante hasta la adultez.

Cuando el peso relativo de las vesículas seminales fue calculado (9/100 g de

peso corporal), Ia velocidad de crecimiento resultó similar en ambas especies durante

todo el proceso de desarrollo sexual, detectándose pesos relativos mayores en

hámsteres de la especie Djungarian (Fig. 20, panel B).

.o "R

0.10­

O.1—

0.05­

Pesov.seminalrelativo (gI100gdepesocorporal)

Pesovesículaseminal(g)

a,b b.0 o 1
N

l Ii i . i 0.00 ¡a . . i .
23 3036 46 60 90 23 3036 46 60 90

Edad (días) Edad (días)

Figura 20. PESO VESICULAREN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
O: Hámsteres de la especie Dorado.
o : Hámsteres dela especieDjungarian.
PanelA: Peso absoluto de cada vesícula seminal (g).
Panel B: Peso relativo de cada vesícula seminal (g/100g de peso corporal).
Los valores representan la media i ES (n:- 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
peso absoluto de las vesículas seminales fue analizado por el Test (le Student-Newman-Keuls; p<ïÍ0.05.El
peso glandular relativo fue analizado por el Test de Kruskal-Wallis;p<0. 05)‘

En hámsteres Dorados, el contenido de proteínas en las vesículas seminales

aumentó proporcionalmente con la edad del animal (Tabla 9). En cambio, cuando los

niveles proteicos fueron expresados en términos de concentración (mg/g de tejido),

los mismos permanecieron sin cambios en todos los grupos etarios estudiados (Tabla

9).
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VESlCULA SEMINAL
HAMSTER DORADO

EDAD Proteínas

(días) (mg/v.seminal) (mg/g.tejido)

23 0.18+o.02a 81.o1+7.o7a

30 1.21:o.22a 952913.57a

36 2.0510413'b 9473:955a

46 4.92:o.9ob 7786:9078

60 9.64:1.O5c 7503:5673

90 14.88:1.29d 7673:6693

Tabla 9. NIVELES PROTEICOS VESICUIARES EN EI. PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenida de proteínas fueron determinados en cada vesícula seminal (le
hámsteres Dorados de 23,30,36,46,60 y 90 días (le edad.
Los valores representan la media ¿ ICS(n 6-8). Dislimas letras"lleno/an diferencias significativas (¡es! de
.S'Imlenl-.\'ewman-Keulx.‘ p- ' 0. 051.

1.2.3.2Influenciadel fotoperíodo sobre el peso de las vesículas seminales

La Fig. 21 muestra el peso de las vesículas seminales en hámsteres Dorados

mantenidos en FN, o expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. La permanencia durante

12 semanas en fotoperíodo restrictivo, produjo una disminución significativa en el

peso de las vesículas seminales. Hacia las 16 semanas, se detectó una caída del

72% en el peso glandular respecto del grupo control. Posteriormente, las vesículas

recuperaron gradualmente sus pesos; aunque a las 22 semanas de exposición a FC,

se encontraban aún significativamenteregresionadas.
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Figura 21. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE EL PESO VESICULAR.
El peso de cada vesícula seminal fue determinado en hámsteres Dorados adultos mantenidos en
fotoperíodo normal (FN) o expuestos afotoperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,] 8y 22 semanas.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (test de
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

La exposición a FC, produjo un descenso significativo del contenido de

proteínas y ADNen las vesículas seminales, presentando los mínimos niveles hacia

las 14-16 semanas. La permanencia en fotorestricción durante tiempos prolongados

(22 semanas), indujo Ia recuperación del contenido vesicular de proteínas y ADN

(Tabla 10). La concentración de proteínas en las vesículas seminales, aumentó

significativamente entre las 12 y 16 semanas en fotoinhibición, y posteriormente

disminuyó a niveles cercanos a los detectados en el grupo control. La concentración

vesicular de ADN incrementó significativamente a las 12 semanas de exposición a

FC, y permaneció elevada durante todo el experimento (Tabla 10).
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VESICULA SEMINAL
semanas Proteinas ADN Proteínas ADN

en FC (mg/v.semina|) (mg/v.seminal) (mg/g. tejido) (mg/g. tejido)

FN 18.56+3.00a 3.76+o.45a 66.03+6.72a 13.59+1.03"“

9 14.055.211b 3.44:o.223'b'° 7072:1175a 16.93:1.30a'b

12 1117:1253-c 2.39¿o.25°'° 124.25:11.30°'° 27.41:3.5ob'°

14 8.991308!” 2.52:o.33b'° 122.86:6.30b'° 25.77:2.oob'°

16 8.50:0.92b'° 2.20:o.15°‘° 117575592“c 33.96:1.44°

18 107711.56“ 2.26:0.18b'° 103.09i12.31a'° 26.94:3.33b'°

22 1121:0443-c 2.75¿o.133‘° 92.51:8.75a'° 25.98:2.75b'°

Tabla I0. INFLUENCIA DEI, F()T()PERI()D() SOBRE I.()S NIVELES VESICULARES DE ADN Y
PRU'I'EINAS.
La concentración y el contenida tle ADN y proteínas fueron determinadas en carla vesícula seminal de
hámsteres Dorados adultos mantenidos en fi)!0perr'()llonormal (FN) 0 expuestos a fi)toperr'0(locorto (FC)
durante 9,12,I-l,16,18y 22 semanas.
Í.0.\'valores representan la media ¿ ¡{S (n 6-8). l)i.\'!ima.s'lelras (¡eno/an diferencias significativas (lex! de
.S'Imlenl-.\'ewman-Keuls: p 0.051.

1.2.4. Próstata

1.2.4.1.En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 22 (panel A) muestra los cambios en el peso de la próstata ocurridos

durante el proceso de desarrollo sexual en los hámsteres Dorado y Djungarian. En

hámsteres Dorados, la próstata aumentó de peso paralelamente a la edad del animal.

En hámsteres de la especie Djungarian, el peso prostático incrementó marcadamente
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entre los 23 y 46 días de edad, y posteriormente describió una meseta hasta alcanzar

Ia adultez.

La Fig. 22 (panel B) ilustra el peso relativo de la próstata (9/100 g de peso

corporal). La velocidad de crecimiento prostático fue similar en ambas especies

durante todo el desarrollo sexual. A los 46 días de edad, tanto hámsteres de la

especie Dorado como Djungarian, presentaron pesos prostáticos similares a los

detectados en los animales adultos.
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Figura 22. PESO DE LA PROSTATAEN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
O : Hámsteres de la especie Dorado.
o : Hámsteres de la especie Djungarian.
Panel A: Peso absoluto de la próstata (g).
Panel B: Peso relativo de la próstata (g/100g de peso corporal).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (El
peso absoluto de la próstata fue analizado por el Test de Student-Newman-Keals; p<0. 05‘ El peso
prostático relativo fue analizado por el Test de Kruskal- W‘bllis‘,‘p< 0.05).

1.2.4.2. Influencia del fotoperíodo sobre el peso de la próstata

Las variaciones en el peso de Ia próstata ocurridas durante la exposición a FC

se encuentran representadas en Ia Fig. 23. En hámsteres Dorados mantenidos

durante 9 semanas en condiciones de escasa luminosidad,se observó un descenso

significativo en el peso prostático. Hacia las 14-16 semanas de exposición a FC se

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

recuperación parcial del peso prostático.
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Figura 23. INFLUENCIA DEL F0T OPERIODO SOBRE EL PESO DE LA PROSTATA.
El peso de la próstata fue determinado en hámsteres Doradas adultas mantenidos enfotoperíodo normal
(FN) o expuestos (¡fotoperíodo cort0(FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Los valores representan la medía i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

1.3. PERFIL LIPIDICO SERICO

1.3.1. Influencia del fotoperíodo sobre el perfil Iipídico sérico

Estudios previos realizados en hámsteres de Ia especie Djungarian, describen

una pérdida en el peso corporal durante Ia permanencia en FC relacionada con una

disminución en el contenido Iipídico(Wade y Bartness, 1984). En el presente trabajo,

nos resultó de interés analizar el perfil Iipídicosérico durante la transición regresión­

recrudescencia en hámsteres de Ia especie Dorado que, como se describió



135 RES ULTADOS

previamente, no sufren alteraciones en la masa corporal dependientes del

fotoperíodo.

La Tabla 11 muestra los niveles séricos de colesterol total, HDL y triglicéridos

correspondientes a los diferentes grupos experimentales estudiados. La exposición a

FC entre 9 y 22 semanas, no produjo modificaciones significativas en los niveles

lipídicoscirculantes respecto del grupo control mantenido en condiciones estándares

de luminosidad.

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

(mg/dl)

FN 112.29+3.soa 216.90+28.34a 72.32+2.27a

9 106.05:3.903 179.87:20.08a 64.96:3.14a

12 127213315a 23547126363 7953:205a

14 112.295,21a 17949116683 74755.10a

16 1316616.173 189.39i26.903 791331273a

18 120545.75a 220.02:26.41a 7310:417a

22 101225.45a 166.29:19.628 6989:7223

Tabla ll. INFLUENCIA DEL FOTOPERIUDO SOBRE El. PERFIL I.IPll)l(‘() SERICO.
Los niveles séricos de Colesterol total, Triglicéridosy HDI. fueron determinados en hámsteres Dorados
adultos mantenidos en foloperíotlo normal (FM o ¿apuefios a firtoperíodo corro (FC) durante
9,12,]4,16,18y 22 semanas.
Los valores" reprexeman la media ¿ ¡{S (n 6-8/. .\'o .x'eencontraron diferencias .S'ÍgITIfiCflIÍVflNentre los
grupos experimenta/es fl'exl (le .S'ludenl-.\'ewman-Keul.s': ¡7- ().05I.
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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 andrógenos

presentes en distintas etapas del desarrollo sexual en hámsteres Dorados. LH

describió un marcado incremento a los 30 dias de edad, permaneciendo

significativamente elevada entre los 36 y 46 días; y descendió finalmente un 50% en

la etapa adulta (60-90 díad de edad). FSH también alcanzó un nivel máximo entre los

36 y 46 días de edad, disminuyendo a partir de los 60 días. Los niveles circulantes de

T presentaron un aumento significativorecién a los 46 días de edad, alcanzando sus

mayores niveles hacia los 60 días, y descendiendo un 33% a los 90 días. La

concentración sérica de DHT mostró un incremento significativo a partir de los 36

días de edad, siendo máxima entre los 46 y 60 días; y luego disminuyó, a los 90 dias,

a niveles de la edad adulta. El principal andrógeno periférico a los 30 días de edad

fue Diol, etapa en la cual presentó niveles máximos; y posteriormente comenzó a

descender hasta alcanzar la concentración de 1.0 ng/mla los 90 días de edad.

Los niveles circulantes de LH y andrógenos en la ontogenia de Ia especie

Djungarian, se describen en la Tabla 13. La LH sérica presentó dos aumentos

significativos durante el desarrollo sexual, el primero a los 30 días de edad, y el

segundo en la etapa puberal (46 días). La T y DHT mostraron un marcado

incremento recién a los 46 días de edad, descendiendo a los 60 días, y recuperando

finalmente sus niveles puberales durante la fase adulta (2.4 y 0.95 ng/ml,

respectivamente). La concentración sérica de Diol permaneció constante en todos

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

23 1.90+o.25a 5.2es+o.42‘="d 0.37+0.0Ga 0.40+0.o7a 1.14+o.21a

30 6.34:0.75b 5.1710513'd 1.11:0.26"“ 0138:0093“b 4.61:1.05b'°

36 8.41:1.18b 7.96:0.37b'° 1.34:o.1oa o.95¿o.15b 3.20:o.723'c

46 8.27:0.99b 6.571048“ 5.11io.3ob'° 1.63:0.16° 3.30:o.4oa'°

60 4.311113“b 3.28:0.683 6.34:0.33b 1.70:o.14c 1.835.073"C

90 46311.40“ 3.70:0.663 4.21:o.32° 1.051007b 1.04i0.088

Tabla I2. PERFIL HORMONAL SER/CO EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
Los niveles séricos (le LH, FSH, Tes10s1er0ml.DH 'I'y Dial, fueron determinar/os en hámsTeres Dorados
(le 23,30,36,46,60 y 90 dias (le edad.
Los valores represenlan la met/ia 4 IL'Srn 6-8). Dis/¡mas lelras (lenolan (Iifiü'entrinssignificativas ('l'esl (le
.S'Imlenl-.\'eu'man-Keu/s: p 0.05).

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

23 0.20+o.03a o.77+o.17a o.52+o.11a 1.18+0.15a

30 o.31:0.03b'd 0.921020a O.56:O.093 «23:01:53

36 o.23¿o.o2a'd 1.oes:o.19a 05910051b 1132:0113

46 0.35:o.03°'b 2.91:o.5ob 1.12:0.18b 1.11:o.11a

60 o.3o:o.o2e"b «91:0.223'b 0655:0115“b 1.05:0.11a

90 0.2z3:0.023'b 2393:0261b o.95:0.223'b 14010263

Tabla ¡3. PERFIL HORMONAL SERICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
Los niveles séricos (le LH. Tes10s1er0ml.DH Ty Dial. fueron determinados en hrims1eres (le lu especie
Djungarian (le 23,30,36.46.60 y 90 días (le edad.
Los valores represenlan ln mel/¡a 4 ICSln 6-8}. I)isl¡nms lelras (Ienomn (Ii/erencins .\'I'gl1[/i(‘(1li\‘(l.\'l'I'esI (le
.S'Izulem-.\'ewman-Keu/s: p' 0.05/.
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1.4.2.Influencia del fotoperíodo sobre el perfil hormonal sérico

En la Tabla 14 se observan los niveles séricos de LH, FSH y PRL

correspondientes al grupo de hámsteres 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 hipoflsarias. A las 9 semanas en FC, los niveles de FSH descendieron

significativamente en comparación con el grupo control, permaneciendo disminuidos

durante 7 semanas. Hacia las 18 semanas de permanencia en fotoinhibición, la

concentración sérica de FSH recuperó sus niveles controles.

semanas LH FSH PRL
en FC (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

FN 3.69+o.35a 2.58+0.10a 17.21+2_73a

9 26010.62“ 1.63:0.14b 4153:1132b

12 1.83:0.29a'd 113510.15b 0.68:0.13b

14 04410.0?" 1.6410.17b 0.42io.05b

16 0.231:0.34”'°'d «93:0.14" 0:35:003b

18 0.7e‘.¿o.15b-°'d 26110133 0.451003"

22 23210.80“ 2.so:o.15al 1.41:o.5ob

Tabla I4. INFLUENCIA DEL F()T()PERI()I)() SOBRE EL PERFIL SERICO DE HORMONAS
PROTEICAS.
Los niveles séricos de LH, FSH y PRL fueron determinados en hámsïeres Dorados adultos mantenidas
enfinopcríodo normal (FN) 0 expuesïos aflltoperíodo corto (FC) durante 9,12,!4Jó, 18y 22 semanas.
Los valores representan la media _-_¡{S (n 6-8). Dislimax Ielras denotan diferencias" significativas ('l'esl (le
SIM/amd'eu'man-Keuls: p' 0.05/.



139 RESUL TADOS

LH presentó su mínima concentración a las 14 semanas en fotoperíodo

restrictivo, continuó significativamente disminuida en las siguientes 4 semanas, y a

tiempos prolongados de exposición a FC (22 semanas) retornó espontáneamente a

niveles cercanos al control (Tabla 14). La concentración sérica de PRL fue

severamente reducida por la exposición a FC durante 9 semanas, y permaneció

significativamente disminuida en las 13 semanas restantes de duración del

experimento (Tabla 14).

Nueve semanas en fotoinhibición, produjeron una significativa reducción 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 5.78+o.26a 1.50+o.16a 1.49+o_1oa

9 2-60i0-18b'c 140:0.203‘ 11010105"b

12 1.18:0.10b'° o.42:o.05b 1.02:o.123'b

14 0.81:0.14b 02310.05b 0_86:0.123,b

16 1.09:o.23°'° o.25¿o.o1b o.75:o.13b

18 1.75:o.2ob-° o.49:o.04b 11910275"b

22 2.99:0.62° 0.66:0.25b1.13:0.103'b

Tabla 15. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE El. PERFIL SERICO DE ANDROGENOS.
Los niveles séricos (le Testouerona, DHT y Dio! fueron determinados en hámsteres Dorados mlullos
mantenidos enfotoperíodo normal (FN) 0 apuestas a fotoperíodo corto (FC) durante 9,12,]4.16.18y 22
semanas.
Los valores representan la media ¿ IL'S(n 6-8). Distintas"letras denotan diferencias xigni/icaliva.s' (les! ¿le
.S'uulenl-.\'emnan-Keulx: p“ 0.051.
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La caida en los niveles circulantes de T fue máxima a las 14 semanas,

momento en el cual la concentración sérica de esta hormona, representó el 14% de

los niveles controles. Sin embargo, cuando las condiciones de restricción Iuminica

continuaron, los niveles de T comenzaron su recuperación. A las 22 semanas en FC,

la T restauró parcialmente su concentración sérica, aunque permaneció

significativamente disminuida en comparación con la detectada en los animales

controles (50% de los niveles normales) (Tabla 15). Los niveles circulantes de DHT

siguieron un patrón similar a la concentración sérica de T. Hacia las 14-16 semanas,

los niveles de DHT fueron 7 veces menores que en el grupo control (Tabla 15). La

concentración sérica de Diol sólo 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 iNHlBlNA B

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

Como consecuencia de las marcadas alteraciones ocurridas en los niveles

periféricos de FSH durante la transición regresión-recrudescencia en hámsteres

Dorados; nos resultó de interés analizar, en el presente trabajo, el perfil sérico de

inhibina B a fin de correlacionarlo con Ia concentración circulante de esta

gonadotrofina.

La Fig. 24 muestra los niveles séricos de inhibina B en hámsteres Dorados

adultos expuestos a FN o FC entre 9 y 22 semanas. Hacia las 9 semanas de

permanencia en condiciones restrictivas de luminosidad, Ia concentración de inhibina

B, no presentó diferencias significativas en comparación con los niveles controles,

aunque la concentración circulante de FSH descendió marcadamente. Los niveles de

inhibina B detectados, entre las 12 y 14 semanas en FC, representaron sólamente el

25% de los datos obtenidos en el grupo control mantenido en FN. A las 22 semanas

en fotoinhibición, la concentración sérica de inhibina B permaneció significativamente

disminuida, no obstante los niveles periféricos normales de FSH.
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Figura 24. INFL UENCL4 DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES SERICOS DE FSH E
INHIBINA B.
Los niveles séricos de FSH e Inhibina Bfueron determinados en hámsteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperíodo normal (FN) o expuestos afotoperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
E] : FSH.
A : Inhibina B.
Los valores representan la media _+_ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<ï0.05).

1.6. PERFIL DE ANDROGENOS GONADALES

1.6.1.Influencia del fotoperíodo sobre el perfil de andrógenos gonadales

La Fig. 25 (panel A) muestra la concentración testicular (ng/g de tejido) de T,

DHTy Diolen hámsteres 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 fotorestricción, y alcanzaron

sus mínimos niveles entre las 14 y 18 semanas. Hacia las 22 semanas en FC, las

concentraciones de T y DHT fueron parcialmente restauradas. La concentración
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gonadal de Diol mostró una marcada reducción a las 14 semanas; y luego. retornó

gradualmente hacia los niveles del grupo control. Cuando los resultados fueron

expresados en términos de ng/mg de proteínas (datos no mostrados) o bien como

contenido (en ng/testículo; Fig. 25, panel B), se observaron variaciones similares en

los tres andrógenos analizados. EI contenido testicular de T, DHT y Diol disminuyó

luego de 9 semanas en FC, alcanzando niveles mínimos entre las 14 y 18 semanas.

Hacia las 22 semanas, el contenido androgénico gonadal fue parcialmente

recuperado, aunque permaneció significativamente disminuído en comparación con

el grupo de animales en FN.

1.7. PERFIL DE ANDROGENOS EPIDIDIMARIOS

1.7.1 Influencia del fotoperíodo sobre el perfil de andrógenos epididimarios

Cuando la concentración epididimaria de T (ng/g de tejido) fue analizada, se

observó una significativa reducción 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

detección del ensayo; mientras que, a las 22 semanas de permanencia en

fotoinhibición, se observó una tendencia hacia la recuperación de sus

concentraciones epididimarias (Fig. 26, panel A). Un patrón similar fue detectado

cuando los resultados se expresaron en términos de ng/mg de proteína o ng/mg de

ADN (datos no mostrados). La exposición a fotoperíodo restrictivo produjo una caída

significativa en el contenido epididimario de andrógenos. A las 16-18 semanas el

contenido de T fue mínimo; mientras que, DHT y Diol fueron no detectables (Fig. 26,

panel B).
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Figura 25. INFLUENCIA DEL F0T OPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE ANDROGENOS
TESTIC ULARES.
La concentración y el contenido testicular de Testosterona, DH T y Diol fueron determinados en
hámsteres Dorados adultos mantenidos enfotopert'odo normal (FN) o expuestos a fotoperíodo corto (FC)
durante 9,12,14,16,18y 22 semanas.
Panel A: Concentración testicular de andrógenos (ng/g de tejido).
Panel B: Contenido testicular de andrógenos (ng/testículo).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan dzferenclas significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p< 0.05),
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NIVELES DE ANDROGENOSSOBRE LOSFi ura 26. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO
EPIDIDIMARIOS.
La concentración y el contenido epididimario de Testosterona, DHT y Diol fueron determinados en
hámsteres Dorados adultos mantenidos enfotoperíodo normal (FN) o expuestos a fotoperíodo corto (FC)
durante 9,12,]4,16,18y 22 semanas.
Panel A: Concentración epidídimaria de andrógenos (ng/g de tejido).
Panel B: Contenido epididimario de andrógenos (ng/epidía’imo).
Los valores representan la media
Student-Newman-Keuls: p< 0.05).

a ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
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2. EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE POLIAMINAS Y DE

SUS ACETIL DERIVADOS EN TESTICULO Y VESICULAS SEMINALES

La concentración tisular de Put, Esd y Esp, es un parámetro altamente sensible

y útil en la evaluación del trofismo de un órgano. Debido a las marcadas variaciones

ocurridas en el peso testicular durante la exposición a FC, y a fin de establecer Ia

influencia ejercida por el fotoperíodo sobre el metabolismo de las PA se

determinaron, tanto en hámsteres adultos mantenidos en condiciones estándares de

luminosidad como en animales sometidos a fotorestricción, 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 vesículas

seminales. Dichas glándulas fueron seleccionadas como tejido comparativo por su

capacidad de sintetizar importantes niveles de PA aunque, como ha sido previamente

descripto por Piik y col, (1977). no realizan una activa secreción de estos

policationes al líquido seminal.

2.1. TESTICULO

2.1.1. Niveles de poliaminas

La Fig. 27 (panel A) ilustra la concentración testicular de PA (nmoI/g de tejido)

presente en los testículos de animales mantenidos en FN o sometidos a fotoinhibición

por el término de 22 semanas. A las 14-16 semanas de permanencia en FC, las

gónadas mostraron un incremento de 2 a 3 veces en la concentración de Put, Esd y

Esp. Similarmente, cuando la concentración de PA fue expresada en términos de

nmol/mg de proteínas, se observó un significativo aumento durante el período de

máxima regresión testicular (datos no mostrados). Hacia las 18-22 semanas, la

concentración de PA gonadales retornó a sus niveles controles (Fig. 27, panel A).

Tanto en condiciones normales como restrictivas de luminosidad, el policatión en

concentración más elevada fue Ia Esp que posee el mayor número de grupos
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aminos. Contrariamente, eI contenido gonadal de Put, Esd y Esp (nmoI/testículo)

descendió significativamente hacia las 12-18 semanas en FC (Fig. 27, panel B).

Cuando la concentración testicular de PA totales (Put + Esd + Esp) fue

comparada con el peso testicular, se detectó un correlación inversa entre ambos

parámetros (r= -0.811; p<0.001) (Fig. 28, panel A). Así, el momento de máxima

regresión gonadal es acompañado por altos niveles de PA; mientras que, durante la

recuperación testicular espontánea la concentración de estos polioationes disminuye

hasta alcanzar los niveles del grupo control. Por otra parte, el contenido total de PA

presentó una correlación directa con el peso testicular (r = 0.942, p<0.001) (Fig. 28,

paneIB)
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Figura 27. INFLUENCIA DEL F0T OPERIODO SOBRE LOS NIVELES DE POLIAMINAS
TESTICULARES.
La concentración y el contenido testicular de putrescína, espermidina y espermina, fueron determinados
en hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotaperíodo normal (FM 0 expuestos a fotoperíodo corto
(FC) durante 9,12,]4,16,I8 y 22 semanas.
Panel A: Concentración testicular de po/iaminas (nmol/gde tejido).
Panel B: Contenido testicular de poliaminas (nmol/testículo).
Los valores representan la media l ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Newman-Keuls,‘ p< 0.05),g_________4
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Figura 28. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL PESO TESTICULAR Y LOS NIVELES
GONADALESDE POLIAMINAS.
El peso testicular y los niveles gonadales de putrescina, espermidina y espermina, fueron determinados
en hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FN) 0 expuestos a fotoperíodo corto
(FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Concentración testicular de poliaminas (nmol/g de tejido) vspeso testicular.
Panel B: Contenido testicular de poliaminas (nmol/testículo)vspeso testicular.
Losparámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p<0.0001).

2.1.2. Niveles de acetil poliaminas

Las concentraciones (nmoI/g de tejido) de A-put, N1 A-esd, N8 A-esd y

N1A-esp, no mostraron cambios significativos como consecuencia de la exposición a

FC (Tabla 16). Del mismo modo, si Ia concentración es expresada en términos de

nmollmg de proteínas, los niveles permanecen sin modificaciones durante todo el

experimento (datos no mostrados).

EI mantenimiento de los animales en fotorestricción, produjo una caída

significativa en el contenido gonadal de A-PA alcanzando sus mínimos niveles hacia

las 14-16 semanas; mientras que, luego de 18-22 semanas, se detectó una lenta

recuperación (Tabla 16).

La principal A-PA detectada, tanto en FN como restrictivo, fue la A-put (Tabla

16).



149 RESULTADOS

semanas Acetil N1-Acetil NB-Acetil N1-Acetil
en FC Putrescina Espermidina Espermidina Espermina

FNnmol/testículo 7538:8153 1383:1293 1286:1333 1228:1573
nmol/g.tejido 4381:4813 2302:0733 7.43:o.7oa 7113:0873

9nmol/testícu/o 582414.67“ 1038:1003 1068:1573” 1094:2845”
nmol/g.tejido 401332.44a 7.39:o.94a 7152:129a 7.793073

12 nmol/testículo 306419.30“ 2.123032b 5.40:2.16b'° 5.04i2.12°‘°
nmol/g.tejido 5216:5053 1074:3383 ¿3.531162a 9.11331a

14 nmol/testículo 1198:222" 21230.43b 2.45:0.61° 2.05:0.88°
nmol/g. tejido 492619.21" 88711563 9.13:2_06a 7.83:2.663

16 nmol/testícu/o 18.88i4.23b'd 3.52:o.55b 3.08:0.52° 3.651108”
nmol/g. tejido 4559:1010a 8.31:1.163 7.16:O.97a 9.o7:1.17a

18 nmol/testícu/o 23.96:2.76b'd 3.52:0.63b 3.50:o.45° 2.96:0.26°
nmol/g. tejido 366515.37a 5.86:1.68a 56911.35a 50210702I

22 anI/testículo 4038:1135“d 5.71:0.91b 6.30:O.85b'° 4.99:0.68b'°
nmol/g.tejido 4063:2983 55510603 6.39:1.163 5.02:0.783

'I'abla 16. INFLUENCIA DEL F()'I‘()PERI()I)() SOBRE I.()S NIVELES DE AC‘E'I'II. POLIAMINAS
'I'ES'I'ICULARES.
La concentración y el contenido testicular (le acetil putrescina, N' -ac1.'til espermidina, Nfi-acetil
espermitlinu y NI-acetil espermiml, fueron determinadas en hámsteres Dorados adultos mantenidos en
fotoperíodo normal (FN) 0 apuestas afiitoperíodo c0rt0(F(‘) durante 9,¡2,14,16,¡81‘ 22 semanas.
Lux valores represenmn la media _ ICSln 6-81. /)Í.\'IÍI1I(1.\'lclras (¡eno/(m (Ii/¿vendas .vignlj/¡cnlimx I'I'esl (le
.S'Im/cnl-Á"(arman-Ken/x: p 0.05).

Cuando el contenido testicular de A-PA totales (A-put + N1A-esd + N8A-esd +

N1A-esp), fue comparado con el contenido de PA en este órgano, se detectó una

correlación significativa entre ambos parámetros (r=0.834; p<0.001) (Fig. 29).
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Figura 29. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO GONADAL DE
POLIAMINAS YSUS ACE TIL DERIVADOS.
El contenido testicular de putresciml, espermidina, espermina, acetil putrescina, NI-ucetil espermidina,
Ns-acetil espermidina y Nl-acetil espermína, fueron determinados en hámsteres Dorados adultos
mantenidos enfotoperíodo normal (FM 0 expuestos a fotoperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22
semanas.
Losparámetros analizados presentaron una correlación 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 resultó de interés analizar Ia actividad de la

enzima ODC, limitante en el camino biosintético de dichos policationes.

La exposición de hámsteres adultos a FC durante 12 semanas, produjo un

marcado incremento en Ia actividad específica ODC (pmol/h/mg de proteínas), que

precedió, en 2-4 semanas, al aumento en Ia concentración tisular de PA (Fig. 30,

panel A). Cuando la actividad ODC se expresó en términos de pmoI/h/g de tejido

(datos no mostrados), pudo detectarse un significativo incremento durante el mismo

período de fotoinhibición.A las 22 semanas de permanencia en FC, la actividad ODC

descendió cerca de sus niveles controles (Fig. 30, panel A). AI expresar Ia actividad
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enzimática por testículo, se detectó una notoria disminución hacia las 14-16 semanas

en FC y luego, durante el período de recrudescencia, se observó una tendencia a su

recuperación (Fig. 30, panel B).

A b B

3001 N U1O9

5000­

Actividad0DC

(pmollhlmgdeproteína)

8‘?

Actividad0DC
(pmollhltestículo)100­ 2500­

0 l I l C I

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 0DC testicular fue determinada en hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo
normal (FN) 0 expuestas afotaperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,I8 y 22 semanas.
Panel A: Actividad 0DC expresada en términos de pmol/h/mg deproteínas.
Panel B: Actividad 0DC expresada en términos de pmol/h/lestículo.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Newman-Keuls; p<0. 05).

2.2.. VESICULAS SEMINALES

2.2.1. Niveles de poliaminas

Con el propósito de estudiar si órganos hormono-dependientes modifican sus

niveles de PA como consecuencia de cambios en la información fótica, Ia

concentración de estos policationes en vesículas seminales fue analizada en

hámsteres expuestos a condiciones normales o restrictivas de luz.

Hacia las 16 semanas de permanencia en fotoperíodo inhibitorio, Ia

concentración de Put, Esd y Esp (nmoI/g de tejido) aumentó 4, 2 y 5 veces,

respectivamente, respecto del grupo control; para retornar rápidamente a sus niveles
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normales a las 18 semanas (Fig. 31, panel A). Cuando la concentración vesicular de

PA fue expresada en términos de nmoI/mg de proteínas o nmoI/mg de ADN, fue

detectado un aumento similar tanto para Put como Esp; mientras que, Esd no

presentó variaciones significativas (datos no mostrados). Durante Ia permanencia en

condiciones estándares de luminosidad, el policatión que mostró la mayor

concentración fue Esd; en cambio, durante la etapa de involución reproductiva la Esp

alcanzó los máximos niveles tisulares (Fig. 31, panel A). Sin embargo, al expresar los

resultados como nmol/vesícula seminal (Fig. 31, panel B), el contenido de las 3 PA

disminuyó significativamente en respuesta a Ia exposición de los animales a FC

durante 14-16 semanas. Luego, a tiempos prolongados de permanencia en FC, se

observó una recuperación parcial en los niveles correspondientes a Put y Esd, sin

variaciones significativas en Esp.

A todos los tiempos de permanencia en fotoinhibición analizados, se observó

una marcada relación entre Ia concentración tisular de PA totales y el peso de las

vesículas, pudiéndose establecer así una significativa correlación inversa (r: -0.763,

p<0.001) (Fig. 32, panel A). En cambio, el contenido total de PA y el peso glandular

mostraron una correlación 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 concentración y el contenido de putrescina, espermidina y espermina fueron determinados en cada
vesícula seminal de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FN) 0 expuestos a
fotoperíado corto (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Concentración de poliaminas en vesículas seminales (nmol/g de tejido).
Panel B: Contenido de políamínas en vesículas seminales (nmol/v.seminal).
Los valores representan la media i ES (n= 6-8} Distintas letras denotan diferencias sigmficativas (Testde
Student-Newman-Keuls; p<0. 05)‘
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Figura 32. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL PESO VESICULAR Y LOS NIVELES
GLANDULARESDE POLMMINAS.
El peso de cada vesícula seminal y los niveles glandulares de putrescina, espermidina y espermina,
fueron determinados en hámsteres Dorados adultos mantenidos enfotoperíodo normal (FN) 0 expuestos
afotoperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Concentración glandular de poliaminas (nmol/g de tejido) vspeso de las v. seminales.
Panel B: Contenido glandular de poliaminas (nmol/v.seminal) vs peso de las v. seminales.
Losparámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p<0.0001).

2.2.2. Niveles de acetil poliaminas

Las concentraciones (en términos de nmoI/g de tejido) de A-put, N1 A-esd,

N8A-esd y N1A-esp en vesículas 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, N1A-esd y

N1A-esp son expresadas en términos de nmol/mg de proteína o nmoI/mg de ADN, se

detecta un marcado aumento hacia las 16-18 semanas de exposición a FC; mientras

que, la concentración de N8A-esd no presenta modificaciones significativas (datos no

mostrados). La exposición a fotoperíodo inhibitorio,produjo una caída significativa en

el contenido de todas las A-PA hacia las 16 semanas; y una lenta recuperación de

los niveles a tiempos mayores (Tabla 17).



155 RESULTADOS

La principal A-PA detectada en todos los grupos estudiados fue A-put (Tabla

17).

semanas Acetil N1-Acetil Na-Acetil N1-Acetil
en FC Putrescina Espermidina Espermidina Espermina

FN nmol/v.s. 9213:0603 5.88:0.51a 5.47:o.93a 3.791037a
nmol/g. tejido 4427:3893 29.41¿2.903 26.91¿4.89a 18.02:1 .823
9 nmo//v.s. 6.32:0.28b 2.60:0.12b 2.oo:o.23b 1.95:o.05b
nmol/g.tejido 78.715 1.24a 3267:5143-b 24.23542a 24149.13a

12 nmo//v.s. 5.37:o.31b 2.88:0.47b 2.24:o.<50b 1.97:o.27'°
nmol/g.tejido 8520:495a 5344:9591" 35.54:9.563'° 3121:4222"b

14 nmo//v.s. 6.13:O.19b 3.341049b 2.38:0.48b 2.1oio.2ob
nmol/g.tejido 793212.84a 490419.69“ 3054:512a 26.4711.843

16 nmo//v.s. 45510.08" 2133:025" 1.67:O.26b 1.66:O.16b
nmol/g.tejido 224.42:20.7o'° 116.46:32.52° 7644:1153“ 85.28:19.53b'°

13 nmo//v.s. 4.63:0.12b 17310.15b 1.12:0.11b 1.831038"
nmol/g. tejido 238.25:25.91b 94.18:18.95b'°'d 58.76:10.93a'° 87.39:11.91°

22 nmol/v.s. 5130:0139b 3.45:0.46b 2.o1:o.43b 1.911022b
nmol/g.tejido 9727:19563 5920:1628“ 36.18:12.563'° 315516.03“

Tabla 17. INFLUENCIA DEI. F()T()PERI()I)() SOBRE LOS NIVELES VESICULARES DE ACE TIL
POLIAMINAS.
La concentración y el contenido (le acetil putrescina, NI-acetil espermidinu, Na-acetil espermidinu y
Nl-acetil espermína fueron determinados en carla vesícqu seminal (le hám51ercs Dorados adultos
mantenidos enflnoperíodo normal (FN) 0 upuesïos afotoperímlo corto (FC) durante 9,12,1-I,16.18y 22
semanas.
Los valorex representan la media ¿ ¡{S (n 6-8). Distinlas Ielrax denotan ¿Iljérencim' significmivm l'l'exl
(le .S'IudenI-Xeu'man-Ix'eu/x: p' (}.()5¡.

Cuando el contenido vesicular de A-PAtotales, fue comparado con el contenido

de PA en esta glándula, se detectó un correlación significativa entre ambos

parámetros (r=0.836; p<0.0001) (Fig. 33).
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Figura 33. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO VESICULAR DE
POLIAMINAS YSUS ACE TIL DERIVADOS.
El contenido de putrescina, espermidina, espermina, acetil putrescina, NI-acetil espermidina, Ns-acetil
espermidina y NI-acetil espermina fueron determinados en cada vesícula seminal de hámsteres Dorados
adultos mantenidos en fotoperíoda normal (FM 0 expuestos a fotoperíodo corto (FC) durante
9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Losparámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p<0.0001).

2.2.3.Actividad ornitina decarboxilasa

Como consecuencia del marcado aumento observado en la concentración

vesicular de PA durante Ia etapa de máxima involución reproductiva, nos resultó de

interés detectar la actividad ODC en nuestro modelo experimental. Notoriamente, el

incremento en la concentración de los 3 policationes en vesículas seminaies no fue

acompañado por un aumento en la actividad enzimática específica (en pmol/h/mg de

proteína) sino que, contrariamente, se detectó un caída significativa de Ia misma

hacia las 14-16 semanas de exposición a FC (Fig. 34, panel A). Similarmente,
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cuando Ia actividad ODC fue expresada en términos de pmol/h/g de tejido o

pmoI/h/mgde ADN,se observó una disminución significativa de los niveles durante Ia

fase de regresión reproductiva (datos no mostrados). Del mismo modo, Ia actividad

ODC por vesícula seminal descendió 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 ODCfue determinada en cada vesícula seminal de hámsteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperíodo normal (FIV)o expuestos afotoperíado corto (FC) durante 9,12,]4,16,]8 y 22 semanas.
Panel A: Actividad ODC expresada en términos de pmol/h/mg de proteínas.
Panel B: Actividad ODC expresada en términos de pmal/li/v. seminal.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Newman-Keuls; p <0.05).
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3. NEUROTRANSMISORES EN ORGANOS REPRODUCTIVOS

Diversos neurotransmisores han sido encontrados en órganos periféricos no

neuronales donde partioiparían en la modulación de ciertos procesos metabólicos.

La presencia de GABAy 5-HT fue evaluada en testículo y/o glándulas sexuales

accesorias de hámsteres en diferentes etapas del desarrollo sexual: prepubertad,

pubertad y madurez; y en distintos estadios funcionales fotoinducidos: regresión y

recrudescencia. El estudio de la biosíntesis endógena y/ó el catabolismo de estos

neurotransmisores, fue realizado a través de la determinación de sustratos,

catabolitos y/o actividades enzimáticas.

3.1. TESTICULO

3.1.1. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL FOTOPERlODO 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 testículos de hámsteres de las

especies Dorado (paneles A y B) y Djungarian (paneles C y D), en distintas etapas

del proceso de desarrollo sexual. GABAse halla presente en las gónadas de ambas

especies a todas las edades estudiadas. En hámsteres Dorados, la concentración

testicular del neurotransmisor (nmol/g de tejido) mostró un claro incremento a los 30

díad de edad (panel A). Un patrón similar fue detectado en los testículos de la

especie Djungarian, con un significativo aumento en la concentración gabaérgica

hacia los 36 días de edad (panel C). Sin embargo, los niveles de GABApresentes en

testículos de la especie Djungarianen la etapa prepuberal, fueron 2-3 veces menores

que los determinados en hámsteres Dorados (paneles A y C). Cuando la
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concentración gonadal de GABA fue expresada en nmoI/mg de proteínas, se

observaron, tanto en hámsteres Dorados como en Djungarian,variaciones similares a

las detectadas cuando los niveles se expresan en nmoI/g de tejido (datos no

mostrados). El contenido gonadal de GABA(nmol/testículo) mostró un perfil especie­

específico (paneles B y D)‘ En hámsteres Dorados, un aumento en el contenido

gonadal del neurotransmisor fue observado a los 30 días de edad, seguido por una

leve caída hacia los 36 días, y un posterior incremento de los niveles en paralelo con

la edad del animal hasta alcanzar la adultez (panel B). En contraste, hámsteres de la

especie Djungarian, presentaron un claro aumento en el contenido gonadal de GABA

a los 36 días, y un posterior descenso del 80% hacia los 46 días de edad. Entre los

46 y 90 días, no se observaron cambios significativos en el contenido testicular de

GABAen hámsteres Djungarian (panel D).
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Fi ura 35. NIVELES TESTICULARES DE ACIDO 7-AMIN0 BUTIRICO (GABA) EN EL PROCESOvÉ-DEMRROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido testicular de GABAfueron determinados en hámsteres de las especies
Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60y 90 días de edad.
Paneles A y B: Concentración (nmol/g de tejido) y Contenido (nmol/testículo) testicular de GÁBÁ en
hámsteres de la especie Dorado.
Paneles C y D: Concentración (nmol/g de tejido) y Contenido (anl/testículo) testicular de GABA en
hámsteres de la especie Djungari an.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keu/S: p< 0.05)‘
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3.1.1.1.2.Influencia del fotoperíodo sobre los niveles testiculares de GABA

La Fig. 36 (panel A) ilustra la concentración testicular de GABA (nmol/g de

tejido) en los diferentes grupos experimentales sometidos a FN o FC entre 9 y 22

semanas. Durante el período de ma'ximainvolución gonadal (12-16 semanas en FC),

se observó un aumento en Ia concentración del neurotransmisor del 100% respecto

de los niveles encontrados en el grupo control (70 nmoI/g de tejido vs 35 nmol/g de

tejido). Posteriormente, en Ia etapa de recrudescencia testicular (18-22 semanas en

fotorestricción), la concentración descendió 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 TESTIC ULARESDE ACIDO
y-AMINÜ BUTIRIC0 (GABA).
La concentración y el contenida testicular de GABAfueron determinados en hámsteres Dorados adultos
mantenidos enfotoperíodo normal (FN) 0 expuestos afotoperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22
semanas.
Panel A: Concentración testicular de GABA(nmoI/g de tejido).
Panel B: Contenido testicular de GABA(nmol/testiculo),
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Studen t-Newman-Keuls; pi: 0.05).
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Cuando los niveles fueron expresados en nmol/mg de proteína, los mismos

describieron un patrón similar al observado en términos de nmoI/g de tejido (datos no

mostrados). La exposición a FC produjo una caída significativa en el contenido

gonadal de GABA, detectándose los mínimos niveles hacia las 14-16 semanas;

mientras que, a tiempos mayores de permanencia en fotoinhibición (22 semanas),

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

3.1.1.2. Biosintesis testicular de GABA

3.1.1.2.1.Ácido glutámico. Niveles testiculares

3.1. 1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La Fig. 37 muestra los niveles de Glut en testículos de hámsteres de las

especies Dorado (paneles A y B) y Djungarian (paneles C y D) durante su ontogenia.

En hámsteres Dorados, Ia concentración testicular de Glut (pmoI/g de tejido) aumentó

significativamente a los 30 días de edad, y luego permaneció sin cambios hasta la

adultez (panel A). Resultados similares fueron obtenidos cuando los niveles se

expresaron en términos de umollmgde proteínas (datos no mostrados). En cambio, el

contenido de este neurotransmisor presentó un incremento concomitante con la edad

del animal (panel B).

En hámsteres de Ia especie Djungarian, la concentración gonadal de Glut

(umoI/g de tejido) no sufrió modificaciones significativas en ninguna de las edades

analizadas (panel C). La expresión de los niveles en términos de umoI/mg de

proteínas tampoco presentó cambios significativos en la concentración testicular de

Glut durante Ia ontogenia del hámster Djungarian (datos no mostrados). En cambio,

el contenido testicular de este neurotransmisor aumentó significativamente a los 30

días de edad, alcanzó sus máximos niveles a los 36 días, y posteriormente descendió

en la etapa puberaI-adulta (panel D).
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Figura 37. NIVELES TESTICULARES DE ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido testicular de ácido glutámico fueron determinados en ha’msteresde las
especies Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60y 90 días de edad.
Paneles A y B: Concentración (,wnol/g de tejido) y Contenido (¿anal/testículo) de ácido glutámico en
hámsteres de la especie Dorado.
Paneles C y D: Concentración (¡anal/g de tejido) y Contenido (¡anal/testículo) de ácido glulámico en
hámsteres de la especie Djungarian.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p< 0.05).
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El análisis de regresión lineal entre el contenido gonadal de Glut y GABA

mostró un coeficiente r = 0.895 en hámsteres Dorados (Fig. 38, panel A), y un

coeficiente r = 0.819 en hámsteres de Ia especie Djungarian (Fig. 38, panel B);

ambos considerados estadísticamente muy significativos(p<0.0001).
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Figura 38. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO TESTIC ULARDE ACIDO
7-AMINO BUTIRICO (GABA) Y ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO
SEXUAL.

El contenido testicular de GABAy ácido glutámico fueron determinados en hámsteres de las especies
Dorado y Djungarian de 23,30,36,46,60y 90 días de edad.
Panel A: Hámsteres de la especie Dorado.
Panel B: Hámsleres de la especie Djungarian.
Losparámetros analizados presentaron una corre/ación altamente significativa (p<0.0001).

3.1.1.212. Influenciadel fotoperíodo sobre los niveles testiculares de ácido glutámico

La Fig. 39 (paneles A y B) muestra los niveles de Glut presentes en testículos

de hámsteres expuestos a FN, o mantenidos en FC durante 9 a 22 semanas. La

concentración gonadal de Glut (pmollg de tejido) experimentó una significativa caida

hacia las 12-14 semanas de exposición a FC; y posteriormente, una completa

recuperación 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 pmoi/mg de proteínas (datos no

mostrados). EI contenido gonadal de Giut descendió significativamente a las 12-18

semanas de permanencia en fotorestricción; mientras que, a las 22 semanas, los

niveles de este neurotransmisor se mostraron restaurados.

AcGlutamico
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Figura 39. INFL UENCM DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES TESTICULARES DE ACIDO
GLUTAMIC0.
La concentración y el contenido testicular de ácido glutámico fueron determinados en hámsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FN) 0 expuestos a fotoperíodo corto (FC) durante
9,12,14,16,I8y 22 semanas.
Panel A: Concentración testicular de ácido glutámico (mol/g de tejido),
Panel B: Contenido testicular de ácido gluta'mico (¿mol/testículo).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

EI análisis de regresión lineal entre el contenido gonadal de Giut y GABA,

mostró un coeficiente r = 0.869 considerado estadísticamente muy significativo

(p<0.0001; Fig. 40).
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Figura 40. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO TESTICULARDE ACIDO
y-AMINOBUTIRICO (GABA) YACIDO GLUTAMICO. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO.
El contenido testicular de GABAy ácido gluta'micofueron determinados en hámsteres Dorados adultas
mantenidos enfotoperíodo normal (FN) 0 expuestos afotoperíodo corta (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22
semanas.
Los parámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p<0.0001,).

3.1.1.2.2.Actividad glutamato decarboxilasa

3.1.1.221. Influencia del fotoperíodo sobre la actividad glutamato decarboxilasa

testicular

La Tabla 18 muestra Ia actividad GAD específica (umoI/h/g de proteínas), en

testículos de hámsteres expuestos a FN o FC durante 14 semanas. Los testículos

regresionados presentaron un aumento del 100% en la actividad GAD respectq del

grupo control (p<0.001). AI expresar la actividad enzimática en términos de pmoI/h/g

de tejido, se observó 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

testículo, la misma desciende significativamente como consecuencia de la

permanencia en fotoperíodo inhibitoriodurante 14 semanas (Tabla 18).

TESTICULO
semanas ACTIVIDADGAD

en FC (pmol 14C02/h/g proteínas) (umol 14CO-¿lh/testículo)

FN 85.47:6.37 5.21:o.29

14 151.66:13.49* 1.88:0.71*

Tabla 18. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LA ACTIVIDAD (¡LU'I'AMAT0
DECARBOXILASA (GAD) TESTICULAR.
La actividad GADtesticular fue determinada en hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo
normal (FM 0 expuestos (¡fotoperíodo corto (FC) durante l-l semanas.
Los valores representan la media ¿ lz'S ln 6-8). Los asterixcos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control fl'esl (le Student: *: p ().05).

3.1.1.2.3.Putrescina. Niveles testiculares

3.1.1.231. Influenciadel fotoperíodo sobre los niveles testiculares de putrescina

Los niveles de Put presentes en testículos de hámsteres mantenidos en FN o

expuestos a FC durante 9, 12, 14, 16, 18 y 22 semanas; fueron previamente

descriptos en la sección 2.1.1. (pág. 145), y se encuentran ilustrados en la Fig. 27

(paneles A y B).

Cuando el contenido gonadal de GABAfue comparado con el contenido de Put

en este órgano, se detectó un correlación significativa entre ambos parámetros

(r=0.854; p<0.0001) (Fig. 41).
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Figura 41. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO TESTICULARDE ACIDO
7-AMIN0 BUTIRICO (GABA)YPUTRESCINA. INFLUENCIA DEL F0TOPERIOD0.
El contenido testicular de GABAy putrescina fueron determinados en hámsteres Dorados adultos
mantenidos enfotoperíodo normal (FM 0 expuestos afotaperíodo corto (FC) durante 9,12,]4,16,18 y 22
semanas.
Losparámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p<0.0001).

3.1.1.3. Efecto del ácido 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 autónomo y en órganos no neuronales. En

hámsteres adultos mantenidos en FN, inyectados intra-peritonealmente con ácido

amino-oxiacético (35mg/kg de peso corporal), un inhibidor de la actividad GABA-T,y

sacrificados 30 minutos y 1 hora después de la administración de la droga; no se

observaron cambios significativos en la concentración (nmoI/g de tejido) ni en el

contenido (nmolltestículo) testicular de GABA (Tabla 19). Un perfil similar fue

obtenido cuando los resultados se expresaron en nmol/mg de proteínas (datos no

mostrados).
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Tiempo post- TESTICULO
inyección de ácido GABA
amino-oxiacético Concentración Contenido

(minutos) (nmol/g de tejido) (nmol/testículo)

0 33.21+3.05a 52.47+4.56a

30 3854:4123 5504:6893

60 3987:5018 5314:504a

Tabla 19. EFECTO DEL ACIDO AMINO-OXIACETICO SOBRE LOS NIVELES TESTICULARES DE
ACIDO 7-AMINO BUTIRICO (GABA).
I-Ia'msteresDorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal, fueron inyectados intraperitonealmente
con ácido amino-oxiacético (35 mg/ kg de peso corporal) y sacrificados a los 30 y 60 minutos posi­
administración.
Los valores representan la media ; ¡{S {n 6-8). .\'o se enconlraron diferencias .s'igmficaliir'asemre los
grupos experimentales fI 'esr de Sludem-.\’ewnmn-Keul.s':p“ 0.05).

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 ácido 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 hámsteres Dorados.

La concentración de este neurotransmisor (pmol/g de tejido) aumentó

significativamente a los 36 días de edad, descendió a los 46 días, y luego incrementó

concomitantemente con la edad hasta la adultez (panel A). Un perfil similar fue

obtenido cuando los resultados se expresaron en pmol/mg de proteínas (datos no
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mostrados). El contenido testicular de 5-HT presentó un aumento significativo a los

36 días de edad, permaneció sin cambios hasta los 46 días, y luego incrementó

proporcionalmente entre los 60 y 90 días (panel B).

La Fig. 42 (paneles C y D) muestra los niveles de 5-HIAA, principal metabolito

en el catabolismo de Ia 5-HT. La concentración de 5-HIAA (pmoI/g de tejido)

presentó un leve incremento hacia los 36 días de edad, descendió a los 46 días, y

luego aumentó significativamente a los 60 y 90 días (panel C). Un patrón similar fue

observado cuando los datos se expresaron en pmoI/mg de proteínas (datos no

mostrados). El contenido de 5-HIAAen parénquima testicular aumentó a los 36 días,

no sufrió variaciones a los 46 días, y posteriormente incrementó con la edad entre los

60 y 90 días (panel D).
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Figura 42. NIVELES DE SEROTONINA (5-HT) Y ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACE TICO (5-HIAA)
EN PARENQUIMA TESTICULAR EN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido de 5-HTy 5-HIAA en parénquima testicular, fueron determinados en
hámsteres Dorados de 23,36,46,60y 90 días de edad.
PanelesA y B: Concentración (pmol/g de tejido) y Contenido (pmol/testículo) testicular de 5-HT.
Paneles C y D: Concentración (pnzoI/gde tejido) y Contenido (pmol/testículo) testicular de 5-HIAA.
Los valores representan la media _+ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<10.05).
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Cuando se analizaron las variaciones ocurridas en los niveles serotoninérgicos

totales (5-HT + 5-HlAA) en el parénquima testicular (Fig. 43, paneles A y B), pudo

observarse un aumento significativo en la concentración (pmol/g de tejido) a los 36

días de edad, un descenso hacia los 46 días, y finalmente un incremento de la misma

hasta alcanzar la madurez sexual (panel A). La expresión de los datos en términos de

pmol/mg de proteinas resultó en el mismo perfil ontogénico (datos no mostrados). El

contenido serotoninérgico total, presentó un marcado incremento a los 36 días,

permaneció prácticamente sin cambios hasta los 46 días, y luego aumentó

proporcionalmente entre los 60 y 90 días (panel B).
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Figura 43. NIVELES SEROTONINERGICOS TOTALES EN PARENQUIMA TESTICULAR EN EL
PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido de serotonina (5-HI) y ácido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) en
parénquima testicular, fueron determinados en hámsteres Dorados de 23,36,46,60y 90 días de edad. Se
ha considerado a los niveles serotoninérgicos totales como la sumatoria de los niveles testiculares de
5-H Ty 5-HIAA.
Panel A: Concentración serotoninérgica total testicular (pmol/gde tejido).
Panel B: Contenido serotoninérgico total testicular (pmol/testículo).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).
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La Fig. 44 (paneles A y B) ilustra los niveles de 5-HT presentes en Ia cápsula

testicular durante la ontogenia en hámsteres Dorados. La concentración de este

neurotransmisor (pmol/g de tejido) no sufre cambios estadísticamente significativos

durante los primeros 46 días de edad, aunque se observó un leve aumento de Ia

misma hacia los 36 días. A los 60 días de edad Ia concentración capsular de 5-HT

presentó un marcado incremento alcanzándose los niveles característicos de la

adultez (panel A). El contenido de 5-HT en la cápsula gonadal, ascendió

significativamente a los 36 dias de edad, descendió a los 46 días, alcanzó sus

niveles máximos a los 60 días (30 pmoI/cápsula), y finalmente disminuyó un 50 °/oa

los 90 días (16 pmoI/cápsula) (panel B).

La Fig. 44 (paneles C y D) muestra los niveles de 5-HIAAen la cápsula

testicular a Io largo del desarrollo puberal en hámsteres Dorados. La concentración

capsular de 5-HIAAaumentó significativamente a los 36 días de edad, descendió a

los 46 días hasta niveles similares a los detectados a los 23 días, y luego incrementó

hacia los 60 y 90 días (panel C). Entre los 23 y 36 días de edad, el contenido de

5-HIAAen cápsula gonadal incrementó en un factor igual a 22. Hacia los 46 días

descendió un 60%, y finalmente aumentó a los 60-90 días alcanzando sus niveles

máximos (34 pmol/cápsula) (panel D).
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Figura 44. NIVELES DE SEROTONINA (5-H T) Y ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACE TICO (5—HIAA)
EN CAPSULA TESTIC ULAREN EL PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en cápsula testicular, fueron determinados en
hámsteres Dorados de 23,36,46,60y 90 días de edad.
PanelesA y B: Concentración (pmol/g de tejido) _vContenido (pmol/cápsula} capsular de 5-HT.
Paneles Cy D: Concentración (pmol/g de tejido) y Contenido (pmol/cápsula) capsu/ar 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 cápsula testicular. La concentración

serotoninérgica total aumentó significativamente a los 36 dias de edad, descendió a

los 46 días hasta niveles comparables a los detectados a los 23 días, y luego

ascendió a los 60-90 días hasta aproximadamente 1000 pmoI/cápsula (panel A). El

contenido serotoninérgico total en la cápsula gonadal, incrementó significativamente

a los 36 días de edad, descendió a los 46 dias, alcanzó sus niveles máximos a los

60 días, y finalmente se redujo en un 30% a los 90 días de edad (panel B).
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Figura 45. NIVELES SEROTONINERGICOS TOTALES EN CAPSULA TESTICULAR EN EL
PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido de serotonina (5-HT) y ácido 5-hidroxi indol acético (5-HIAA) en
cápsula testicular, fueron determinados en hámsteres Dorados de 23,36,46,60 y 90 días de edad. Se ha
considerado a los niveles serotoninérgicos totales como la sumatoria de los niveles capsulares de 5-HTy
5-HIAA.

Panel A: Concentración serotoninérgica total capsular (pmol/gde tejido).
Panel B: Contenido serotoninérgico total capsular (pmol/cápsula).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Newman-Keals; p< 0.05j.
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La Tabla 20 muestra la relación existente entre los niveles testiculares de

5-HIAA y 5-HT durante la ontogenia en hámsteres de Ia especie Dorado. En

parénquima gonadal, dicha relación aumentó levemente durante los primeros 60 días

de vida, y presentó un notorio incremento en Ia etapa adulta. La relación

5-HlAA/5-HTen cápsula testicular, no mostró cambios significativos entre los 23 y 60

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

RELACION 5-HIAA l 5-HT
TESTICULAR

EDAD PARENQUIMA CAPSULA

(días) Relación de las Relación del Relación de las Relación del
concentraciones contenido concentraciones contenido
de 5-HlAA/5-HT de 5-HIAA/5-HT de 5-HIAA/5-HT de 5-HIAA/5-HT

23 1.3+o.1a 1.5+o.1a 1.1+o.1El 1.0+o.1a

36 15:01a 1.4:01a 1.7:o.2a'b 18:02“

46 1.8¿02a «sima 1.1¿02‘3 11:01a

60 1.9:01a 1.9:02a 1.3_+_o.1a 1.4:023

90 4.1:02b 41:02” 20:02b 21:03b

Tabla 20: RELACION ENTRE LOS NIVELES TESTICULARES DE SERO TONINA (5-l-I'I') Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-l-IIAA)EN El. PROCESO DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido (le 5-l-lT y S-HIAA en parénquima y cápsula tesTicular. fueron
determinados en hámsteres Dorados de 23,36,46,60y 90 días de edad.
Los valores representan la ¡Media¿ Iz'Sm 6-8). Dis/¡max lelrax (lc/wlan (Ii/érencins significar/i'm I'I'exl(le
Kruxkal- lÍ'a/lis: p l).05).



177 RESULTADOS

3.1.2.1.2.Influencia del fotoperíodo sobre los niveles testiculares de serotonina

y ácido 5-hidroxiindoI acético

La exposición a FC durante 14 semanas produjo una caída altamente

significativa en Ia concentración (pmol/g de tejido) de 5-HT y 5-HlAAen parénquima

testicular, Ia cual no fue recuperada a las 22 semanas de permanencia en

fotorestricción (Fig. 46, panel A). Un perfil similar fue obtenido cuando los resultados

se expresaron como pmol/mgde proteínas (datos no mostrados).
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Figura 46. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODÜ SOBRE LOS NIVELES DE SEROTONINA (5-H T) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACE TICO (5-HIAA) EN PARENQUIMA TESTICULAR.
La concentración y el contenido de 5-HTy 5-HIAA en parénquima testicular, fueron determinados en
hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FM 0 expuestos a fotoperíodo corto
(FC) durante 14y 22 semanas.
Panel A: Concentración testicular de 5-HTy 5-HIAA (pmol/g de tejido).
Panel B: Contenido testicular de 5-HTy 5-H1AA(pmol/testículo).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Ne wman-Keuls; p< 0.05).

A las 14 semanas de exposición a FC, el contenido de 5-HT y 5-HIAA en

parénquima testicular (pmol/testículo) presentó una caída del 92% y 99.6%,

respectivamente. La permanencia durante 22 semanas en fotoperíodo inhibitorio,

aumentó 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 resultó ser estadísticamente significativo(Fig. 46,

panel B).

La Fig. 47 (panel A) muestra la concentración de 5-HT y 5-HlAA en cápsula

testicular en los siguientes grupos experimentales: hámsteres adultos mantenidos en

FN, animales expuestos a FC durante 14 semanas, y hámsteres sometidos a

fotorrestriccióndurante 22 semanas. La permanencia durante 14 y 22 semanas en

condiciones de escasa luminosidad, no produjo modificaciones significativas en la

concentración de 5-HT, como así tampoco en los niveles de 5-HIAA (panel A). Sin

embargo, el contenido capsular de 5-HT y 5-HlAAdescendió significativamente a las

14 semanas de exposición en FC, y permaneció 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-H7) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACE TICÜ (5-HL4A) EN CAPSULA TESTICULAR.
La concentración y el contenido de 5-HT y 5-HIAA en cápsula testicular, fueron determinados en
hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal (FM 0 expuestos a fotoperíodo corto
(FC) durante 14 y 22 semanas.
Panel A: Concentración capsular de 5-HTy 5-HIAA(pmol/g de tejido).
Panel B: Contenido capsular de 5-HTy 5-HIAA(pnlol/cápsula).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Testde
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).
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La Tabla 21 muestra la relación existente entre los niveles testiculares de

5-HIAAy 5-HT en el grupo control mantenido en FN, y en hámsteres expuestos a FC

durante 14 y 22 semanas. En parénquima gonadal, dicha relación descendió

notoriamente durante la permanencia en condiciones inhibitorias de luminosidad. En

cambio, el FC no afectó Ia relación 5-HIAA/5-HTen cápsula testicular.

RELACION 5-HIAA l 5-HT
TESTICULAR

semanas PARENQUIMA CAPSULA
en FC Relación de las Relación del Relación de las Relación del

concentraciones contenido concentraciones contenido
de 5-HIAA/5-HT de 5-HlAA/5-HT de 5-HlAA/5-HT de 5-HIAA/5-HT

FN 4.1+o.2oa 4.1+o.2oa 2.o+o.2a 2.1+0.3a

14 02:0.02b 0.2¿003b 21:02a 21:02a

22 03:004" 0.4:003b 2.6:048 2.6:038

Tabla 21: RELACION ENTRE LOS NIVELES TESTICULARES DE SEROTONINA (5-H7) Y
ACIDO 5-HIDROXI INDOL ACETICO (5-HIAA). INFLUENCIA DEL F()T()PERI()D().
La concentración y el contenido (le 5-l-lT y 5-I-IIAA en parénquima y cápsula testicular, fueron
determinados en hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotopen'odo normal (FN) o expuest a
fotoperíodo corto (FC) durante I4 y 22 semanas.
Los valores representan la media ¿ ICS{rr 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas {I'esl (le
Krus‘kal- ll "al/ix; p' 0. 051.
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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 GABApresentes en epidídimos de hámsteres Dorados durante

el proceso de maduración sexual se encuentran ilustrados en Ia Fig. 48 (paneles A y

B). Hacia los 30 días de edad se observó un significativo incremento en Ia

concentración epididimaria de GABA (nmol/g de tejido), seguido por una posterior

caída entre los 36 y 90 días de edad (panel A). Un perfil similar fue detectado cuando

la concentración de GABA en epidídimos se expresó en términos de nmoI/mg de

proteínas (datos no mostrados). El contenido epididimario de este neurotransmisor

presentó, entre los 23 y 46 días, un aumento paralelo a Ia edad, permaneciendo

luego, prácticamente constante hasta Ia adultez (panel B).
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Figura 48. NIVELES EPIDIDIBLARIOSDE ACIDO y-AMINO BUT[RICO (GABA) EN EL PROCESO
DE DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido epididimario de GABAfueron determinados en hámsteres Dorados de
23,30,36,46, 60y 90 días de edad.
Panel A: Concentración epididimaria (nmol/g de tejido) de GABA.
Panel B: Contenido epididimario (nniol/epidídiiilo) de GABA.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas West
de Student-Newman-Keals; p< 0.051‘.

3.2.1.1.2.Influencia del fotoperíodo sobre los niveles epididimarios de GABA

El contenido y la concentración de GABAfueron determinados en epididimos

provenientes de hámsteres sometidos a FN o FC durante 9 a 22 semanas (Fig. 49,

paneles A y B). La concentración epididimaria de GABA (nmoI/g de tejido) aumentó

significativamente hacia las 12-14 semanas de exposición a FC y luego, a las 16-22

semanas, descendió hasta alcanzar los niveles controles (panel A). Un perfil similar

fue detectado cuando la concentración se expresó en términos de nmoI/mg de

proteína o nmol/mg de ADN (datos no mostrados). EI contenido gabaérgico
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epididimariodescendió significativamenteentre las 14 y 22 semanas de permanencia

en condiciones de fotorestricción (panel B).

GABA

(nmoI/gdetejido) (owipipide/Iowu)

vavo

FN91214161822 FN91214161822
Semanas en FC

Figura 49. INFLUENCIA DEL F0T OPERIODO SOBRE LOS NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO
7-AMIN0 B UTIRICO (GABA).
La concentración y el contenido epididimaria de GABAfueron determinados en hámsteres Dorados
adultos mantenidos en fatoperi’odo normal (FN) o expuestos a fotoperi’ado corto (FC) durante
9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Concentración epididimaria de GABA(nmol/g de tejido);
Panel B: Contenido epididimaro de GABA(nmoI/épidídimo).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

3.2.1.2. Biosíntesis epididimaria de GABA

3.2.1.2.1.Ácido glutámico. Niveles epididimarios

3.2. 1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

La concentración epididimaria de Glut (“mol/g de tejido) en hámsteres Dorados,

describió una disminución paulatina entre los 23 y 90 días de edad (Fig. 50, panel A).
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Un perfil similar fue obtenido cuando los resultados se expresaron en “mol/mg de

proteínas (datos no mostrados). Sin embargo, el contenido epididimario de este

neurotransmisor no presentó cambios hasta los 46 dias de edad, aumentando

significativamente hacia los 60-90 días (Fig. 50, panel B).

El análisis de regresión lineal entre el contenido epididimario de Glut y GABA,

mostró un coeficiente r = 0.626 considerado discretamente significativo (p<0.05,

datos nos mostrados).

AcGlutámico

(“mol/gdetejido) (owipipida/Iowfi)

ooiwemio'ov

23 30 36 46 60 90 23 30 36 46 60 90

Edad (días)

Figura 50. NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEXUAL.
La concentración y el contenido epididimario de ácido glutámico fueron determinados en hámsteres
Doradas de 23,30,36,46,60 y 90 días de edad.
Panel A: Concentración epididimaria (¡anal/g de tejido) de ácido glutámico.
Panel B: Contenido epididimario (moL/"epidídinzwde ácido glutámico..
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0. 05).



184 RES ULTADOS

3.2.1.212. Influencia del fotoperíodo sobre los niveles epididimarios de ácido

glutámico

La concentración epididimaria de Glut (umollg de tejido) disminuyó

significativamente como consecuencia de Ia exposición a FC durante 14 semanas;

mientras que, entre las 18 y 22 semanas de permanencia en fotoinhibición, se

observó una recuperación total de los niveles (Fig. 51, panel A). Cuando los

resultados fueron expresados en términos de umollmg de proteínas o umoI/mg de

ADN, se obtuvo un perfil similar (datos no mostrados). EI contenido epididimario de

Glut también describió un patrón semejante, con una caída paulatina como resultado

de la exposición a FC, la cual resultó ser máxima hacia las 14 semanas, y un

posterior restablecimiento a partir de las 16 semanas; aunque a las 22 semanas, los

niveles aún permanecían significativamente disminuidos en comparación con el

grupo control (Fig. 51, panel B).

El análisis de regresión lineal entre el contenido epididimario de Glut y GABA,

mostró un coeficiente: r = 0.678, considerado discretamente significativo (p<0.05,

datos nos mostrados).
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Figura 51. INFLUENCIA DEL F0T OPERIODO SOBRE LOS NIVELES EPIDIDIMARIOS DE ACIDO
GLUTAMICO.

La concentración y el contenido epididimaria de ácido glutámico fueron determinados en ha’msteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FN) 0 expuestos a fotoperíodo corto (FC) durante
9,12,]4,16,18y 22 semanas.
Panel A: Concentración epididimaria de ácido gluta’mico(amol/g de tejido).
Panel B: Contenido epididimario de ácido glutámico (,umol/epidídimo).
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

3.2.1.2.2.Actividad glutamato decarboxilasa

3.2.1.221. Influencia del fotoperíodo sobre la actividad glutamato decarboxi/asa

epididimaria

La actividad específica epididimaria de Ia enzima GAD (pmoi/h/g de proteínas)

no fue afectada por Ia exposición a FC durante 14 semanas (Tabla 22). En cambio, la

expresión de la actividad GAD en términos de pmoI/h/g de tejido, pmoi/h/mg de ADN

(datos no mostrados) o pmol/h/epidídimo, presentó una disminución significativa de
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los niveles como consecuencia de Ia permanencia durante 14 semanas en

fotoinhibición (Tabla 22).

EPIDIDIMO
semanas ACTIVIDADGAD

en FC (umol 14C02/h/g proteínas) (umOIMCOz/h/epidídimo)

FN 6460:1129 1.51:0.24

14 51.22: 7.75 o.54:o.21*

Tabla 22. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LA ACTIVIDAD (¡LUTAMAT0
DECARBUXILASA (GAD) EPIDIDIMARIA.
La actividad GAD epidídimaria fue determinada en hámsteres Dorados adultos mantenidos en
finoperíado normal (FN) 0 expuestos aflmlperíodo corto (FC) durante 14 semanas.
Los va/orex representan la media - ES (n 6-8). Los a.\'leri.s'c0.\'(le/101m1diferencias significativas con
respecm al grupo control fl'esl (le Student: *: ¡r ' ().05).

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 GABAen vesículas 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 vesículas

seminales de hámsteres Dorados durante Ia ontogenia. La concentración de GABA

en vesículas seminales (nmoI/gde tejido) disminuyó significativamente entre los 23 y

46 días de edad; y luego, recuperó parcialmente sus niveles entre los 60 y 90 días

(panel A). Un patrón similar fue observado cuando la concentración se expresó en
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términos de nmol/mg de proteína (datos no mostrados). EI contenido de GABA en

vesículas seminales permaneció sin modificaciones significativas hasta los 46 días de

edad, detectándose un marcado aumento hacia los 60-90 días (panel B).
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Figura 52. NIVELES VESICULARESDE ACIDO 7-AMINOBUTIRIC O (GABA)EN EL PROCESO DE
DESARROLLO SEX UAL.
La concentración y el contenido de GABAfueron determinados en cada vesícula seminal de hámsteres
Dorados de 23,30,36,46,60y 90 días de edad.
Panel A: Concentración de GABA(nmol/g de tejido) en vesículas seminales.
Panel B: Contenido de GABA (nmol/v. seminal) en vesículas seminales.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0. 05).

3.3.1.1.2. Influencia del fotoperíodo sobre los niveles de GABAen vesículas
seminales

La Fig. 53 (paneles A y B) muestra los niveles de GABAen vesículas seminales

de hámsteres expuestos a FN o inhibitoriodurante 9 a 22 semanas. La exposición a
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FC no produjo cambios significativos en la concentración de GABA(nmol/g de tejido)

en relación al grupo control mantenido en condiciones estándares de luminosidad

(panel A). Un patrón similar fue obtenido cuando los resultados se expresaron en

términos de nmol/mg de proteínas o nmoI/mg de ADN (datos no mostrados).

6 A B Ja­

A a -4Aa5'<"" tm0 a .356;<1, wm
(9g) g>O _.2 a

W 1
FN91214161822FN 912141618 22

Semanas en FC

Figura 53. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES VESICULARESDE ACIDO
7-AMINO BU TIRICO (GABA).
La concentración y el contenido de GABAfueron determinados en cada vesícula seminal de hámsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FM o expuestos a fotoperíodo corto (FC) durante
9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Concentración de GABA(nmol/g de tejido) en vesículas seminales.
Panel B: Contenido de GABA(nmol/v. seminal) en vesículas seminales.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test de
Student-Newman-Keuls; p<0. 05).

En cambio, la permanencia en fotoinhibición durante 14-16 semanas, produjo

una caída significativa en el contenido glandular de GABA.A tiempos prolongados de

exposición a FC (18-22 semanas), el contenido gabaérgico fue restaurado (panel B).
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3.3.1.2. Biosíntesis de GABAen vesículas seminales

3.3.1.2.1.Ácido glutámico. Niveles en vesículas seminales

3.3. 1.2.1.1. En el proceso de desarrollo sexual

En hámsteres Dorados, la concentración vesicular de Glut (umollg de tejido)

disminuyó paulatinamente con Ia edad (Fig. 54, panel A). Cuando los niveles se

expresaron en términos de pmol/mg de proteínas, también se observó una caída

gradual en la concentración de Glut durante la ontogenia (datos no mostrados). Por

el contrario, el contenido de este aminoácido aumentó concomitantemente con el

desarrollo sexual (Fig. 54, panel B).

Ho.

Jm ¡b

(¡euiwes'A/|ouni)

ooiwemie'OVAcGlutamlco

(umoI/gdetejido)
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b b

ai‘iÑrfi
23 30 36 46 60 90

Edad (días)
Figura 54. NIVELES VESICULARESDE ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO
SEXUAL.
La concentración y el contenido de ácido glutámico fueron determinados en cada vesícula seminal de
hámsteres Dorados (le 23,30,36,46,60y 90 días de edad.
Panel A: Concentración de ácido glutámico (ymol/g de tejido) en vesículas seminales.
Panel B: Contenido de ácido glutámico (¡anal/v. seminal) en vesículas seminales.
Los valores representan la media i ES (n= 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0. 05).
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El análisis de regresión lineal entre el contenido vesicular de Glut y GABA,

mostró un coeficiente r = 0.930 considerado estadísticamente muy significativo

(p<0.0001; Fig. 55).

GABA

(nmollv.seminal)

N

r: 0.930; p< 0.0001 I
o " i .

0 1 2

Ac. Glutámico
(pmollv. seminal)

Figura 55. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO VESICULARDE ACIDO
y-AMINO BUTIRIC O (GABA) Y ACIDO GLUTAMICO EN EL PROCESO DE DESARROLLO
SEXUAL.

El contenido de GABAy ácido glutámica fueron determinados en cada vesícula seminal de hámsteres
Dorados de 23,30,36,46,60y 90 días de edad.
Losparámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p<0.0001).

3.3.1.212. Influencia del fotoperíodo en los niveles de ácido g/utámico en vesículas

seminales

En la Fig. 56 (paneles A y B) se ilustran los niveles de Glut en vesículas

seminales en los diferentes grupos experimentales estudiados: hámsteres adultos

mantenidos en FN, y animales expuestos a FC entre 9 y 22 semanas. La exposición

a FC durante 14-16 semanas, produjo una caída significativa tanto en Ia

concentración (pmol/g de tejido; panel A) como en el contenido (“mol/vesícula
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seminal; panel B) de Glut en las vesículas seminales. En cambio, Ia permanencia

durante 18-22 semanas en fotorestricción, originó una total restauración en los

niveles (paneles A y B). Del mismo modo, cuando los resultados fueron expresados

en términos de umol/mg de proteínas o pmoI/mg de ADN, la concentración vesicular

de Glut descendió significativamente a las 14-16 semanas de exposición a FC, y

recuperó sus niveles controles hacia las 18-22 semanas (datos no mostrados).
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Figura 56. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO SOBRE LOS NIVELES VESICULARESDE ACIDO
GLUTAMICO.
La concentración y el contenido de ácido glutámico fueron determinados en cada vesícula seminal de
hámsteres Dorados adultos mantenidos enfotoperíodo normal (FM 0 expuestos a fotoperíodo corto (FC)
durante 9,12,]4,16,18 y 22 semanas.
Panel A: Concentración de ácido glutámíco (ymol/g de tejido) en vesículas seminales.
Panel B: Contenido de ácido glutámico (,umol/v,seminal) en vesículas seminales.
Los valores representan la media i ES (n: 6-8). Distintas letras denotan diferencias significativas (Test
de Student-Newman-Keuls; p<0. 05).
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EI análisis de regresión lineal entre el contenido vesicular de Glut y GABA,

mostró un coeficiente r = 0.909 considerado estadísticamente muy significativo

(p<0.0001; Fig. 57).

GABA

(nmoI/v.seminal)

r: 0.909; p< 0.0001 ‘
C l l

o 1 2

Ac. Glutámico
(pmoI/v. seminal)

Figura 57. ANALISIS DE REGRESION LINEAL ENTRE EL CONTENIDO VESICULARDE ACIDO
y-AMINOBUT[RICO (GABA) YACIDO GLUTAMICO. INFLUENCIA DEL FOTOPERIODO.
El contenido de GABAy ácido glutámico en cada vesícula seminal fue determinado en hámsteres
Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal (FN) o expuestos a fotoperíodo corto (FC) durante
9,12,]4,16,I8 y 22 semanas.
Los parámetros analizados presentaron una correlación altamente significativa (p-‘Z0.0001).
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4. NEUROTRANSMISORES Y FUNCION TESTICULAR. ESTUDIOS IN VITRO.

Con el fin de investigar eI rol ejercido por GABA y 5-HT sobre la

esteroidogénesis testicular, se evaluó la respuesta ¡n vitro de Ia gónada a la

presencia de dichos neurotransmisores en eI Medio de incubación, mediante la

producción de andrógenos por fragmentos gonadales y células intersticiales

aisladas.

4.1. FRAGMENTOS TESTICULARES

EI esquema experimental empleado se basa en Ia incubación 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 evaluó

Ia influencia del tamaño de los fragmentos en la producción de andrógenos

¡n vitro. La Fig. 58 muestra los niveles de T presentes en 1 ml de Medio luego de

6 hs. de incubación en condiciones basales y en presencia de un estímulo

máximo de hCG (1OOmUI/ml), en relación al tamaño de los fragmentos

testiculares obtenidos de hámsteres adultos mantenidos en FN.

Dentro del rango de 50-300 mg de testículo, se observó una variación

proporcional entre el tamaño y los niveles de T; mientras que, fragmentos

superiores a 300 mg produjeron niveles equivalentes de esta hormona. En base a

estos resultados, se estableció el tamaño óptimo de muestra a emplear en los

subsiguientes ensayos en: 50 a 100 mg en testículos de hámsteres prepuberales

y adultos expuestos a FC, y 150-200 mg en animales adultos mantenidos en FN.
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Testosterona
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Figura 58. PRODUCCION DE TESTOSTERONA "IN VITRO" A PARTIR DE FRAGMENTOS
TESTICULARES.
Testículos decapsulados provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotopert’odo normal,

fueron cortados enfragmentos de diferentes tamaños (entre 50 y 600 mg), e incubados durante 6 hs en
medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia o ausencia de un estímulo máximo de hCG (100 mUI/ml).
l] : Condiciones basales.

o : Estimulación máxima con hCG (100 mUI/ml).
Los valores representan la media i 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 preparación de células intersticiales en

el hámster, pooles de 2-4 testículos de animales adultos mantenidos en

condiciones estándares de luminosidad, fueron colocados en presencia de

diferentes concentraciones de colagenasa (0.1, 0.2 y 03 mg/ml de Medio 199),

durante distintos intervalos de tiempo (8, 10, 12 y 15 minutos), o bien las células

fueron obtenidas por dispersión mecánica en ausencia de colagenasa. Los

túbulos seminíferos se separaron posteriormente por filtración. Las células fueron
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centrifugadas a baja velocidad, resuspendidas en Medio 199 conteniendo 0.1% de

albúmina; y luego, identificadas y contadas al Microscopio Optico en presencia del

colorante azul tripán. Las condiciones óptimas de colagenización para testículos de

hámsteres fueron establecidas teniendo en cuenta el número de células obtenidas, la

viabilidad celular, y el grado de contaminación de la preparación (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 estímulo máximo de hCG

(1OOmUI/ml)(Tabla 24).

Colagenasa Tiempo Rendimiento Grado de Viabilidad
(mg/ml) (min) (N°de contaminación (°/ode células

células/ml) viables)

o 7.5x1 o6 —/+ 98

8 8x106 - 97.5
1o 16x106 - 98

0.1 12 22x106 -/+ 99

15 24x106 -/+ 99

8 20x106 - 98
1o 25x1o‘s -/+ 97.5

0.2 12 31x1o‘S -/+ 99

15 37x10G + 96

8 21x10‘s + 97
10 26x10‘5 + 94

0.3 12 32x10‘s ++ 91

15 39x106 ++ 92

Tabla 23. PARAMETROS E VALUAD()S EN LA OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE DISPERSION
CELULAR EMPLEADA EN LA OBTENCION DE PREPARACIONES CRUDAS DE CELULAS
INTERSTICIALES DE HAMSTERES.
El grado de contaminación con otros tipos celulares, el rendimiento y la viabilidad celular, fueron
evaluados en preparaciones crudas de células intersticiales obtenidas a partir (le testículos provenientes
de hásmteres Dorados adultos mantenidos en fotoperiodo normal, empleando diferentes protocolos de
dispersión celular.
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Testosterona
(pg/ug de ADN)

Colagenasa Tiempo hCG
(mg/ml) (min) 0 5 100

(mUI/ml) (mUI/ml) (mUI/ml)

0 1005411087 111.02: 32.16 150.98: 35.87
8 895655.42 105.74: 36.02 22709: 70.69

1o 120355130 189.73: 41.82 33002: 95.62
01 12 143.55:28.71 215.33: 57.42 4306552920

15 151.26i3005 202.48: 48.99 440.78: 97.49
8 290.58:26.65 444.54: 54.04 705.62: 73.51

1o 389.73:30.81 522.22: 67.53 871.29: 97.89
02 12 431.08:35.82 674.19: 8985 10569857788

15 425.65:25.89 681.70: 78.85 10710851860
8 2878212150 475.45: 48.42 725.62: 82.14

1o 371.13:28.16 516.76: 57.41 855.38: 86.73
03 12 401.94:28.71 7177550049 10909858662

15 418035004 7023550865 10872355441

Tabla 24. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOS'I'ERONA A PARTIR DE (‘ELULAS
INTERSTICIALES DE HAMSTERES OBTENIDAS EMPLEANDO DIFERENTES PROTOCOLOS DE
DISPERSION CEL ULAR.
Células ¡ntersticiales provenientes de ha'msteres Dorados adultos mantenidos en fotoperi'odo normal,
obtenidas empleando diferentes protocolos de dispersión celular, fueron incubadas durante 3 hs en
Medio 199, en presencia o ausencia de 5 y 100 mUI/ml de hCG.

Mediante el empleo de la técnica de dispersión mecánica se obtuvo un alto

porcentaje de viabilidad celular sin contaminaciones significativas de la preparación

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 más 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 incubación con concentraciones de colagenasa de 0.2

y 0.3 mg/ml, se obtuvo un rendimiento celular (Tabla 23) y una producción de T
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(Tabla 24) similar, y significativamente mayor que a Ia concentración de 0.1 mg/ml.

Sin embargo, con el empleo de 0.3 mg/ml durante 12 y 15 minutos, se alcanzó una

menor viabilidady una mayor contaminación del preparado que a la concentración de

0.2 mg/ml(Tabla 23). Finalmente, a la concentración de 0.2 mg/ml de colagenasa

durante 12 y 15 minutos, se obtuvo un número de células similar (Tabla 23) y

niveles de T semejantes (Tabla 24), pero a los 15 minutos de incubación, el grado

de contaminación con otros tipos celulares fue mayor y Ia viabilidad celular menor

que a los 10 minutos (Tabla 23).

En base a estos resultados, las condiciones óptimas para Ia preparación de

células intersticiales a partir de testículos de hámsteres fueron fijadas en:

obtención celular a partir de pooles de 2-4 testículos por la técnica de

colagenización a una concentración de 0.2 mg/mldurante 12 minutos.

4.3. CURVAS DOSIS-RESPUESTA A hCG

4.3.1. Hámsteres adultos expuestos a fotoperiodo normal

4.3.1.1.Curva dosis-respuesta a hCGen fragmentos testiculares

Las curvas dosis-respuesta de T, DHT y Diol al estímqu con hCG, en

fragmentos testiculares provenientes de hámsteres adultos expuestos a FN, son

ilustradas en la Fig. 59 y Ia Tabla 25.

La producción basal de T fue 3 y 4 veces mayor que los niveles de DHT y

Diol,respectivamente, secretados al Medio de incubación en ausencia de hCG.

La Fig. 59 (panel A) ilustra Ia curva dosis-respuesta de T al estímqu con hCG en

testículos de hámsteres adultos normales. La curva de producción de T ¡n vitro

presentó una dosis efectiva 50 (DE50)=9.028:0.330 mUI/ml,y alcanzó un estímulo

máximo a Ia concentración de 12.5 mUI/ml. Dicho estímqu máximo triplicó los

niveles de T en el Medio en comparación con el grupo basal.
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La curva dosis-respuesta al estímqu con hCG correspondiente a DHT, en

testículos de animales adultos mantenidos en FN, se encuentra ilustrada en Ia

Fig. 59, panel B. La curva de producción de DHT ¡n vitro presentó una

DE50=9.769:0.461 mUl/ml. El estímulo máximo con hCG (100 mUI/ml) triplioó los

niveles de DHTpresentes en el Medio en comparación con el grupo basal.

Ñ C.”

Testosterona (ng/gdetejido)

8
DHT

(ng/gdetejido)

25­

DE50:9.028+0.330
0 | I I I I I | l I I

0 0.6 3.1 9.4 25 100 0 . . .
0.3 1.6 6.3125 50 0.3 1.6 6.3125 50

hCG(mUI/ml) hCG(mUI/ml)

Figura 59. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA Y DH T EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES
PRO VENIENTES DE HAMSTERES DORADOS ADUL TOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de ha’msteresDorados adultos mantenidos
enfotopen’odo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de concentraciones crecientes de hCG.
Panel A: Producción "in vitro " de Testosterona.
Panel B: Producción "in vitro "de DHT.
Los valores representan la media i 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 incubación, no produjo cambios

significativos en los niveles de Diolproducidos, a ninguna de las concentraciones

de hCG ensayadas (Tabla 25).

hCG DIOL
(mUWm') (ng/g de tejido)

0 6.91 3 0.25
0.3 6.10 1 0.22
0.6 5.67 1 0.40
1.6 5.28 1 0.41
3.1 6.08 1 0.45
6.3 6.61 i 0.45
9.4 6.84 i 0.36
12.5 5.09 t 0.43
25 6.05 1 0.37
50 6.12 i 0.40
100 6.35 i 0.32

Tabla 25. PRODUCCION "IN VITR()" DE DIOL EN RESPUESTA A CONCENTRA(.‘IONES
CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE FRA(¡MENTOS TESTICUIARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADUL TOS NORMALES.
Fragmentos teaiculares de tamaños semejantes provenientes de húmsteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperiodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de concentraciones crecientes de h(‘(1‘.
Los valores represenlan la met/ia ¿ 1:".8'(n=5-6). .\'o se encontraron diferencias .signi/¡calivas con respecto
al grupo control {Tesi (le Sim/enl-.\'ewman-Keul.s': p" 0.05).

La Fig. 60 muestra Ia curva dosis-respuesta al estímqu con hCG

correspondiente a la producción de andrógenos totales (T+DHT+D¡oI), en

fragmentos testiculares obtenidos de hamsteres adultos expuestos a FN. A partir

de dicha curva, se calculó una DE50=8.811:0.464 mUI/ml, y se alcanzó una

estimulación maxima a la concentración de 12.5 mUl/ml. EI mayor estímqu de

hCG empleado (100mUI/ml) elevó 2.5 veces los niveles de andrógenos en el

Medio en comparación con el grupo basal.
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Figura 60. PRODUCCION "IN VTTRO" DE ANDROGENOS TOTALES EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES
PROVENIENTES DE HAMSTERES DORADOSADULTOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperiodo 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 producción "in vitro" de
andro’genostotales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DH Ty Diol secretados al medio.
Los valores representan la media i ES (r1:5-6). 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 hCGen células intersticiales

La Fig. 61 muestra Ia producción de T a partir de preparaciones crudas

de células de Leydig provenientes de hámsteres adultos mantenidos en FN. Así,

106 células fueron incubadas durante 3 horas con carbógeno y agitación, en

presencia o ausencia de diferentes concentraciones de hCG (0.5 ,1.6 ,3.1 ,63, 12.5,

25 y 100 mUI/ml). A partir de la curva dosis-respuesta se calculó una

DE50=5.267:0.648 mUl/ml. La producción de T alcanzó niveles máximos frente a

un estímqu con 12.5 mUI/ml de hCG en el Medio de incubación. La mayor
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concentración de hCG empleada (100mUI/ml), elevó 2.5 veces los niveles de T

en ei Medio en relación al grupo basal.

750­

500—

Testosterona (pg/ugdeADN)

lIAI

l
250

DE50:5.267+0.648

o I I I I T T I

0 0.5 1.6 3.1 6.3125 25 100

hCG(mUI/ml)

Figura 61. PRODUCCION "IN WTRO" DE TESTOSTERONA EN RESPUESTA A
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE CELULAS INTERSTICMLES DE
HAMSTERES DORADOSADULTOS NORMALES.
Células intersticiales provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia 0 ausencia de concentraciones crecientes de
hCG.
Los valores representan la media i 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. Hámsteres de 30 días de edad expuestos a fotoperíodo normal

4.3.2.1.Curva dosis-respuesta a hCGen fragmentos testiculares

La producción de T (Fig. 62, panel A), DHT (Fig. 62, panel B) y DioI (Fig. 62,

panel C), en condiciones basales y en respuesta a concentraciones crecientes de

hCG, fue evaluada en fragmentos testiculares provenientes de hámsteres

prepúberes (30 días de edad) expuestos a FN.
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La producción basal de Diol fue 9 y 2.5 veces mayor que Ios niveles de T y

DHT, respectivamente, secretados al Medio de incubación en ausencia de hCG.

La curva de producción de T ¡n vitro presentó una DE50=119132:0696

mUI/ml. El estímulo máximo con hCG (100mUl/ml) cuadruplicó los niveles de T en

el Medio en comparación con el grupo basal (Fig. 62, panel A).

La curva de producción de DHT ¡n vitro permitió calcular una

DE50=13.363:0.580 mUI/ml. EI estímqu máximo con hCG (100 mUl/ml) aumentó

3.5 veces los niveles de DHTpresentes en el Medio en comparación con el grupo

basal (Fig. 62, panel B).

La curva de producción de Diol ¡n vitro presentó una DE50=10.532:0.502

mUI/ml. El agregado de una concentración máxima de hCG (100mUl/ml),

quintuplicó los niveles liberados durante las 6 hs de incubación (Fig. 62, panel C).

La Fig. 62 (panel D) muestra la curva dosis-respuesta al estímqu con hCG

correspondiente a la producción de andrógenos totales (T+DHT+DioI), en

fragmentos testiculares obtenidos de hámsteres prepuberales expuestos a FN. A

partir de dicha curva se calculó una DE50=11.649:0.479 mUl/ml. El estímqu

máximo con hCG (100mUI/ml) quintuplicó los niveles de andrógenos en el Medio,

en comparación con el grupo basal.
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Figura 62. PRODUCCION "IN WTRO" DE TESTOSTERONA, DH T, DIOL Y ANDROGENOS
TOTALES EN RESPUESTA A CONCENTRACIONES CRECIENTES DE hCG, A PARTIR DE
FRAGMENTOS TESTICULARESPRO VENIENTES DE HAMSTERES DORADOS PREPUBERES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados prepúberes
mantenidos en fotoperíodo 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 producción
"in vitro" de andro'genos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DHT y Diol
secretados al medio.
Panel A: Producción "in vitro ”de Testosterona.
Panel B: Producción "in vitro ”de DHT.
Panel C: Producción "in vitro ”de Dio].

Panel D: Producción "in vitro ”de andrógenos totales.
Los valores representan la media i 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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4.3.3. Hámsteres adultos expuestos a fotoperiodo corto durante 14 semanas

4.3.3.1.Curva dosis-respuesta a hCGen fragmentos testiculares

La Fig. 63 (paneles A, B, C y D) muestra las curvas dosis-respuesta al

estímulo con hCG en fragmentos testiculares obtenidos de animales expuestos a

FC durante 14 semanas.

La producción basal de Diol fue 8 y 4 veces mayor que los niveles de T y

DHT, respectivamente, secretados al Medio de incubación en ausencia de hCG.

La curva de producción de T ¡n vitro presentó una DE50=4.642:0.587

mUI/ml, y alcanzó niveles máximos a Ia concentración de 9.4 mUI/ml. La mayor

concentración de hCG utilizada (100mUI/ml),elevó 2.5 veces los niveles de T en

el Medio de incubación en relación al grupo basal (Fig. 63, panel A).

La curva dosis-respuesta al estímulo con hCG correspondiente a DHT, se

encuentra ilustrada en la Fig. 63 (panel B). La producción de DHT ¡n vitro permitió

calcular una DE50=5.961:0.600 mUI/ml. El estímqu máximo con hCG

(100 mUI/ml)duplicó los niveles de DHT presentes en eI Medio en comparación

con el grupo basal.

La producción de DioI alcanzó un estímqu máximo a Ia concentración de

hCG de 12.5 mUI/ml,triplicando los niveles detectados en el grupo basal. A partir

de la curva dosis-respuesta correspondiente a esta hormona se calculó una

DE50=5.297:0.737 mUI/ml (Fig. 63, panel C).

La Fig. 63 (panel D) muestra Ia curva dosis-respuesta al estímulo con hCG

correspondiente a la producción de andrógenos totales (T+DHT+DioI), en

fragmentos testiculares obtenidos de hámsteres adultos expuestos a FC durante

14 semanas. A partir de dicha curva se calculó una DE50=4.988:0.733 mUI/ml.La

concentración máxima de hCG empleada (100mUI/ml) aumentó 2.5 veces los

niveles de andrógenos en el Medio en comparación con el grupo basal.
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Figura 63. PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DH T, 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 tamaños semejantes provenientes de ha’msteresDorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperíodo 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
producción "in vitro" de andro'genos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DH T y
Diol secretados‘al medio.
Panel A: Producción "in vitro " de Testosterona.
Panel B: Producción "in vitro " de DHT.
Panel C: Producción "in vitro ”de Dio].
Panel D: Producción "in vitro ”de andrógenos totales.
Los valores representan la media i ES (11:5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *: p< 0.05).
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La producción total de andrógenos en respuesta al estímulo con hCG, en

testículos provenientes de hámsteres adultos y prepuberales mantenidos en FN,

no mostró modificaciones significativas en el valor de su DE50(Figs. 60 y 62,

panel D). En cambio, en fragmentos gonadales pertenecientes a hámsteres

adultos expuestos a FC durante 14 semanas, Ia DESCcorrespondiente a la curva

de producción de andrógenos totales en respuesta a concentraciones crecientes

de hCG, fue significativamente menor que Ia 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. Hámsteres adultos expuestos a fotoperíodo normal

4.4.1.1. Influencia de GABA sobre la producción de andrógenos por

fragmentos testiculares

Con el fin de estudiar el papel desempeñado por GABAen Ia producción de

andrógenos gonadales, se incubaron fragmentos testiculares de hámsteres

adultos expuestos a FN en condiciones basales o en presencia de un estímqu

máximo con hCG (100 mUI/ml), y en presencia o ausencia de diferentes

concentraciones de dicho neurotransmisor en el Medio (10'11,10"°,10'9 ,105,

107,106 y 10‘5M).

EI agregado de GABAen el Medio de incubación, no produjo modificaciones

significativas en la producción de T, DHT y Diol, en condiciones basales o post­

hCG (Tabla 26).
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Concentración Concentración Producción de andrógenos in vitro
de hCG de GABA(M) Testosterona DHT Diol
(mUIImI) (ng/g de tejido) (ng/g de tejido) (ng/g de tejido)

0 0 325453.35 16.04:1.80 7.46:O.62
o 10'” 3533:3134 1572:292 6.97:0.49
0 104° 3041:365 132011.65 7.12:O.73
0 10'9 2837:1305 1234:266 7.05:O.66

0 10'8 3386:4155 171811.97 7.25:0.67

O 10'7 307013.21 1454:204 6.84:0.53

O 10‘s 36.22:4.11 13.36i2.14 7.11:0.45

0 10's 357813.33 182713.06 7.32:0.61

100 0 99.71:9.88 2961:325 9.12:0.92
100 10‘11 104.34:8.57 3025:334 10.07:1.05

100 1o"° 103.4750.1? 23:33:29? 98911.13
100 10'9 9748:855 25.60:4.02 9.971072

100 10'8 109.0017.56 327513.58 9.23:0.81

100 10'7 981819.92 29.40:4.31 10.45:1.07

100 1045 957718.80 2726:372 100210.96

100 10'5 103.32:7.29 2546:438 9.48:0.74

Tabla 26. EFECTO DE (¡ABA SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DH T Y
DIO]. A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES
DORADOS AD UI,TOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de ha'msteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperíodo normal, fueron incubarlos durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de un es1ímulomáximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el agregado de concentraciones
crecientes de (¡ABA en el medio.
Los valores representan la media ¿ ICS(n 5-6). .\'o se encontraron diferencias significa/¡vas con respecto

al grupo control fl'esl de Sim/enI-.\'eu'man-Keals: p- 0.05).
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4.4.1.2. Influencia de GABAsobre Ia producción de andrógenos en células
intersticiales

Células intersticiales obtenidas de testículos de hámsteres adultos mantenidos

en condiciones estándares de luminosidad, fueron incubadas en presencia o

ausencia de un estímqu máximo de hCG (100 mUl/ml),y con y sin el agregado de

concentraciones crecientes de GABA (10'11 ,10'10 ,10'g ,103 ,10'7 ,105 y 10'5 M)

(Tabla 27). La presencia de GABA en el Medio de incubación, no produjo cambios

significativos en Ia producción de T basal y estimulada por hCG.

Producción de Testosterona
Concentración in vitro (pg/pg de ADN)
de GABA(M) Basal hCG

(100 mUIImI)

0 240.525 5.01 1302.55:108.88
10'11 249.36:17.38 1274.5411 14.12

10"° 2484411630 125098110582
10'9 245.38:26.69 1351.14: 94.61

10"3 240.87:27.01 128056110316

10'7 242.03:27.58 132240112537

10'6 245.56:32.66 1353.77: 92.30

10'5 246.82:31.45 1298.67: 98.97

Tabla 27. EFECTO DE GABA SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA A
PARTIR DE CELULASlNTERSTlCIALES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Células interaiciales provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de un estímulo máximo (le hCG
(100 mUI/ml), y con o sin el agregado de concentraciones crecientes de GABAen el medio.
Los valores representan la media ¿ ICS(n 5-6). No se encontraron diferencias significativas con respecto
al grupo control (¡es! (le Sludent-A'emnan-Keuls: p"0. 05).
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4.4.2. Hámsteres de 30 días de edad expuestos a fotoperíodo normal

4.4.2.1 Influencia de GABA sobre la producción de andrógenos por

fragmentos testiculares

Fragmentos testiculares provenientes de hámsteres prepúberes expuestos

a FN, fueron incubados en condiciones basales o en presencia de 100 mUI/mlde

hCG, con y sin el agregado de diferentes concentraciones de GABAen el Medio

(10'1‘,10'9,10'7,10‘6 y 10'5 M).

Concentración Concentración Producción de andrógenos in vitro
de hCG de GABA(M) Testosterona DHT Diol
(mUI/ml) (ng/g de tejido) (ng/g de tejido) (ng/g de tejido)

0 O 2832:296 128.02:8.98 238.87:38.92
o 10'11 2754:401 1204511001 244.52:32.55

0 10'9 2622:366 132.54:8.65 232.84:43.90
0 10'7 238413.53 114.10:9.50 2293713961

0 10*s 2711:4145 122.08:9.41 226.72:42.08

0 10'5 2500:534 119.87110.20 250.04:34.11

100 0 1512211009 511.02:58.10 1250.42:154.12
100 10'11 135.07: 9.05 4963214551 131487114032

100 10'9 1299411072 451.12:28.27 121220116707

100 10'7 140.48: 8.77 5083913874 1283.16:150.22

100 105 129.02: 9.81 527.06:44.18 1209.27:133.80

100 10'5 148.83:12.89 487.64:52.90 1296.33i1 62.71

Tabla 28. EFECTO DE GABA SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONA, DH T Y
D10]. A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES
l)()RAI)()S PREPUBERES.
Fragmentos testiculares (le tamaños semejantes provenientes (le hámsteres Dorados prepúberes
mantenidos en fotoperíodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia (le un estimulo máximo (le hCG (100 mUI/ml), y con o sin el agregado de
concentraciones crecientes de GABAen el medio.
Los valores representan la media ¿ ICS(n ' 5-6). .\'o se encontraron (/Iferencias sig/14'[ic-alivas con respecto
al grupo control ¡les! (le .S'mdenI-.\'ewman-Keuls;p' 0.05/.



210 RESULTADOS

A ninguna de las concentraciones de GABAempleadas en el ensayo, se

observaron cambios significativos en los niveles de T, DHT y DioI secretados al

Medio, en condiciones basales y en presencia de un estímqu máximo de hCG

(Tabla 28).

4.4.3. Hámsteres adultos expuestos a fotoperíodo corto durante 14 semanas

4.4.3.1. Influencia de GABA sobre la producción de andrógenos por

fragmentos testiculares

Testículos regresionados provenientes de hámsteres 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 incubación de

concentraciones de GABA 10'11,10'9 ,10'7 ,105 y 10'5 M.

La presencia de GABAen el Medio de incubación no afectó la producción

de T, DHT y Diol, en ninguna de las condiciones experimentales analizadas

(Tabla 29).
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Concentración Concentración Producción de andrógenos in vitro
de hCG de GABA(M) Testosterona DHT Diol

‘ (mUIImI) (ng/g de tejido) (ng/g de tejido) (ng/g de tejido)
O 0 3833:361 51.24:5.83 257.35:36.22
o 10'” 3745:2197 505714.91 2503813290
o 10'9 3224:329 5284:556 252.16:33.97
0 10'7 33.785. 50 540716.05 2604413874

0 10“s 3717:405 527314.16 256.25:40.14

o 10'5 3580:437 4982:522 251535501
100 O 8527:591 912615.98 460.31¿34.65
100 10'11 813114.75 965215.44 469.43:40.15

100 10'9 900415.42 9516:672 4423013613
100 10'7 87.81:4.67 89.49:5.41 4535753720

100 10“‘3 8920:518 926214.12 466.72:33.60

100 10'5 8335:399 9540:533 451.00:42.72

Tabla 29. EFECTO DE GABA SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE TES'I‘OS'I‘ERONA.Dl-lT Y
DIO]. A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE HAMSTERES
DORADOS ADUI.TOS RE(¡RESI()NAD()S.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de ha'msteres Dorados adultos expuestos
durante [4 semanas a fotoperiodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Rínger
bicarbonato, en presencia o ausencia de un estimqu máximo de hCG (¡00 MUI/ml), y con o sin el
agregado de concentraciones crecientes de GABAen el medio.
Los valores representan la media ¿ ICS(n 5-6). .\'o se enconlraron diferencias significativas con respecto
al grupo con/rol I'l'esl (le .S'IudenI-.\'ewnmn-Ix'eu/s:p ().05/.
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4.5. INFLUENCIA DE SEROTONINA SOBRE LA PRODUCCION DE

ANDROGENOS

4.5.1. Hámsteres adultos expuestos a fotoperíodo normal

4.5.1.1. Influencia de serotonina sobre la producción de andrógenos por

fragmentos testiculares

Con el fin de estudiar el rol de la 5-HT en la producción de andrógenos

gonadales, se incubaron fragmentos testiculares de hámsteres adultos expuestos

a FN en condiciones basales o en presencia de un estímqu máximo con hCG

(100 mUl/ml),y en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de dicho

neurotransmisor en el Medio (10'11 ,10“° ,10'9 ,10“ ,10'7 ,1on y 10'5 M) (Fig. 64,

paneles A y B; y Fig. 65, paneles A y B).

Concentraciones entre 1043M y 10's M de 5-HT en el Medio de incubación,

produjeron una caída significativa en Ia producción basal de T. El agregado de

concentraciones de 5-HT entre 10'10M y 10'5 M, en presencia de un estímulo

máximo con hCG en el Medio, también disminuyó significativamente la

producción de T (Fig. 64, panel A). La producción basal de DHT fue

significativamente disminuida a concentraciones entre 10'9 M a 10'5 M de 5-HT;

mientras que, la producción de DHT estimulada por hCG fue inhibida en

presencia de concentraciones de 5-HT entre 10‘sM a 10'5M (Fig. 64, panel B).

El agregado de 5-HT al Medio de incubación, no produjo cambios significativos

en la producción de Diol basal o estimulada con hCG (Fig. 65, panel A). Dado

que, los niveles de Diol secretados representan sólamente el 15% de los

andrógenos totales producidos en condiciones basales, y el 8% de los liberados

en presencia de un estímulo máximo de hCG; su influencia sobre la producción

testicular de andrógenos totales (T+DHT+Diol)es mínima, razón por la que este

parámetro fue igualmente inhibido por la presencia en el Medio de incubación de

concentraciones de 5-HT entre 10"3M y 10'5 M (Fig. 65, panel B).
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Figura 64. EFECTO DE SEROTONINA (5-H1) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA Y DH T A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMS TERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperíodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de un estímulo máximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el agregado de concentraciones
crecientes de 5-H T en el medio.
A : Condiciones basa/es.
U : Estimulación máxima con hCG (100mUI/ml).
Panel A: Producción "in vitro ”de Testosterona.
Panel B: Producción "in vitro ”de DHT.
Los valores representan la media i 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-HÍ) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE DIOL Y
ANDROGENOS TOTALES A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADULTOS NORMALES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos
enfotoperíodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato, en presencia
o ausencia de un estímulo máximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el agregado de concentraciones
crecientes de 5-HT en el medio. Se ha considerado a la producción "in vitro" de andro'genos totales
como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DH Ty Diol secretados al medio.
A : Condiciones basales.
LI : Estimulación máxima con hCG ('100mUI/ml).
Panel A: Producción "in vitro ”de Dio],
Panel B: Producción "in vitro ”de andrógenos tota/es.
Los valores representan la media i 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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4.5.1.2 Influencia de serotonina sobre la producción de andrógenos en
células intersticiales

Preparaciones crudas de células de Leydig aisladas a partir de testículos

provenientes de hámsteres adultos, mantenidos en condiciones estándares de

luminosidad, fueron incubadas en presencia o ausencia de un estímulo máximo de

hCG (100 mUI/ml), y con y sin el agregado de concentraciones crecientes de

5-HT: 10‘“, 10'10,10‘9 ,10‘3 ,10'7 ,10“5y 10'5 M (Fig. 66). La producción basal de T fue

significativamente inhibida por concentraciones de 5-HT entre 10'9 M y 10'5M. La

presencia en el Medio de incubación de concentraciones de 5-HT entre 10‘sM y

10'5M, produjo también una caída significativa en Ia producción de T estimulada por

hCG (Fig. 66).
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Figura 66. EFECTO DE SEROTONINA (5-HT) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA A PARTIR DE CELULAS INTERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOS
ADULTOS NORMALES.
Células intersticiales provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de un estimulo máximo de hCG
(100 mUI/ml), y con o sin el agregado de concentraciones crecientes de 5-H T en el medio.
A : Condiciones basales.
Li : Estimulación máxima con hCG (100m UI/ml).
Los valores representan la media i 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 cíclico en la

regulación serotoninérgica de la producción de andrógenos en células
intersticiales

Células intersticiales provenientes de ha’msteres Dorados adultos

mantenidos en FN, fueron incubadas en Medio 199 en presencia o ausencia de:

un estímulo máximo con hCG (100 mUI/ml), concentraciones crecientes de 5-HT

(10'9,10'7y1o’5 M),y una concentración 0.5 mM de dbAMPc (Fig. 67).

El estímulo máximo con hCG (100 mUI/ml) cuadruplicó Ios niveles de T

presentes en el Medio en comparación con el grupo basal (panel A). El agregado

de dbAMPc (0.5 mM) elevó la producción basal de T, a niveles similares a los

detectables en estimulación máxima con hCG (panel A).

La producción de T estimulada por hCG, fue inhibida en presencia de

concentraciones de 5-HT 10'7 M y 106 M; mientras que, la concentración de

10'gM, no produjo modificaciones significativas en relación al grupo control (panel

B).

El agregado de dbAMPc (0.5mM), aumentó significativamente la producción

de T estimulada por hCG, en presencia de concentraciones de 5-HT 10'7 M y

105 M (panel B). No obstante, luego del agregado de dbAMPc, Ia liberación de T

post-hCG en presencia de una concentración de 5-HT 10*5M, permaneció

significativamente disminuída en comparación con el grupo control (panel B).
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Figura 67. ROL DEL DIBUTIRIL ADENOSINA 3 ',5 ' MONOFOSFA T0 CICLICO (dbAMPc) EN LA
REGULACION SEROTONINERGICA DE LA PRODUCCION "IN VITRO” DE TESTOSTERONA A
PARTIR DE CELULASIN TERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOS ADULTOSNORMALES.
Células intersticiales provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de: a) un estímulo máximo de
hCG (100 mUI/ml), b) concentraciones crecientes de serotonina, y c) dbAMPc (0.5 mM).
Los valores representan la media i ES (¡1:5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; *.'p<0. 05).

4.5.1.4. Influencia del factor Iiberador de corticotrofina sobre la producción

de andrógenos en células intersticiales

Preparaciones crudas de células intersticiales provenientes de hámsteres

Dorados adultos mantenidos en FN, fueron incubadas en presencia o ausencia

de: un estímqu máximo con hCG (100 mUI/ml), una concentración 10'6 M de

CRF, y una dilución 1/100 de un anticuerpo específico anti-CRF (Fig. 68).
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El agregado de CRF (10'6 M), disminuyó significativamente Ia producción de

T basal y estimulada por hCG‘ En cambio, en presencia del anticuerpo anti-CRF,

la liberación de T no fue modificada por el agregado de CRF en el medio de

incubación.

1200­

Testosterona

(pg/ugdeADN)

hCG hCG hCGBasal Basal Basal
+ + + +

CRF CRF CRF CRF
+ +

Ac anti-CRF Ac anti-CRF

Figura 68. EFECTO DEL FACTOR LIBERADOR DE CORTICOTROFINA (CRF) SOBRE LA
PRODUCCION "IN VITRO" DE TESTOSTERONAA PARTIR DE CELULASIN TERSTICIALES DE
HAMS TERES DORADOS AD ULTOS NORIHALES.

Células intersticiales provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal,
fueron incubadas durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de: a) un estímulo máximo de
hCG (100 mUI/ml), b) CRF (10'61"),y c) anticuerpo anti-CRF (dilución 1/100).
Los valores representan la media i 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 Iiberador de corticotrofina en la regulación

serotoninérgica de la producción de andrógenos en células intersticiales

Células intersticiales provenientes de hámsteres Dorados adultos expuestos

a FN, fueron incubadas en presencia o ausencia de: un estímqu máximo con

hCG (100 mUI/ml), una concentración 10*5M de 5-HT, y diluciones 1/100, 1/1000

y 1/10000 de un anticuerpo específico anti-CRF (Fig. 69).

La presencia de 5-HT (105 M), disminuyó significativamente la producción

de T basal y estimulada con hCG en relación al grupo control.

El agregado del anticuerpo anti-CRF en diluciones 1/1000 y 1/10000, no

produjo cambios significativos en Ia liberación de T al medio de incubación en

presencia de 5-HT (10'6 M). En cambio, una dilución 1/100 del anticuerpo,

bloqueó el efecto inhibitorio de 5-HT sobre Ia producción 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
CELULASINTERSTICIALES DE HAMSTERES DORADOSADULTOSNORMALES.
Células intersticiales provenientes de hámsteres Dorados adultos mantenidos en fotoperíodo normal,
fueron incubadus durante 3 hs en Medio 199, en presencia o ausencia de: a) un estímulo máximo de
hCG (100 mUI/ml), b) serotonina (10"sM), y c) 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 (1‘est de
Student-Newman-Keuls; p< 0.05).

4.5.2. Hámsteres de 30 días de edad expuestos a fotoperíodo normal

4.5.2.1 Influencia de serotonina sobre la producción de andrógenos por

fragmentos testiculares

Fragmentos testiculares provenientes de hámsteres prepúberes expuestos a

FN, fueron incubados en condiciones basales o en presencia de 100 mUI/mlde
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hCG, con y sin el agregado de diferentes concentraciones de 5-HT en el Medio

(10‘11,10‘9,10‘7 ,10’5 y 10‘s M) (Fig. 7o, paneles A y 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 10'7 M y 10'5M en el Medio

de incubación, produjo una caída significativa en Ia producción de Diol en

condiciones basales y post-hCG (Fig. 71, panel A).

Puesto que los niveles de Diol secretados duplican los de DHT, y óctuplican

los de T, la producción gonadal de andrógenos totales en hámsteres prepúberes,

fue significativamente inhibida por concentraciones de 5-HT entre 10'7M y 10'5 M

(Fig. 71, panel B).
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Figura 70. EFECTO DE SEROTONINA (5-H1) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE
TESTOSTERONA Y DHT A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS PREPUBERES.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados prepúberes
mantenidos en fotoperíodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia de un estímulo máximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el agregado de
concentraciones crecientes de 5-HT en el medio.
A .' Condiciones basales.
u : Estimulación máxima con hCG (100mUI/ml).
Panel A: Producción "in vitro ”de Testosterona.
Panel B: Producción "in vitro ”de DHT.

Los valores representan la media i ES (n=5—6).No se encontraron diferencias signzficativas con respecto
al grupo control (Test de Student-Newman-Keuls; p< 0.05j.
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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 tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados prepúberes
mantenidos en fotoperíodo normal, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer bicarbonato,
en presencia o ausencia de un estímulo máximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el agregado de
concentraciones crecientes de 5-HT en el medio. Se ha considerado a la producción "in vitro" de
andro’genostotales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DH Ty Diol secretados al medio.
A .' Condiciones basales.
L) : Estimulación máxima con hCG (100m UI/ml).
Panel A: Producción "in vitro ”de Dio].
Panel B: Producción "in vitro ”de andrógenos totales.
Los valores representan la media i 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. Hámsteres adultos expuestos a fotoperíodo corto durante 14 semanas

4.5.3.1. Influencia de serotonina sobre la producción de andrógenos por

fragmentos testiculares

Testículos regresionados provenientes de hámsteres 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 incubación de

concentraciones de 5-HT 10'11,10'9 ,10'7 ,10‘s y 10'5 M (Fig. 72, paneles A y B; Fig.

73, paneles A y B).

Concentraciones de 5-HT entre 10'7 M y 10's M, produjeron una caída

significativa en la producción gonadal de T (Fig. 72, panel A), DHT (Fig. 72, panel

B) y Dlol(Fig. 73, panel A) en condiciones basales y en presencia de hCG.

En consecuencia, los niveles de andrógenos totales producidos por

testículos regresionados, fueron significativamente afectados por el agregado de

concentraciones de 5-HT entre 10'7M y 10"5M (Fig. 73, panel B).
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Figura 70. EFEC T0 DE SEROTONINA (5-H1) SOBRE LA PRODUCCION "IN WTRO" DE
TESTOSTERONA Y DH T A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADUL TOS REGRESIONADOS.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperíodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer
bicarbonato, en presencia o ausencia de un estimulo máximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el
agregado de concentraciones crecientes de 5-HT en el medio.
A .' Condiciones basales.
I'I : Estimulación máxima con hCG (lOOmUI/ml).
Panel A: Producción "in vitro ”de Testosterona.
Panel B: Producción "in vitro ”de DHT.
Los valores representan la media i ES (n=5-6). Los asteriscos denotan diferencias significativas con
respecto al grupo control (Test de Student-Newman-Keu/s; *.'p<0. 05).
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Figura 73. EFECTO DE SEROTONINA (5-H7) SOBRE LA PRODUCCION "IN VITRO" DE DIOL Y
ANDROGENOS TOTALES A PARTIR DE FRAGMENTOS TESTICULARES PROVENIENTES DE
HAMSTERES DORADOS ADUL TOS REGRESIONADOS.
Fragmentos testiculares de tamaños semejantes provenientes de hámsteres Dorados adultos expuestos
durante 14 semanas a fotoperíodo corto, fueron incubados durante 6 hs en medio Krebs-Ringer
bicarbonato, en presencia o ausencia de un estímulo máximo de hCG (100 mUI/ml), y con o sin el
agregado de concentraciones crecientes de 5-HT en el medio. Se ha considerado a la producción
"in vitro" de andro'genos totales como la sumatoria de los niveles de Testosterona, DH T y Dio]
secretados al medio.
A .' Condiciones basales.
H : Estimulación máxima con hCG (100mU1/ml).
Panel A: Producción "in vitro " de Dio].
Panel B: Producción "in vitro ” de andrógenos totales.
Los valores representan la media I 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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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 así su

perpetuidad, y por el otro, la aislan reproductivamente de otras especies

evolutivamente emparentadas que comparten el mismo nicho ecológico. Un ejemplo

de esta vasta divergencia de estrategias es la reproducción estacional. Este

mecanismo reproductivo temporal, es característico de especies que habitan

regiones templadas y circumpolares, y consiste en acotar la actividad sexual a una

determinada época del año, de modo tal que el nacimiento de las crías se produzca

cuando las condiciones ambientales son óptimas para la supervivencia de las

mismas. Así, en especies como el caballo, en las cuales la gestación es de

aproximadamente un año, la estación reproductiva coincide con la primavera, de

manera que los potrillos nazcan en la próxima primavera. En cambio, en especies

como la oveja doméstica, el ciervo, otros rumiantes y algunos carnívoros, cuyo

período de gestación es de 4 a 7 meses, la actividad reproductiva ocurre en otoño;

mientras que, en aquellas que presentan tiempos cortos de gestación, la función

endócrina y gametogénica queda restringida a principios de la primavera. Ésto último

ocurre en la mayoría de los roedores, incluyendo ratones y hámsteres en los cuales

el tiempo de gestación oscila entre 16 días y 4 semanas.

Las fluctuaciones anuales en la longitud de los días permiten a los animales

percibir información sobre los cambios de estación, y predecir indirectamente una

variedad de condiciones ambientales tales como temperatura, humedad y

disponibilidad de alimento. Así, el fotoperíodo actúa como una señal primaria externa

que interactúa con relojes biológicos 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),

fotoperíodos inhibitorios retardan drásticamente el inicio de la pubertad (Hoffmann,

1978a). Contrariamente, el hámster macho (Syrian) Dorado (Mesocn'setus auratus)

alcanza la madurez sexual hacia la sexta semana de vida, independientemente de
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las condiciones Iumínicas ambientales (Darrow y coI., 1980). Sin embargo, en ambas

especies, el sistema reproductivo del hamster adulto es notoriamente sensible al

fotoperíodo (Gaston y Menaker, 1967; Berndston y Desjardins, 1974; Elliot, 1976). La

exposición de hámsteres sexualmente activos a fotoperíodos con menos de 12.5 hs.

diarias de luz, conduce a una severa “regresión” reproductiva, que involucra la

pérdida de la actividad testicular en el caso de machos, y una marcada caida del

peso uterino y cesación de los ciclos vaginales en Ia hembra. Estos cambios serian

análogos a los experimentados, durante el otoño-invierno, por los hámsteres salvajes

Dorado y Djungarian en sus hábitats naturales: Siria y Norte de Siberia. La

permanencia de animales adultos en cautiverio sometidos a fotoperíodo restrictivo

por tiempo prolongado, desencadena Ia recuperación de Ia función gonadal. Este

evento es conocido como "recrudescencia espontánea" puesto que Ia reactivación

reproductiva se realiza en ausencia de fotoestimulación (Turek y col, 1975a).

Ciertos cambios funcionales y morfológicos ocurridos en el sistema reproductivo

del hámster en desarrollo, han sido comparados con las modificaciones descriptas

durante la exposición de animales adultos a un proceso de regresión-recrudescencia

inducido fotoperiódicamente. AI respecto, Reiter (1980) ha señalado que, la pérdida

de los tipos celulares más avanzados en el ciclo esperrnatogénico, y la ausencia de

Iúmen tubular durante la fase de máxima regresión gonadal, mimetizan las

condiciones gonadales prepuberales. Asimismo, se ha descripto que, Ia producción

de AMPcen respuesta a FSH, en cultivos de células de Sertoli de hámsteres adultos

fotoinvolucionados, es similar a Ia observada en poblaciones celulares de animales

en desarrollo. En cambio, en Ia fase de reactivación espontánea, Ia producción de

AMPc estimulada por FSH, es comparable a la detectada en la adultez (Heindel,

1988). A pesar de las similitudes observadas entre Ia transición regresión­

reactivación y el proceso de desarrollo sexual, se han descripto también ciertas

diferencias entre ambos modelos. Entre dichas discrepancias podemos citar la

presencia en testículos regresionados, de Ia barrera hemato-testicular ausente en las

gónadas de animales inmaduros (Sinha Hikimy col, 1988a); y Ia visualización, en

hámsteres expuestos a fotoperíodos breves, de un pericario considerablemente
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mayor en las neuronas productoras de GnRH, en comparación con neuronas de

hámsteres prepúberes y animales adultos mantenidos en FN. Esto indicaría que,

durante eI desarrollo puberal, aumenta la capacidad de síntesis y secreción de

GnRH; mientras que, los bajos niveles de gonadotrofinas circulantes observados en

animales en regresión, resultan de una inhibición en la secreción, pero no en la

síntesis de esta hormona hipotalámica (Urbanski y col, 1992).

Teniendo en cuenta estos antecedentes de Ia literatura, nos resultó 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 finde establecer homologías y diferencias entre ambos procesos.

El tamaño corporal de un animal no sólo es representativo de su complejidad y

especialización tisular, sino que suele brindar también ventajas o desventajas

adaptativas (Hickmany col., 1986a). En el presente trabajo se ha observado que, los

machos de las especies de hámsteres Dorado y Djungarian presentan, al momento

del destete, un peso corporal equiparable. Sin embargo al alcanzar Ia adultez, el

hamster Dorado macho posee una masa corporal cinco veces mayor que el hamster

Djungarian macho. La etapa de mas rápido crecimiento coincide, en las dos

especies, con el período prepuberal, y acompaña así a los importantes cambios

fisiológicos que se manifiestan durante este momento del desarrollo.

Comparativamente, la velocidad de crecimiento prepuberal en hámsteres Dorados

machos es significativamente superior que la detectada en hámsteres de Ia especie

Djungarian. Mientras que eI hámster Dorado prosigue su crecimiento durante Ia etapa

puberal, aunque a una menor velocidad; el ha'mster Djungarian alcanza su máximo

tamaño corporal a los 46 días de edad. Los cambios ontogénicos en el peso corporal

de ambas especies de hámsteres detectados en este trabajo, concuerdan con

informes previos de la bibliografía (Darrow y coI., 1980; Yellon y Goldman, 1984).

El hámster Djungarian adulto presenta un marcado ritmo anual, controlado

fotoperiódicamente, en su peso corporal y color de pelaje. La exposición a FC

disminuye en un 30% su masa corporal e induce la muda hacia el pelaje blanco

característico del invierno; mientras que, fotoperiodos estimulatorios inducen una
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ganancia en el peso y la recuperación de la tonalidad del pelo (Figala y col., 1973;

Hoffmann, 1978b; Hoffmann, 1979). En esta especie, Ia pinealectomía evita Ia

pérdida de masa corporal inducida por la exposición a fotoperíodo inhibitorio

(Hoffmann, 1981). Se ha señalado que la pineal a través de la secreción de

melatonina, induciría la reducción del peso corporal durante la permanencia en FC

(Niklowitzy Hoffmann, 1988). Esta pérdida de peso ocasionada por fotoperíodos

restricitivos ha sido correlacionada con una disminución en el contenido lipídico,

particularmente a nivel de Ia grasa abdominal (Wade y Bartness, 1984), la cual es

previa a la detección de cambios cuantitativos en Ia ingesta diaria de comida (Wade y

Bartness, 1984). Asimismo, Ia inyección diaria de melatonina en hámsteres

Djungarian mantenidos en FN, conduce a una caída significativa del peso corporal

asociada con cambios en la carcasa Iipídica(Wade y Bartness, 1984). De este modo,

los cambios anuales en Ia masa corporal del ha'mster Djungarian serían debidas a

alteraciones en Ia liberación de melatonina por la glándula pineal que modificarían

procesos metabólicos claves del tejido adiposo (Niklowitzy Hoffmann, 1988). En este

trabajo, no se han observado cambios apreciables en el peso corporal, color del

pelaje y niveles lipídicos séricos del hamster Dorado durante la transición

fotoperiódica regresión-recrudescencia. Datos previos de Ia literatura señalan que,

aunque tanto en hámsteres Dorados como en animales de la especie Djungarian, la

glándula pineal presenta su mayor actividad en condiciones restrictivas de

luminosidad; ambas especies difieren en el patrón de secreción nocturna de

melatonina. Mientras que el hámster Djungarian presenta un perfil tipo C (con un

prolongado pico secretorio que involucra la mayor parte de Ia fase oscura), el

hámster Dorado describe un patrón tipo A (con un pico hacia el final de la etapa de

oscuridad) (Lerchl y Nieschlag , 1992; Niklowitz y col., 1992). Así, estos patrones

distintivosen la secreción de melatonina pineal serían responsables de la respuesta

diferencial de la masa corporal observable durante Ia etapa de regresión reproductiva

en ambas especies.

EI peso testicular ha sido ampliamente utilizado como indice de maduración

sexual (Hoffmann, 19780). 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 hámsteres examinadas. Entre

los 23 y 36 días de edad, se detectó Ia mayor velocidad de crecimiento gonadal tanto

en hámsteres Dorados como en animales de Ia especie Djungarian, coincidiendo con

un importante aumento en la concentración plasmática de las gonadotrofinas

hipofisarias responsables de la proliferación y diferenciación celular en este órgano.

Posteriormente, en hámsteres Dorados, se observó un aumento en el peso testicular

paralelo a Ia edad; mientras que, las gónadas de hámsteres de Ia especie

Djungarian, permanecieron prácticamente sin modificaciones hasta Ia adultez.

Durante la ontogenia del hámster Dorado, el volúmen gonadal aumentó

proporcionalmente con la edad del animal. En cambio, el peso testicular específico

(g de peso testicular/cms) permaneció sin modificaciones apreciables, y en valores

cercanos a la unidad. En consecuencia, es razonable asumir que, el peso y el

volúmen testicular incrementan a una velocidad equiparable durante el proceso de

desarrollo sexual en el hamster Dorado.

Hámsteres 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 días), las gónadas de

hámsteres de la especie Djungarian poseen un mayor peso en relación al tamaño

corporal que los testículos del hamster Dorado.

Tanto en hámsteres Dorados como en animales de Ia especie Djungarian, los

niveles proteicos gonadales aumentan significativamente a partir de los 30 días de

edad, coincidiendo con el marcado incremento en la concentración plasmática de

FSH y LH. Datos de Ia literatura indican que, en esta etapa del desarrollo, las células

de Sertoli adquieren la capacidad de síntesis y secreción hacia el lúmen tubular de

proteínas tales como el activador del plasminógeno, transferrina, inhibina,

glicoproteínas sulfatadas, ABP, mitógenos y factores de crecimiento (Sanborn y coI.,

1986; Griswold, 1988). Asimismo, durante la etapa prepuberal, las células de Leydig

presentan una mayor velocidad de proliferación y diferenciación, procesos

metabólicos asociados a una activa sintesis proteica (Ge y col, 1996).
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Los resultados presentados en esta Tesis demuestran que, la exposición de

hámsteres Dorados adultos a FC durante 14-16 semanas, produce una caída del

80-85% en el volúmen y el peso testicular, sin modificaciones apreciables en el peso

específico 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 andrógenos.

Asimismo, en el presente trabajo se observó que, durante la etapa de máxima

regresión reproductiva, ocurre una disminución significativa en el contenido gonadal

de ADNy proteínas, que coincide con una drástica reducción en el número de celulas

germinales testiculares, y con Ia cesación de la actividad secretoria de las células de

Sertoli (Sinha Hikim y col, 1988a; Sinha Hikim y col, 1988b). En cambio, la

concentración testicular de ADN aumentó marcadamente durante este período. En

condiciones estándares de luminosidad, el testículo presenta una mezcla de células

haploides y diploides. Datos de la literatura señalan que, Ia exposición a FC ocasiona

una significativa caída en el número de células gametogénicas, mientras que, el

contenido de células de Sertoli y Leydig permanece constante (Sinha Hikimy col,

1988a; Sinha Hikimy co|., 1988b). Así, en Ia fase de involución, el testículo contiene

una población celular netamente diploide, que explica el incremento observado en la

cantidad de ADNpresente por g de tejido.

Aunque la actividad secretoria de las células de Sertoli se encuentra

notoriamente disminuida durante la fase de fotoinhibición, Desjardins y col. (1971),

sugirieron que, las células de Leydig, esperrnatogonias y esperrnatocitos primarios

remanentes no presentarían modificaciones significativas en su capacidad de

sintetizar proteínas. En consecuencia, sería de esperar que, la concentración

proteica gonadal no fuera afectada o disminuyera parcialmente durante la exposición

a FC. Sin embargo, en el presente trabajo, se observó un leve aumento en la

concentración de proteínas testiculares en condiciones restrictivas de luminosidad.

Estos resultados podrían explicarse tomando en consideración las marcadas

alteraciones morfológicas observadas por Ghosh y col. (1992) en células de Sertoli y

Leydig provenientes de hámsteres regresionados. Dichas modificaciones incluyen
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una reducción del volúmen celular, y el subsiguiente aumento en el número de

células por g de tejido, a pesar de la falta de variación en el cantidad total de células

de Sertoli y Leydig presentes en el testículo.

Los cambios observados en el peso testicular durante el desarrollo sexual y la

exposición de hámsteres adultos a fotoperíodos restrictivos,fueron acompañados por

alteraciones similares ocurridas en las glándulas reproductivas accesorias. En

hámsteres Dorados, el epididimo, próstata y vesículas seminales presentaron un

patrón de crecimiento concomitante con Ia edad del animal. En cambio, en hámsteres

de la especie Djungarian, dichos órganos sexuales mostraron la mayor velocidad de

crecimiento entre los 23 y 36 días de edad, disminuyendo luego en la etapa puberal,

para permanecer prácticamente sin cambios en las edades correspondientes a

adultos jóvenes. En todo momento del proceso de desarrollo sexual, Ia contribución

de Ia masa vesicular y prostática al peso corporal fue levemente mayor en hámsteres

de la especie Djungarian. En cambio, el peso epididimario relativo no mostró cambios

especie específicos al momento del destete y en animales adultos; aunque fue

significativamente superior en el hamster Djungarian entre los 30 y 60 días de edad.

En epididimos y vesículas seminales de hámsteres Dorados, se detectó un

marcado aumento en los niveles proteicos durante las etapas prepuberal y puberal,

que se asocia con un incremento en el número celular y grado de especialización de

estos órganos descripto en la literatura (Robaire y Hermo, 1988; Luke y Coffey, 1994;

SetcheII y col, 1994).

En hámsteres Dorados se observó, un significativodescenso en eI peso de las

glándulas sexuales accesorias durante el período de máxima regresión reproductiva

fotoinducida, que se correlaciona con una marcada caída en los niveles circulantes

de andrógenos gonadales. Puesto que, estos órganos reproductivos son hormono­

dependientes, es esperable que su masa y funcionalidadsufran variaciones paralelas

a las detectadas en la concentración sérica de andrógenos. Los niveles epididimarios

de proteínas y ADN disminuyeron notoriamente durante la exposición a FC, en

concordancia con Ia interrupción del aporte gonadal de fluidos y espermatozoides al

epidídimo descripta por Johnson y Bartke (1991). En vesículas seminales
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provenientes de hámsteres adultos mantenidos en FC, se detectó una significativa

disminución en el contenido de proteínas y ADN, y un importante aumento en la

concentración vesicular de estos parámetros. Se ha descripto que, a diferencia de los

profundos cambios observados en las glándulas de otros roedores durante la

reducción de los niveles androgénicos, las vesículas seminales del hamster, sufren

alteraciones menos pronunciadas en el tamaño y número de sus células epiteliales, y

en la cantidad y calidad de proteínas secretadas durante la deprivación hormonal

(Pinho y Mata, 1992). Estos datos bibliográficos podrían explicar en parte, las

variaciones observadas, en el presente trabajo, en los niveles vesiculares de

proteínas y ADNdurante la etapa de máxima involución reproductiva.

Los resultados de esta Tesis, describen un aumento significativoen el peso de

los testículos y las glándulas sexuales accesorias; así como también en el contenido

tisular de proteínas y ADN durante la fase de recrudescencia. Estos resultados

concuerdan con los conceptos citados previamente por Turek y Van Cauter (1994),

sobre una activación, en el período de reactivación espontánea, de mecanismos

refractarios que toman a los animales insensibles a la longitudde los dias.

La función reproductiva masculina se encuentra principalmente regulada por

hormonas sintetizadas y secretadas desde la glándula pituitaria y el testículo. La

hipófisis anterior controla el crecimiento y la actividad testicular a través de la

producción de dos hormonas glicoproteicas: LH y FSH. LH se une a receptores

específicos en las células de Leydig del intersticio testicular, y estimula diferentes

procesos relacionados con la síntesis de esteroides andrógenicos. Las células de

Sertoli localizadas en los túbulos seminíferos poseen receptores para FSH. La unión

de FSH a sus receptores de membrana estimula la actividad secretoria de las células

de Sertoli, y es requisito esencial para la multiplicacióny diferenciación de las células

germinales (Clermont, 1993). El control de la función testicular involucra también a Ia

PRL, otra hormona proteica originada en la hipófisis. Esta hormona que posee sitios

de unión específicos en las células de Leydig, regula el número de receptores

gonadales de LHy estimula, en el hámster, la secreción de FSH, controlando de este

modo Ia funcionalidad del sector tubular (Bartke, 1985). El principal andrógeno
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producido por los testículos de mamíferos es la T, hormona fundamental en Ia

regulación de la fisiología reproductiva del macho. AI respecto, Ia T controla

funciones primordiales tales como Ia espermatogénesis, maduración de los

espermatozoides en el epidídimo, el crecimiento y la actividad secretoria de las

glándulas sexuales accesorias, la conducta copulatoria y territorialidad (Bartke,

1985).

Los resultados presentados en este trabajo muestran que, en hámsteres

Dorados, los niveles séricos de LH y FSH sufren fluctuaciones similares durante el

proceso de desarrollo sexual, alcanzando sus máximos niveles circulantes en las

etapas de prepubertad y pubertad temprana. Estos cambios en las concentraciones

circulantes de gonadotrofinas están 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 Ia concentración circulante de T y DHT ocurrido entre los

46 y 60 días de edad. Variaciones similares en los niveles plasmáticos de T y DHT

durante Ia ontogenia del hamster Dorado, fueron descriptas por Vomachka y

Greenwald (1979). No existen datos bibliográficos previos relacionados con los

niveles séricos de DioIen diferentes etapas del desarrollo reproductivo del hamster

Dorado. Sin embargo, el claro incremento observado en Ia concentración de esta

hormona durante el período prepuberal, concuerda con estudios metabólicos

realizados por otros autores (Terada y col, 1980). AI respecto, Yabumoto y col.

(1985) describieron que, los testículos de animales inmaduros, presentan actividades

5a- y SB-reductasas significativamente superiores a las detectadas en gónadas de

hámsteres adultos. En hámsteres prepúberes, Ia actividad 5B-reductasa parece

confinada a las células de Sertoli, mientras que la 5a-reducción tendría lugar en las

células intersticiales.

Hámsteres de Ia especie Djungarian, presentaron variaciones en sus niveles

séricos de LH, T y DHT similares a las descriptas en hámsteres Dorados, y

coincidentes a las publicadas precedentemente en Ia literatura (Yellon y Goldman,

1984; Lerchl y Nieschlag, 1995). En cambio, a diferencia de Io ocurrido en Ia rata y en
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el hamster Dorado, especies en las cuales el principalandrógeno testicular durante la

etapa prepuberal es el DioI;en hámsteres Djungarian inmaduros, los niveles séricos

de este andrógeno SOL-reducidofueron equiparables a la concentración circulante de

T.

La exposición de hámsteres Dorados adultos a FC causó una significativacaída

en los niveles circulantes de LH, FSH y PRL; y la posterior restauración de los

mismos durante Ia fase de recrudescencia reproductiva espontánea. Este marcado

descenso en la concentración sérica de hormonas hipofisarias detectado en la fase

de regresión, concuerda con datos de otros autores (Bemdtson y Desjardins, 1974;

Turek y col, 1975b; Tamarkin y col., 1976a; Bex y col., 1978). A las 9 semanas de

permanencia en fotoinhibición, los niveles periféricos de PRL mostraron una notoria

disminución en comparación con el grupo control. Esta hormona que presenta

receptores en eI intersticio testicular (Charreau y co|., 1977), regula la secreción

hipofisaria de FSH en el hamster (Bartke y col, 1981a). En consecuencia, la

hipoprolactinemiadectada en esta fase temprana de la regresión reproductiva, sería

responsable, en parte, del concomitante descenso en los niveles de FSH. Durante la

transición involución-reactivación, FSH resultó ser la primer hormona hipofisaria en

recuperar sus niveles circulantes normales. Ha sido descripto que fotoperíodos

breves, desencadenan una marcada involucióntesticular, con una disminución en el

volúmen de los túbulos seminiferos y en el tamaño de las células de Sertoli,

fenómeno que revierte el ciclo espermatogénico a sus primeros estadios (Sinha

Hikimy co|., 1989a). En cambio, durante la fase de recrudescencia se ha observado

Ia recuperación de dichos parámetros morfométricos (Sinha Hikimy col, 1988a). Así,

la temprana caída y restauración en los niveles séricos de FSH actuaría, durante la

regresión-recrudescencia resultante de la exposición a FC, y en cada ciclo

reproductivo anual del hamster, como una señal primaria induciendo las alteraciones

morfológicas y funcionales observadas en los túbulos seminíferos y en el proceso

espermatogénico.

La inhibina B es un heterodímero aBB secretado por las células de Sertoli en

respuesta a la estimulación con FSH (Bicsak y col, 1987), capaz de retroregular
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negativamente la secreción de esta hormona hipofisaria (Tilbrooky co|., 1991; Clarke

y col, 1993). Contrariamente, Ia producción de inhibina A (aBA),sería independiente

de FSH y estaría 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 Ia utilización de un método altamente específico que cuantifica

los dímeros aBB,sin presentar reacciones cruzadas con inhibina A, activinas y sub­

unidades B libres existentes en la circulación general. Mientras que, Ia exposición de

hámsteres Dorados a FC durante 9 semanas, produjo una marcada caida en los

niveles séricos de FSH; Ia concentración periférica de inhibina B disminuyó

significativamente recién a las 12 semanas de permanencia en fotorestricción. EI

mantenimiento de niveles circulantes de inhibina B relativamente elevados durante la

fase de descenso de FSH, permite especular que, en los primeros estadios de Ia

regresión gonadal fotoinducida, la liberación de inhibina B desde las células de

Sertoli, no seria estrictamente dependiente de esta gonadotrofina. Así, factores

paracrinos originados en otras poblaciones celulares del testículo sensibles a los

importantes niveles de LH que aún permanecen en circulación, podrían modular

también la secreción de inhibina B en esta fase. Por otra parte no puede descartarse

que, las células de Leydig que persisten funcionalmente activas en este estadío

temprano de la regresión gonadal, participen en la producción de inhibina B

(Maddocks y Sharpe, 1989; Risbridger y col., 1989; de Winter y col, 1992b). Hacia

las 12-14 semanas de exposición a fotoperíodo inhibitorio, los mínimos niveles

periféricos de FSH, correlacionaron con una caida del 75% en la concentración

sérica de inhibina B. Previamente, Kirbyy col. (1993), empleando un ensayo incapaz

de discriminar las inhibinas tipo A, B y sub-unidades a libres, describieron también

una caída significativa en la reactividad a durante la fase de máxima regresión

gonadal. En este trabajo hemos podido observar que, la restauración de los niveles

periféricos de FSH durante la fase de recrudescencia espontánea, no es

acompañada por modificaciones en la concentración de inhibina B. Es posible que, a

tiempos mayores de permanencia en FC, en los cuales otros autores han señalado

una completa recuperación morfológica y funcional de la célula de Sertoli (Sinha
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Hikimy col, 1989a), los niveles circulantes de inhibina B también sean restablecidos.

Así, las discrepancias observadas en el presente trabajo entre las concentraciones

séricas de FSH e inhibina B durante Ia reactivación reproductiva temprana, podrían

resultar del requerimiento de un período de latencia para Ia restauración de Ia

funcionalidad de las células de Sertoli, que involucre el restablecimiento de Ia barrera

hemato-testicular (Kliesch y col, 1991), la producción de los principales componentes

biosintéticos intracelulares (aparato de Golgi, reticulo endoplasmático, ribosomas)

(Sinha-Hikim y col, 1989a), y Ia reactivación total de la síntesis de T, hormona que

juega un papel fundamental en Ia regulación de la función gonadal (Mooradian y col.,

1987). Altemativamente, isoforrnas de FSH biológicamente inactivas, podrían ser

secretadas en estadios tempranos de la recrudescencia (Rulliy co|., 1996). De modo

similar, Kirby y col. (1993) demostraron que, cuando hámsteres Dorados

regresionados son transferidos a FN, la concentración sérica de FSH aumenta

rápidamente, mientras que, Ia reactividad a no incrementa hasta tres semanas

después del restablecimiento de Ia concentración de esta hormona hipofisaria. Es

interesante señalar que, Ia relación observada, entre los niveles de inhibina y FSH

durante la regresión-recrudescencia del hámster Dorado, fue previamente descripta

en Ia oveja; a pesar de las diferencias existentes entre estas especies

reproductivamente fotodependientes (Lincoln y Mc Neilly, 1989).

El descenso detectado en la concentración sérica de LH durante la

permanencia en condiciones restrictivas de luz, sería responsable de las

modificaciones morfométricas descriptas por Sinha Hikimy col. (1989b) en las células

de Leydig regresionadas. Dichos cambios involucran una disminución en el volúmen

del reticulo endoplasmático liso de las células de Leydig,organela considerada como

el sitio de mayor concentración de las enzimas involucradas en Ia biosíntesis de

hormonas esteroideas. Así, estas alteraciones en el compartimiento intersticial,

podrían explicar en parte, el descenso significativo en los niveles séricos y

testiculares de T, DHT y Diol observado, en el presente trabajo, en hámsteres foto­

involucionados. Los niveles de andrógenos detectados en Ia fase de involución,

coinciden con resultados previamente presentados por otros autores (Bex y col,
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1978; Berndston y Desjardins, 1974; Turek y co|., 1975a; Chandrashekar y Bartke,

1989). Hámsteres Dorados inmaduros y animales adultos sometidos a regresión

fotoinducida, presentaron concentraciones séricas de T equiparables, y

significativamente menores a las detectadas en animales adultos normales. Estos

resultados concuerdan con las semejanzas morfológicas a nivel gonadal descriptas

por Reiter (1980) en estos períodos. Sin embargo, los animales prepuberales

describieron un aumento significativo en los niveles séricos de Diol; mientras que,

una marcada caída en Ia concentración periférica de esta hormona fue detectada

hacia las 14-16 semanas de exposición a FC. Así, en gónadas regresionadas, T

sigue siendo el andrógeno producido en mayor proporción, aunque sus niveles

circulantes representan solamente el 14% de Ia concentración sérica detectable en

animales adultos activos. El descenso observado en Ia concentración de Dioldurante

la permanencia en fotoinhibición, podría resultar a partir de una reducción en los

niveles gonadales de su precursor, y del menor estímqu del proceso esteroidogenico

como consecuencia de la disminución en la secreción hipoflsaria de gonadotrofinas.

Por otro lado, no pueden excluirse cambios en Ia actividad específica de las enzimas

metabolizantes de T.

Paralelamente al descenso en los andrógenos gonadales, durante la

permanencia en fotoperíodo inhibitorio, se observó una caída significativa en los

niveles epididimarios de estas hormonas. La T y DHT (principal metabolito activo de

T), en combinación con una amplia variedad de factores, regulan la actividad del

epididimo (Brooks, 1981). En varias especies, los andrógenos son esenciales para el

normal crecimiento y desarrollo de este órgano, y el mantenimiento de sus funciones

diferenciadas tales como la adquisición de la capacidad fertilizante de los

espermatozoides (Orgebin-Crist y col, 1981). Así, Ia disminución en los niveles

tisulares de hormonas sexuales, podría ser una de las señales que conducen a Ia

involución morfológica y funcional ocurrida en el epididimo durante el mantenimiento

de los animales en condiciones inhibitorias de luminosidad; mientras que, Ia

restauración espontánea de los niveles séricos de LHy FSH observada después de

16-18 semanas en FC, desencadenaría la recuperación del peso y Ia actividad
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esteroidogénica gonadal, y consecuentemente, la restauración en la concentración

intratisular de andrógenos y funcionalidad epididimaria.

El crecimiento de cualquier órgano involucra un incremento concomitante en la

actividad biosintética de ADN (Coffey, 1974), ARN y proteínas (Morris y col, 1987).

La actividad ODC, enzima limitante en el camino biosintético de las PA, constituye un

parámetro de alta sensibilidad en la determinación de eventos tróficos (Tabor y

Tabor, 1984). Mientras que un aumento en la producción de estos policationes está

asociado con el crecimiento y la especialización celular; Ia reducción de sus niveles

trae como consecuencia una disminución en la proliferación y diferenciación de las

células (Russell y Durie, 1978; Russell, 1985). Las PA al estar cargadas

positivamente a pH fisiológico, interactúan con constituyentes celulares de carga

negativa tales como ácidos nucleicos, proteínas y fosfolípidos (Marton y Morris, 1987;

Schuber, 1989), controlando de este modo procesos metabólicos claves. Además,

estos policationes actuarían como mediadores en el mecanismo de acción de

diversas hormonas, y a modo de señales paracrinas entre distintas poblaciones

celulares (Scalabrino y coI., 1991). La actividad ODC incrementa rápidamente en

respuesta a una gran variedad de estímulos tróficos 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

hámsteres adultos machos desde condiciones estándares de luminosidad a

fotoperíodo inhibitorio ocasiona, a tiempos cortos, una caída significativa en el

contenido gonadal de Put, Esd y Esp, y en la actividad ODC expresada por testículo.

Durante la permanencia en FC por tiempo prolongado (18-22 semanas), estos

parámetros 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 analizó la concentración testicular de PA

(expresadas por g de tejido y mg de proteínas), se observó un marcado aumento de

la misma en los testículos regresionados. El grado de ploidía diferencial existente

entre los testículos activos e involucionados, toma a Ia concentración de ADN
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gonadal, un parámetro inadecuado para la expresión de los niveles de PA y de la

actividad ODC presentes por célula; impidiendo consecuentemente, la comparación

de datos entre el grupo control y el grupo de máxima regresión tisular.

Existen dos explicaciones alternativas para el incremento en la concentración

de PA detectado en los testículos involucionados. En primer lugar, podemos suponer

que eI aumento en los niveles gonadales de estos policationes durante Ia fase de

regresión, resulta de una mayor actividad ODC, interconversión vía acetil-derivados

y/ó incorporación desde la circulación general. Cuando se analizó Ia actividad

específica ODC testicular se observó que la misma incrementa como consecuencia

de la exposición a FC, alcanzando sus mayores niveles a las 12 semanas, y

precediendo en 2 a 4 semanas a Ia máxima concentración de PA gonadales

detectada. Así, en el tejido testicular, el aumento en la actividad enzimática

conduciría a la posterior elevación en los niveles de PA vía síntesis de novo. Por otra

parte, el contenido total de A-PA en el testículo varió paralelamente con el peso del

órgano; mientras que, Ia permanencia en condiciones de fotoinhibición no modificó Ia

concentración gonadal de A-PA. El presente estudio reveló una marcada correlación

entre el contenido testicular de PA y sus acetil derivados durante la transición

fotoperiódica regresión-recrudescencia. La acetilación juega un importante papel en

el mantenimiento de los niveles celulares normales de PA, y de sus funciones

asociadas (Casero y Pegg, 1993). Además, 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 coI., 1993) sugieren que, estos componentes acetilados

podrían actuar como reguladores homeostáticos del "pool" intracelular de PA

adaptándolo a las necesidades fisiológicas. Así, el aumento en la concentración

gonadal de Put, Esd y Esp, cuando Ia atrofia testicular es máxima, resultaría

conjuntamente en una mayor síntesis de novo de estos policationes como

consecuencia del incremento en la actividad ODC, y en un balance en la

interconversión con sus acetil derivados. Dicha elevación en los niveles de PA
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gonadales cuando la atrofia del tejido es máxima, y Ia concentración circulante de LH

y FSH (mensajeros primarios en la estimulación de la esteroidogénesis y

espermatogénesis testicular) permanece disminuida, nos permite especular que las

PA actuarían a modo de factores tróficos induciendo Ia recuperación del peso,

morfología y funcionalidad testicular en el período de recrudescencia espontánea. AI

respecto, datos previos de la literatura señalan que las PA mediarían los efectos de

hormonas y factores de crecimiento en células testiculares de rata, y modularían las

divisiones mitóticas y meióticas ocurridas durante la espermatogénesis (Shubhada y

co|., 1989b; Hakovirta y col, 1993).

Sin embargo, no podemos excluir una segunda explicación para el incremento

detectado en la concentración de PA durante la fase de regresión. Este aumento

podría resultar también de una producción diferencial de PA por los distintos tipos

celulares presentes en el testículo, y a partir de los cambios morfológicos ocurridos

durante Ia involución gonadal. Si Ia regresión involucra una pérdida selectiva de

aquellos tipos celulares que producen bajos niveles de PA, y en consecuencia, un

enriquecimiento del testículo en aquellas células que contienen importantes niveles

de estos policationes, estos cambios en Ia composición celular gonadal podrían

conducir a un aparente aumento en Ia concentración de PA en el órgano

regresionado. Para clarificar este controvertido punto, deberían emplearse modelos

experimentales capaces de determinar los niveles de PA presentes en células de

Sertoli, Leydig y germinales durante la exposición a FN y FC.

Con el propósito de estudiar eI rol ejercido por las PA en los órganos sexuales

accesorios durante Ia involución-reactivación reproductiva, se utilizó como tejido

comparativo a las vesículas seminales. Estas glándulas contienen significativos

niveles de PA, y en contraste con la próstata, no realizan una activa secreción de

estos componentes (Piik y col, 1977). El patrón de PA detectado en las vesículas

seminales fue similar al descripto en el testículo. El contenido de estos policationes y

Ia actividad ODC (expresada por glándula) variaron paralelamente con el peso de las

vesículas. En cambio, la concentración de PA mostró un significativo aumento

durante el período de involución. De los tres policationes, Esd presentó cambios
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menos pronunciados durante la transición regresión-recrudescencia. Cabe recordar

que la Esd juega un rol clave en Ia regulación de la vía metabólica de interconversión

de las PA, actuando como sustrato de la Esp sintetasa y como precursor en Ia

formación de Put vía AT y oxidasas (Bolkenius y Seiler, 1987). La actividad

específica ODC, disminuyó significativamente en respuesta a la fotoinhibición. En

consecuencia, el aumento observado en Ia concentración vesicular de PA durante el

periodo de regresión, no resultaría de una síntesis de novo de estos policationes.

Estos resultados concuerdan con datos previos de nuestro Laboratorio los cuales

señalan que, en vesículas seminales de ratón, existe una marcada dependencia de Ia

actividad ODC en relación a PRL (Gonzalez y col, 1991). Así, la caída en la actividad

ODC y en los niveles de PRL circulantes en animales regresionados, indicaría que,

también en el hamster, esta hormona hipofisaria juega un papel fundamental en Ia

regulación de esta actividad enzimática. La concentración intracelular de PA es

modulada por un balance entre incorporación y biosíntesis por un lado, y

retroconversión y eflujo por otro (Shappell y col, 1993). Cuando la biosíntesis es

inhibida o inactivada, el crecimiento puede ser sustentado con PA exógenas (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). Así podemos especular

que, en lugar de Ia síntesis de novo, otras fuentes se mobilizan para restablecer los

niveles de PA glandulares, y consecuentemente, la actividad ODC no sería un pre­

requisito para la restitución de la integridad de las vesículas seminales durante Ia

etapa de recrudescencia reproductiva. La incorporación de PA desde la circulación

general con un probable origen testicular, brinda una explicación alternativa para el

aumento en Ia concentración de estos policationes en vesículas seminales durante el

período de involución reproductiva. Pero también, cambios en la composición celular

de esta glándula durante la fase de regresión, podrían conducir a un aparente

incremento de la concentración de PA. Así, la pérdida preferencial de aquellos tipos

celulares que contienen bajos niveles de PA es una hipótesis que no puede ser

excluida.
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El contenido de acetil derivados varió concomitantemente con el peso de Ia

glándula, y se correlacionó con el contenido de PA presente en las vesículas

seminales durante Ia transición regresión-recrudescencia inducida por la exposición a

FC. Un aumento sigificativo de la concentración vesicular de A-put, N‘A-esd y

N‘A-esp fue detectado durante el período de máxima involución reproductiva. Aunque

el mecanismo por el cual las PA y sus formas acetiladas afectan Ia función celular no

ha sido bien establecido, es sabido que, si las PA no están 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 testículos como en vesículas seminales,

podrían desencadenar el crecimientoy regeneración de estos órganos reproductivos

durante la fase de recrudescencia espontánea ocurrida a tiempos prolongados de

permanencia en fotorestricción,o bien actuar como señales secundarias mediando la

acción de hormonas y factores tróficosen esta etapa.

Las alteraciones endócrinas asociadas con Ia regresión-recrudescencia del

aparato reproductivo en el hamster adulto, así como también, los cambios

hormonales que desencadenan el proceso de maduración sexual, estarían bajo el

control de diversos neurotransmisores hipotalámicos, entre ellos, catecolaminas,

5-HT, dopamina, opioides, y aminoácidos excitatorios (Brown, 1971; Müller y col,

1972; Ondo y col., 1976; Price y col., 1978; Price y col., 1979; Blank y co|., 1979;

Sarkar y co|., 1981; Stegery col, 1982; Moguilevsky y col., 1985; ConeII y col, 1991;

Urbanski y col., 1992) . Sin embargo, la influencia de estos compuestos no se limitaal

sistema nervioso central, sino que se ha descripto también la presencia de ciertos

neurotransmisores en órganos periféricos no neuronales en donde podrían ejercer

localmente un rol fisiológico. Trabajos previos de nuestro Laboratorio han permitido

detectar importantes concentraciones de norepinefrina, epinefrina, dopamina

(Campos y co|., 1990a), 5-HT (Campos y col., 1990b) y GABA (Ritta y col., 1987) en

el testículo de la rata prepuberal y adulta; neurotransmisores que modularían 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 concentración androgénica testicular durante el proceso
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de maduración sexual y en Ia transición fotoperiódica regresión-recrudescencia en el

hámster macho, nos resultó de interés evaluar la presencia de GABA y 5-HT en

diferentes estadios funcionales de la gónada y glándulas sexuales accesorias

(prepubertad, pubertad, adultez, regresión, reactivación); y su posible impacto sobre

el proceso esteroidogénico.

El presente estudio nos permitiódetectar la presencia de GABAen gónadas de

las dos especies de hámsteres estudiadas, en diferentes etapas del desarrollo

ontogénico. Un claro incremento en la concentración gonadal de GABA durante el

período prepuberal pudo observarse tanto en hámsteres Dorados como en

hámsteres de la especie Djungarian. Un perfil similar en Ia concentración gabaérgica

en testículos de rata, ha sido previamente descripto por Ritta y Calandra (1986).

Cuando el contenido testicular de GABAfue evaluado, se observó un perfil especie

dependiente. Así, en hámsteres Dorados, eI contenido gabaérgico gonadal aumentó

paulatinamente a lo largo del proceso de desarrollo sexual, mientras que, en

hámsteres de Ia especie Djungarian, se detectó un significativoincremento en la fase

prepuberal. AI correlacionar los niveles testiculares de GABA con la concentración

plasmática de gonadotrofinas y andrógenos se puede observar que, el aumento

ocurrido en los niveles del neurotransmisor durante la etapa prepuberal del hámster

Dorado coincide con los máximos niveles circulantes de LH y Diol detectados;

mientras que, el importante incremento en el contenido gabaérgico gonadal en el

período puberaI-adulto, se asocia con significativos niveles séricos de LH, T y DHT.

Sin embargo, estas conclusiones no pueden ser extendidas al hámster Djungarian.

Por esta razón, podríamos suponer que, a pesar de las similitudes existentes entre

estas dos especies de hámsteres, GABAdesempeñaría un rol especie específico

durante la maduración de la función gonadal.

Paralelamente, hemos analizado la presencia de GABA en testículos de

hámsteres Dorados adultos sometidos a diferentes condiciones de luminosidad. Los

niveles gonadales de GABA son significativamente alterados durante la transición

fotoperiódica regresión-recrudescencia. Durante la fase de involución,se observa un

marcado incremento en la concentración gabaérgica testicular, que se correlaciona
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con una significativa disminución en los niveles circulantes de gonadotrofinas, y en el

contenido intratesticular de T, DHT y Diol. Los importantes niveles de GABA

detectados en testículos regresionados, podrían ser el resultado de un genuino

aumento en Ia capacidad biosintética gonadal de este neurotransmisor, una mayor

incorporación de GABAdesde la circulación general o inervación periférica, o bien de

alteraciones en el catabolismo gabaérgico. Alternativamente, el incremento testicular

de GABAen la fase de regresión, podría derivar de una producción diferencial del

neurotransmisor en las distintas poblaciones celulares presentes en el testículo, y de

un selectivo enriquecimiento, en aquellos tipos celulares que contienen altos niveles

gabaérgicos. La permanencia prolongada en condiciones de fotoinhibición, que

conduce al restablecimiento de Ia capacidad biosintética y secretoria hipofisaria y

gonadal en esta especie, permitió observar un retorno de los niveles testiculares de

GABAa sus niveles controles.

En el presente estudio se detectó también, Ia presencia de 5-HT y de su

principal catabolito el 5-HIAA en testículos del hamster Dorado. La concentración

serotoninérgica en el parénquima gonadal, aumenta marcadamente durante la etapa

prepuberal del desarrollo sexual, en la cual se detectan los máximos niveles séricos

de LH y Diol; y en el período puberal-adulto, caracterizado por significativos niveles

circulantes de gonadotrofinas y T. De manera similar, en Ia cápsula testicular

aislada, los máximos niveles de 5-HT y 5-HIAAfueron detectados en animales

inmaduros y adultos jóvenes. Por otra parte, en el período de máxima regresión

reproductiva resultante de la exposición a FC durante 14 semanas, el contenido

testicular de 5-HT y 5-HIAA disminuyó significativamente, coincidiendo con los

mínimos niveles séricos de LH y Ia menor concentración gonadal de andrógenos

detectada. La permanencia durante tiempo prolongado (22 semanas) en condiciones

restrictivas de luminosidad, no provocó cambios significativos en los niveles

serotoninérgicos gonadales, señalando que, este neurotransmisor no ejercería un rol

relevante durante el restablecimiento de Ia funcionalidad testicular. Cabe recordar

que, en la etapa de recrudescencia espontánea, los niveles séricos de LH han sido

restaurados; mientras que, la concentración testicular de T si bien se encuentra
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elevada en relación con el período de máxima involución gonadal, permanece aún

notoriamente disminuida en comparación con el grupo control.

Los resultados presentados sugieren que, GABAy 5-HT podrían actuar a modo

de factores regulatorios locales autocrinos y/ó paracrinos de la función gonadal en el

hamster. Así, los niveles significativos de estos neurotransmisores encontrados en

etapas del desarrollo sexual y condiciones fotoperiódicas caracterizadas por

elevadas concentraciones circulantes de LH y FSH, nos permitirían inferir un rol

modulador estimulatorio o inhibitorio de 5-HT y GABA en la acción de las

gonadotrofinas sobre la esteroidogénesis testicular. Alternativamente, no puede

descartarse, una participación gabaérgica y/ó serotoninérgica en la funcionalidad del

sector tubular y en la producción testicular de espermatozoides.

La presencia de 5-HT y GABA en la gónada del hamster puede derivar de

diferentes orígenes.

La circulación general y la irrigación arterial, podría aportar al testículo

neurotransmisores sintetizados en sistema nervioso central y/u otros tejidos

periféricos neuronales. Las gónadas están irrigadas por la arteria espermática que

recorre el margen epididimario del testículo, rodea el polo caudal, describe

ondulaciones alrededor de la superficie libre, penetra en el parénquima testicular en

la vecindad de Ia rete testis y a partir de allí se ramifica (Setchell y col., 1994). La

5-HT presente en sangre está principalmente contenida en gránulos 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 concentración

sérica de GABAen ratas macho es de aproximadamente 0.63: 0.21 uM. Minuk y

Maccannell (1988), y más recientemente Leader y col. (1992), establecieron que la

concentración plasmática media de GABA en humanos es 0.3 j; 0.03 uM. La

maduración testicular ocurrida durante el desarrollo reproductivo, involucra un

aumento en la vascularización gonadal (Kormano, 1967). Asimismo, los testículos

regresionados del hámster Dorado que se asemejan a las gónadas inmaduras

(Lincoln, 1981; Berkowitz y Heindel, 1984), presentan una reducción del 85.5% en el

volúmen absoluto de los vasos sanguíneos existentes por órgano, en comparación
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con los niveles hallados en animales controles gonadalmente activos (Sinha Hikimy

col., 1988a; Sinha Hikim y coI._ 1988b). Durante la recrudescencia reproductiva

fotolnducida, Mayerhofer y col. (1989a) han detectado profundos cambios en la

microvascularización testicular que involucran eventos angiogénicos y una

regeneración 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 gónadas del hamster en

períodos claves del proceso de maduración sexual y Ia transición fotoperiódica

regresión-recrudescecia, procedan de Ia circulación general.

Por otra parte, el testículo presenta una importante inervación periférica,

principalmente desde el nervio espermático superior. el cual podría proveer a la

gónada con neurotransmisores producidos en el sistema nervioso central o periférico.

En Ia mayoría de las especies estas fibras inervan Ia cápsula testicular acompañando

a los vasos sanguíneos que Ia recorren (Risley y Skreptos, 1964; Norberg y col.,

1967a). Se han observado numerosas fibras inervando el múscqu liso de la túnica

albugínea en el mono rhesus y hombre (Yamashita, 1939; Hodson, 1970); la túnica

vasculosa en el toro (Shioda y Nishida, 1966); y también la túnica vaginalis en el

perro, gato y hombre (Yamashita, 1939; Corona, 1953). Por otra parte, se detectaron

fibras nerviosas que penetran al interior del testículo inervando el tejido intersticial y a

las células mioides de los túbulos seminíferos en el gato, mono rhesus y hombre

(Norberg, 1967b; Baumgarten y Holstein, 1967; Hodson, 1970; Nistal y co|., 1982;

Okkels y Sand, 1940; Campenhout, 1949; Mayerhofer, 1996; Setchell y co|., 1994).

Estudios histoquímicos parecen indicar que Ia rata es una excepción, puesto que los

mismos describen la presencia de fibras nerviosas fluorescentes en Ia túnica

albuginea y Ia túnica vasculosa del testículo, así como también en el mediastino y

acompañando a las arterias y arteriolas gonadales, pero no han sido capaces de

identificarnervios en las cercanías de las células de Leydig o penetrando los túbulos

seminíferos (Dayan, 1970; Bell & Mc Lean, 1973; Zhu y col, 1995). No obstante, el

parénquima testicular de la rata podría recibir neurotransmisores a través de una

inervación indirecta común en el sistema nervioso periférico. La inervación indirecta
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involucra la liberación de neurotransmisores desde varicocitos (acumulaciones de

vesículas portadoras de neurotransmisores) al fluído intersticial a fin de que los

mismos alcancen rápidamente las células blanco portadoras de receptores

(Burnstock, 1986; Mayerhofer, 1996). No existen datos en la literatura sobre el patrón

de inervación testicular en el hamster, y/o cambios asociados con Ia edad y el

fotoperíodo.

Campos y col. (1990b) observaron que, la excisión del nervio espermático

superior proveniente del plexo renal y en íntimo contacto con la arteria espermática,

causa una caída del 34% en los niveles serotoninérgicos presentes en el testículo de

la rata. La importante concentración de 5-HT detectada en Ia cápsula testicular del

hámster Dorado, y en menor grado en el parénquima gonadal, señalarían un

probable origen neural de este neurotransmisor, aunque fuentes alternativas no

pueden ser excluidas. Comparativamente, debe evaluarse la posibilidad de que

GABA alcance Ia gónada por inervación extrínseca, tal como fue previamente

descripto en las trompas de Falopio (Fernandez y col, 1985; Celotti y col, 1986). La

información bibliográfica relacionada con modificaciones en el número y calidad de

las fibras nerviosas que ¡nervan el testículo durante el desarrollo sexual es escasa.

Nistal y col. (1982) observaron un aparente incremento de varicocitos adyacentes a

las células mioides en el testículo de niños y hombres hipogonadales. Prince (1992)

describió un marcado aumento en el número de fibras nerviosas desde el estadío

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 hematopoyetico que migran a

tejidos periféricos en los cuales bajo el control de factores locales sufren

diferenciación y proliferación (Kitamura y col, 1981; Kitamura, 1989). La presencia de

abundantes gránulos secretorios en el citoplasma de los mastocitos, es un excelente

marcador de su diferenciación 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

gránulos (Enerback, 1986; Gaytan y col, 1990), y serían la principal fuente

secretoria de 5-HT en el testículo de la rata (Aguilar y col., 1995). En el hámster, los

mastocitos gonadales se encuentran ubicados en la periferia del testículo bajo la

cápsula testicular cercanos a los nervios y vasos sanguíneos sub-capsulares;

mientras que, en los espacios intersticiales, no han sido detectados (Mayerhofer y

col, 1989b). Contrariamente, en el testículo 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 cápsula del parénquima testicular, los mastocitos podrían quedar

adheridos a la misma y contribuir, en parte, a Ia importante concentración de 5-HT

detectada en la cápsula testicular del hámster a todas las edades del proceso de

maduración sexual, y en los diferentes estadios de la transición regresión­

recrudescencia analizados. Aún no se conoce cual sería Ia importancia funcional de

estas células en el testículo. Sin embargo, se ha observado la aparición de

abundantes mastocitos durante Ia etapa de recuperación que sigue a Ia destrucción

selectiva de las células de Leydig con etileno dimetano sulfonato (EDS),

conjuntamente con un incremento en Ia concentración de 5-HT en el fluido intersticial

y la cápsula testicular de la rata (Gaytan y col., 1992; Aguilar y col, 1995). Estos

resultados sugieren que los compuestos producidos en los mastocitos gonadales,

tendrían un rol clave en la restauración de la actividad normal del testículo (Sharpe y

coI., 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

espontánea resultante de la exposición de hámsteres machos a FC durante tiempo

prolongado. Esto señalaría que, la 5-HT no ejercería un rol relevante durante el

restablecimiento de Ia funcionalidad testicular en condiciones fisiológicas normales.

En 1990b, Campos y co|., detectaron la presencia de 5-HT en células

intersticiales aisladas de rata. Posteriormente, Tinajero y col, (1993a) demostraron

que las células de Leydigde rata liberan importantes concentraciones de esta amina

al Medio de cultivo en respuesta a un estímqu 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 serían una fuente

importante de 5-HT gonadal.

En el presente trabajo se ha detectado una significativa correlación entre las

variaciones ocurridas en el contenido testicular de GABAy Glut, tanto en el proceso

de maduración reproductiva de las dos especies de hámsteres analizadas, como en

la transición fotoperiódica regresión-recrudescencia en hámsteres Dorados. La

exposición a FC durante 14 semanas, produjo un aumento del 100% en la actividad

específica GAD en el testículo, coincidente con una marcada disminución en los

niveles gonadales de Glut, y un importante incremento en Ia concentración tisular de

GABA. En sistema nervioso central, la síntesis de GABA emplea como sustrato

fisiológico al Glut y depende de Ia actividad enzimática GAD. Tillakaratne y Tobin

(1986), Tobin (1989), y Tilakaratne y col. (1992), demostraron la presencia en el

testículo de la rata de ARNms correspondientes a Ia forma de la enzima GAD de

peso molecular 67.000. Mediante el empleo de la técnica de hibridización ¡n situ se

detectaron ARNmscodificantes para GADde diferentes tamaños en espermatocitos y

espermátidas localizados en los túbulos seminíferos de rata (Persson y co|., 1990;

Tillakaratne y col, 1992). Asimismo, Persson y col. (1990) identificaron

inmunoreactividad GADen espermatozoides de eyaculados humanos. Los niveles de

ARNms fueron bajos durante el período prepuberal, y aumentaron gradualmente a Io

largo del proceso de maduración sexual de la rata (Persson y co|., 1990). Estos

antecedentes de la literatura concuerdan con el marcado incremento en el contenido

gabaérgico gonadal detectado durante el desarrollo puberal del hámster. En

consecuencia, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que, el Glut

sería una importante fuente endógena de GABA a nivel testicular. Sin embargo,

caminos metabólicos alternativos que conducen también a la síntesis 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 co|., 1980). El análisis de
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regresión lineal entre el contenido gonadal de Put y GABA, detectó una estrecha

correlación entre ambas variables. Así, paralelamente a los niveles glutamatérgicos

testiculares y Ia actividad GAD, las PA podrían actuar como una fuente adicional en

Ia síntesis de GABAen las gónadas del hamster.

Alternativamente, los significativos niveles de 5-HT y GABAdetectados durante

la ontogenia y la transición fotoperiódica regresión-recrudescencia en el hamster,

podrian resultar de modificaciones en su catabolismo. La presencia de 5-HT y de

su principal metabolito el 5-HIAAen la gónada del hámster, evidencia Ia existencia de

una degradación enzimática de la 5-HT por actividad de una MAO testicular. El

cálcqu de la relación 5-HIAA/5-HTrealizado en el presente trabajo, permite describir

variaciones en el catabolismo de este neurotransmisor. En parénquina testicular del

hamster Dorado, dicha relación aumenta levemente durante el período prepuberal­

puberal. Sin embargo, en la adultez esta relación es tres veces mayor que la

detectada a los 23 días de edad. Comparativamente, en Ia cápsula testicular, Ia

relación 5-HlAA/5-HTse duplica a los 90 días de edad. Estos resultados señalan

que, durante la fase adulta, además 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 cápsula testicular. Estos resultados coinciden con un

estudio previo realizado por Ellisy col. (1972), en el que demuestran que, la actividad

MAOen el testículo de la rata, se localiza en el sector intersticial y en las paredes de

los túbulos seminíferos. Estos autores señalan además, que la actividad MAO, se

encuentra directamente relacionada con el grado de desarrollo testicular y la

capacidad biosintética de andrógenos de la gónada. La exposición de hámsteres

Dorados adultos a FC, no produjo cambios significativos en Ia relación 5-HIAA/5-HT

capsular, mientras que, en parénquima testicular, dicha relación fue notoriamente

disminuida durante la permanencia en fotoperíodo 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

serían de relevancia fisiológica.
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La metabolización de GABA, es dependiente de la actividad de la enzima

GABA-T.En cerebro, Ia administración del ácido amino-oxiacético, un inhibidor de la

actividad GABA-T,aumenta marcadamente los niveles tisulares del neurotransmisor

(Perry y Hansen, 1973; Bemasconi y co|., 1982). Así, la actividad GABA-T ejercería

un rol fundamental en el mantenimiento del equilibrio homeostático en la

concentración gabaérgica cerebral. Contrariamente, el empleo de este inhibidor, no

produce cambios en la concentración de GABA presente en la glándula adrenal,

ovario y oviducto de la rata (Erdó y col., 1982; Caron y co|., 1988). Nuestros

resultados demuestran que, en hámsteres Dorados adultos, la inyección intra­

peritoneal de acido amino-oxiacético a la dosis fisiológica de 35 mg/kg de peso

corporal, no modifica singificativamente la concentración gabaérgica testicular. Sin

embargo, debe evaluarse también la posibilidad de que este inhibidorde la actividad

GABA-Tno 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, además de los niveles significativos de GABA

detectados en el ovario (Erdó y col., 1982; Apud y coI., 1984; Erdó, 1984; Erdó y coI.,

1984; Fernandez-Pardal y co|., 1984; Erdó y Kiss, 1986; Louzan y col, 1986; Erdó

y col., 1989; Erdó y Wolff, 1990), se ha descripto también Ia presencia de este

neurotransmisor en órganos sexuales accesorios tales como el útero (Fernandez­

Pardal y co|., 1984; Gimeno y col., 1986; Louzan y col., 1986; Erdó y Wolff, 1990) y

oviducto (Del Rio, 1981; Erdó y coI., 1982; Apud y col., 1984; Erdó, 1984; Erdó y col.,

1984; Fernandez-Pardal y col., 1984; Cellotti y coI., 1986; Erdó y Amenta, 1986;

Erdó y Kiss, 1986; Erdó y col., 1986; Gimeno y col., 1986; Louzan y col., 1986;

Murashima y Kato, 1986; Erdó y col., 1989; Erdó y Wolff, 1990). Los resultados

presentados en este trabajo, describen la presencia de GABA en epidídimo y

vesículas seminales del hamster Dorado, en diferentes estadios del proceso de

desarrollo sexual, y durante la transición fotoperiódica regresión-recrudescencia. En

dichos órganos reproductivos, la concentración tisular de GABA fue

significativamente mayor en la etapa prepuberal. El descenso detectado en Ia
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concentración gabaérgica a lo largo del proceso de maduración sexual podría

resultar en una disminución en la biosíntesis tisular de GABA y/ó de una menor

incorporación del neurotransmisor desde fuentes externas. Alternativamente, la

disminución observada en Ia concentración gabaérgica en epidídimos y vesículas

seminales del hamster durante eI período puberaI-adulto, podría responder a un

marcado aumento en los tipos celulares que no contienen GABAcomo consecuencia

de procesos de proliferación y diferenciación. El incremento detectado en el

contenido gabaérgico durante Ia etapa adulta, permite descartar la primera

posibilidad, y valida la hipótesis de un aumento en el número de células que no

presentan al neurotransmisor; asociado con una mayor actividad biosintética y/ó una

mayor captación de GABA por los tipos celulares portadores de este

neurotransmisor.

La exposición a FC, aumentó significativamente la concentración epididimaria

de GABA; mientras que, indujo una marcada caída en el contenido tisular del

neurotransmisor. Por otra parte, no se observaron cambios foto-dependientes en la

concentración de GABApresente en vesículas seminales, mientras que, el contenido

del neurotransmisor descendió significativamente durante el período de máxima

involuciónreproductiva. Estos resultados señalarían que, el epidídimo y las vesículas

seminales presentan, durante la fase de regresión, una notoria pérdida en el número

de células, preferencialmente en aquellos tipos celulares que no contienen GABA.

Receptores gabaérgicos tipo A (Erdó y Wekerle, 1990; Wistrom y Meizel, 1993;

Blackmore y co|., 1994) y proteínas transportadoras de GABA(Aanesen y co|., 1995;

Aanesen y coI._ 1996) han sido identificados en las membranas de células

germinales. En consecuencia, GABA podría ejercer un efecto directo sobre Ia

viabilidad y/o funcionalidad de los espermatozoides.

Por otra parte, Erdó y Amenta (1986) señalaron que, GABA podría regular la

actividad secretoria del oviducto. TiIIakaratne y col. (1992) describieron Ia presencia

de ARNms correspondientes a las proteínas GAD de pesos moleculares 65000 y

67000 en el oviducto de la rata, que actuarían distintivamente sobre Ia motilidad ciliar

y Ia función secretoria de este órgano. Comparativamente, las vesículas seminales
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presentan células epiteliales, mayoritariamente cilíndricas seudoestratificadas, que

contienen gránulos secretorios (Geneser, 1988b). Las alteraciones detectadas en los

niveles vesiculares de GABAa Io largo del proceso de maduración sexual, y durante

Ia exposición de animales adultos a FC, podrían estar asociadas con los cambios

morfológicos y funcionales observados en las vesículas seminales del hamster en

estos períodos. Asi, mientras que la proliferación y diferenciación del epitelio

glandular ocurridas durante Ia adquisición de Ia función sexual, se correlacionan con

un gradual aumento en el contenido vesicular de GABA; Ia significativa disminución

de los niveles gonadales de andrógenos detectada en condiciones lumínicas

restrictivas, que disminuye el número y tamaño de las células epiteliales y conduce a

Ia pérdida del material secretorio glandular (Pinho y Mata, 1992), ocurre

concomitantemente con el marcado descenso en los niveles vesiculares gabaérgicos

detectado durante la exposición a FC. Así, este neurotransmisor podría participar

activamente en Ia modulación de la secreción tisular en los diferentes estadios

funcionales de las vesículas seminales del hamster.

Como se ha citado previamente para el testículo, la presencia de GABA en

epidídimos y vesículas seminales del hamster, puede derivar a partir de la inervación

y/ó irrigación local de los mismos, o bien de su síntesis endógena.

La exposición de hámsteres Dorados adultos a FC durante 14 semanas, que

condujo a una marcada caída en los niveles epididimarios de Glut, y a un aumento

significativo en la concentración gabaérgica; no produjo cambios significativos en Ia

actividad GAD específica de este órgano. En consecuencia, a diferencia de Io

ocurrido en testículo, Glut no sería una fuente importante en la biosíntesis

epididimaria de GABA, pudiendo desempeñar algún otro rol fisiológico en este

órgano. En 1994, Kvidera y Carey señalaron que, Ia síntesis epididimaria de

glutamina a partir de glutamato, amonio y ATP, crearía el ambiente óptimo para Ia

maduración espennática, mantendría el balance ácido-base, removería el amoniaco

Iuminar,y produciría Ia glutamina necesaria para Ia biosíntesis de ácidos nucleicos.

EI aumento paulatino en el contenido epididimario de GABAobservado en este

trabajo a lo largo del desarrollo puberal; así como también, la marcada caída en los
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niveles gabaérgicos en epidídimos regresionados, se correlaciona con el número de

espermatozoides detectado por otros autores en este órgano reproductivo durante

dichas etapas (Sinha Hikim y col., 1988a; Van Haaster y de Rooij, 1993). Así, las

alteraciones descriptas en los niveles epididimarios de GABA,podrían responder a

cambios cuantitativos ocurridos en Ia población de células sexuales GAD-positivas

(Persson y col., 1990; Tillakaratne y col., 1992), durante la ontogenia y Ia transición

fotoperiódicaregresión-recrudescencia.

Los cambios detectados en el contenido de GABAen las vesículas seminales

durante el proceso de maduración sexual y la transición fotoperiódica regresión­

recrudescencia del hámster Dorado, presentaron una marcada correlación con las

variaciones ocurridas en los niveles de Glut y Put en este órgano sexual. En

consecuencia, los niveles gabaérgicos presentes en estas glándulas, podrian resultar

de la síntesis endógena del neurotransmisor, aunque fuentes alternativas deben ser

también consideradas.

Con el fin de analizar el rol ejercido por GABAy 5-HT en Ia producción testicular

de andrógenos, en forma independiente de las acciones de otros factores y

hormonas extragonadales, se diseñaron experimentos ¡n vitro en los que se

determinó la respuesta esteroidogénica en presencia de los neurotransmisores en el

Medio de incubación Previo al desarrollo de dichos protocolos, se procedió a

establecer las condiciones experimentales adecuadas para Ia evaluación de la

producción de T, DHT y Diol a partir de fragmentos testiculares y/o células

intesticiales provenientes de hámsteres ¡nmaduros y adultos mantenidos en FN, o de

animales fotoregresionados.

Durante el análisis de la producción de andrógenos en presencia de

concentraciones crecientes de hCG en el Mediode incubación, pudo observarse que,

fragmentos testiculares provenientes de animales adultos mantenidos en FC,

requirieron aproximadamente la mitad de hCG que los testículos activos para

alcanzar el 50% de la estimulación máxima. Datos previos de Ia literatura señalan Ia

existencia de un menor número de receptores a hCG/LHen testículos involucionados

(Bex y Bartke, 1977; Klemcke y col., 1981). Sinha Hikim y col, (19890), han
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propuesto que, dicha reducción en el número de receptores gonadales a LH

resultaría de una disminución en la superficie de las células de Leydig, puesto que, Ia

cantidad de receptores por unidad de área celular no varía durante Ia fase de

regresión. No obstante, es sabido que, la ocupación de una pequeña fracción de los

receptores gonadales de LH en Ia rata, es suficiente para alcanzar la respuesta

esteroidogénica máxima (Catt y col, 1980). Por otra parte, no se han detectado

cambios de afinidad en los receptores a LHcomo resultado la exposición a FC (Bex y

col, 1978; Klemcke y co|., 1984). En consecuencia, los resultados obtenidos en el

presente trabajo nos permiten suponer que, los receptores a hCG/LH localizados en

testículos regresionados, serían más sensibles a la estimulación hormonal que los

presentes en gónadas de animales adultos normales. Similarmente, en el ratón 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

exposición a FC, presentan una sensibilidad incrementada a la estimulación con hCG

y dbAMPc.

La DEsoen respuesta a hCG, calculada en testículos de animales prepuberales,

fue similar a la obtenida en gónadas de hámsteres adultos mantenidos en FN. Entre

los 14 y 28 días de edad, se ha observado, en el testículo de Ia 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 días de edad,

estas células precursoras se transforman en células de Leydig funcionales

caracterizadas por Ia presencia de un importante número de receptores a hCG/LHen

su membrana plasmática (Bortolussi y co|., 1990; Zhang y col; 1994; Ge y co|.,

1996). A partir de los datos bibliográficos precedentes, y teniendo en cuenta las

semejanzas existentes entre el desarrollo sexual de la rata y el hamster Dorado

(Bartke, 1985), es posible inferirque, los hámsteres prepúberes de 36 días de edad

utilizados en los experimentos ¡n vitro en el presente trabajo, poseen células de

Leydig morfológica y funcionalmente desarrolladas. Así, Ia respuesta similar a Ia

estimulación con hCG encontrada entre animales adultos e inmaduros, podría

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

maduración reproductiva.

En hámsteres adultos mantenidos en condiciones estándares de luminosidad,

el andrógeno producido en mayor proporción es la T, presentando una concentración

testicular entre 2 y 3 veces superior a la de DHT, y 7 veces más alta que Ia hallada

para Diol.Comparativamente, en los presentes estudios in vitro, la producción basal y

post-hCG de T triplicó y duplicó, respectivamente, los niveles de DHT secretados, y

superó significativamente los niveles de Diol liberados al Medio.

En hámsteres Dorados, la concentración sérica de Diola los 30 días de edad,

es 5 veces superior que los niveles circulantes de T y DHT. De igual modo, en los

experimentos ¡n vitro, la producción de Diol basal y estimulada con hCG, fue

significativamente superior a los niveles de DHT liberados al Medio, y 8 veces más

alta que la producción de T detectada.

En gónadas involucionadas de hámsteres Dorados adultos, la principal

hormona sexual es la T, Ia cual muestra una concentración 5 veces superior a los

niveles de DHT y DioI. No obstante, Ia concentración de T en testículos

regresionados representa sólo el 25% de los niveles detectables en las gónadas

funcionalmente activas de animales adultos mantenidos en FN. En cambio, los

estudios ¡n vitroefectuados en el presente trabajo señalan que, Ia producción basal y

post-hCG de Diol en fragmentos testiculares provenientes de hámsteres adultos

expuestos a FC, es entre 8 y 10 veces más alta que la observada para T, y

quintuplica los niveles de DHTsecretados al Medio de incubación. Por otra parte, las

concentraciones de DHT y Diol liberadas al Medio a partir de testículos

involucionados, son 9 y 45 veces mayores que los niveles gonadales de estas

hormonas determinados in vivo. Estos resultados demuestran que la significativa

caída en el contenido de andrógenos testiculares detectada en los hámsteres

mantenidos en fotoinhibición,no puede ser atribuida exclusivamente a la ausencia de

factores estimulatorios hipofisarios (LH, FSH y PRL). Así, puede especularse que

durante la permanencia en FC, existiría también una regulación negativa de la

esteroidogénesis ejercida por algún 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 irradiación corporal que altera la síntesis de

melatonina en la pineal de la rata, produce también marcados cambios en Ia síntesis

de andrógenos. Este rol inhibitorio ejercido por Ia melatonina sobre la

esteroidogénesis testicular es mediado por la liberación de las gonadotrofinas

hipofisarias (Reiter y col, 1976; Tamarkin y coI., 1976b; Goldman y coI., 1979;

Cardinali, 1981). Sin embargo, en 1972, Ellis ¡ncubando fragmentos de tejido

testicular y microsomas de rata, en presencia de precursores radiactivos, detectó que

la melatonina inhibía la actividad de las enzimas 17a-hidroxilasa y 17-20 liasa.

Recientemente, Valenti y col. (1995) y Giusti y col. (1997) señalaron que, en

experimentos in vitro realizados con células de Leydig de rata y humanos, Ia

melatonina inhibe la esteroidogénesis, a traves de una reducción en Ia producción de

AMPCno relacionada con el sistema adenilato ciclasa dependiente de LH. Entonces,

además del conocido efecto inhibitorioejercido por la melatonina sobre la secreción

hipofisaria de LH,FSH y PRL, esta hormona pineal, podría actuar directamente sobre

el testículo disminuyendo la actividad esteroidogénica del mismo. Comparativamente,

Chandrashekar y Bartke (1989), describieron una significativa caída en el contenido

testicular de 17a-hidroxiprogesterona, androstenodiona y T durante la exposición de

hámsteres Dorados adultos a FC. Este descenso en los niveles gonadales de

andrógenos, se asocia con una disminución en Ia sintesis y/ó acción de las enzimas

17a-hidroxilasa, 17-20 Iiasa y 17B-hydroxiesteroide deshidrogenasa.

En los experimentos realizados con fragmentos testiculares provenientes de

hámsteres regresionados, la producción basal de T fue similar a la detectada en

animales adultos e inmaduros mantenidos en FN; mientras que, en respuesta a un

estímulo máximo con hCG (100mUI/ml), las gónadas fotoinvolucionadas secretaron

un 15% y un 50% menos de T que los testículos 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 síntesis de T a partir de progesterona durante la permanencia en
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fotorrestricción (Chandrashekar y Bartke, 1989). Recientemente Bartke y col. (1996),

propusieron que, las gónadas regresionadas tienen reducida su capacidad de

sintetizar andrógenos como consecuencia de los cambios morfométricosocurridos en

las células de Leydig durante esta etapa. Sin embargo, en los estudios ¡n vitro

realizados en este trabajo, ha sido posible observar que, los testículos regresionados

sintetizan DHT y Diolen mayor proporción que los animales adultos fotoestimulados;

y producen cantidades semejantes de Diol, pero la mitad de DHT que las gónadas

inmaduras. Con el agregado al Medio de incubación de un estímulo máximo de hCG

(100 mUI/ml), los testículos involucionados liberan concentraciones de DHT y Diol

significativamente mayores que las producidas por las gónadas adultas activas, pero

menores que las detectables en los experimentos efectuados con testículos

inmaduros. Así, las gónadas regresionadas aunque presentan una actividad

biosintética de T menor a la observable en testículos adultos normales, no poseen

reducida su capacidad esteroidogénica, puesto que, secretan DHTy Diolen niveles

significativamente superiores, asemejando Ia funcionalidad gonadal prepuberal.

Reiter, en 1980, basándose en las similitudes morfológicas gonadales existentes

entre las etapas de prepubertad y regresión, propuso que la exposición de hámsteres

adultos a FC revertiría la funcionalidad testicular a estadios de inmadurez

reproductiva. Sin embargo, los presentes resultados indicarían que el testículo

involucionado como resultado de la permanencia en fotorestricción, alcanzaría una

condición intermedia entre la etapa inmadura y adulta, que involucraría un aumento

en la actividad de las enzimas metabolizantes de T: 5a-reductasa y

3a-hidroxiesteroide óxido-reductasa, en comparación con animales adultos

gonadalmente activos.

Los experimentos realizados en presencia de GABAy 5-HT, permiten concluir

que, la 5-HT ejerce un efecto inhibitoriosobre Ia producción de andrógenos ¡n vitroen

las gónadas del hamster. En cambio, el agregado de GABAen el Medio, no generó

alteraciones en la producción basal y post-hCG de andrógenos, en testículos y

células intersticiales provenientes de hámsteres adultos mantenidos en condiciones

normales de luminosidad, como así tampoco en gónadas inmaduras y
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fotoregresionadas. En los citados experimentos se descartó un efecto letal tóxico de

los neurotransmisores, analizando Ia viabilidad celular luego de distintos tiempos de

incubación.

Nuestro Laboratorio previamente describió una acción regulatoria de GABA

sobre Ia función testicular en la rata. Este neurotransmisor estimularía Ia producción

de andrógenos en testículos enteros (Ritta y col, 1987) y en células intersticiales de

rata (Ritta y col, 1991), vía receptores de membrana tipos A y B, los cuales coexisten

en las células de Leydig (Ritta y co|._ 1991). Teniendo en cuenta los resultados

obtenidos en el presente trabajo, podríamos especular un rol especie-específico de

GABAen el testículo. Mientras que en la rata, este neurotransmisor potenciaría Ia

acción estimulatoria ejercida por la LH hipofisaria sobre la esteroidogénesis; en el

hamster, GABA participaría en la regulación de otro/s procesos metabólicos

gonadales que también sufren drásticas alteraciones durante el desarrollo puberal y

Ia transición fotoperiódica involución-reactivación. AI respecto, se han detectado

ARNms codificantes para GAD, Ia principal enzima biosintética de GABA, en

espermatocitos y espermátidas (Persson y col, 1990; Tillakaratne y col, 1992); y se

ha establecido Ia presencia de receptores GABA tipo A (Erdó y Wekerle, 1990;

Wistrom y Meizel, 1993; Blackmore y col, 1994) y proteínas transportadoras en

membranas de espermatozoides (Aanesen y col, 1995; Aanesen y col, 1996).

Además, Cohn y col. (1982) y Persson y col. (1990), señalaron un posible efecto del

neurotransmisor sobre Ia viabilidad y motilidad del esperma.

En concordancia con los resultados obtenidos en el presente trabajo señalando

una regulación serotoninérgica negativa de la esteroidogénesis gonadal en el

hámster, estudios de otros autores indican que, también en Ia rata, Ia presencia de

5-HT en cultivos de células de Leydig, disminuye significativamente Ia producción de

T basal y estimulada por hCG (Tinajero y col, 1992).

En gónadas de hámsteres adultos mantenidos en FN, el efecto modulador

negativo de la 5-HT sobre Ia esteroidogénesis, fue visualizable en Ia producción

¡n vitrode T y DHT. En cambio, Ia liberación de Diol al Medio de incubación no mostró

cambios en presencia del neurotransmisor. La producción basal de T y DHT resultó
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inhibida en un rango de concentraciones de 5-HT similares. Contrariamente, la

producción de T post-hCG, mostró ser más sensible al efecto regulador de la 5-HT

que la secreción de DHT. Así, en testículos funcionalmente activos de hámsteres

adultos, la 5-HT inhibiríael 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 celulas intersticiales aisladas a partir de

gónadas adultas activas, se requirieron concentraciones de 5-HT iguales o mayores

de 106M para inhibir Ia producción de T estimulada por hCG. En cambio, en

fragmentos testiculares, una concentración 10'1°M de 5-HT disminuyó

significativamente la liberación de T post-hCG. Estos resultados señalarían que, el

control serotoninérgico de la esteroidegénesis gonadal, podría ser influenciado por

una regulación 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 Ia actividad de

las células de Leydig (Knotts y Glass, 1988; Voglmayr 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 proporción de las mismas es

menor en dichas preparaciones de células, que en los experimentos realizados con

fragmentos gonadales. Así, Ia diferencial sensibilidad a la 5-HT en células aisladas y

fragmentos testiculares, podría resultar de una regulación de la producción de T por

otros tipos celulares presentes en el intersticio, tales como macrófagos, fibroblastos,

linfocitos,células plasmáticas y en menor grado mastocitos (de Kretser y Kerr, 1994).

La acción estimulatoria de Ia LHsobre Ia producción de andrógenos gonadales

es ejercida a través de su unión a receptores específicos ubicados en la membrana

de las células de Leydig (Loosfelt y col. , 1989; McFarIand y col., 1989), una proteína

Gs que activa a Ia adenilato ciclasa ocasionando un aumento en Ia síntesis de AMPc

(Duffau y col, 1973), y la fosforilación, mediante una PKA, de proteínas

intracelulares que regulan la expresión génica y traducción de enzimas claves en el

proceso biosintético de esteroides (Podestá y col, 1976; Hall y col., 1979; Pon y coI.,
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1986; Rommerts y Cooke, 1988; Epstein y Orme-Johnson, 1991). La modulación

negativa de la 5-HT sobre la producción de andrógenos gonadales inducida por

hCG/LH,puede ser ejercida en uno o varios niveles diferentes de esta cascada de

eventos involucrados en Ia transducción intracelular de Ia señal estimulatoria

resultante de la unión de Ia hormona a su receptor de membrana. Los resultados

obtenidos en el presente trabajo señalan 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

producción de T estimulada por hCG. En consecuencia, 5-HT actuaría modulando

negativamente la actividad de la adenilato ciclasa productora de AMPc

probablemente a través de una proteína Gi. Alternativamente, 5-HT podria regular

algún paso metabólico previo en la transducción de Ia señal hormonal, tal como la

interacción entre LH y su receptor específico, y/o Ia funcionalidad de Ia proteína Gs.

Por otra parte, aunque el agregado de una concentración 0.5mM de dbAMPc en el

Medio de incubación, aumentó significativamente Ia producción de T post-hCG en

presencia de una concentración 106M de 5-HT, la misma permaneció disminuida con

respecto al grupo control en ausencia del neurotransmisor. Estos resultados

señalarían que se requieren concentraciones de dbAMPcsuperiores a 0.5 mM para

revertir en su totalidad el efecto inhibitorio de la 5-HT, o alternativamente, este

neurotransmisor regularía también eventos posteriores a la formación de AMPc en Ia

cascada de mensajeros relacionados con Ia transmisión intracelular del estímulo

gonadotrófico. AI respecto, Ellis (1972), incubando precursores radiactivos con

preparaciones de microsomas y fragmentos de tejido testicular de rata, estudió el

efecto de Ia 5-HT sobre las distintas etapas enzimáticas de la esteroidogénesis.

Dicho trabajo demostró que Ia 5-HT inhibe en forma no competitiva a las enzimas

17a-hidroxilasa, 17-20 Iiasa y 17 ceto-reductasa, Io que se traduce en un bloqueo en

Ia conversión de 14C-progesterona en T radiactiva en ambas preparaciones

testiculares.

5-HT es el principal neuromodulador en la producción de CRF en el cerebro

(Holmes y col, 1982), y estimula Ia secreción del mismo a partir de fragmentos
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hipotalámicos (Calogero y co|., 1989). Este péptido se halla ampliamente distribuido

en el sistema nervioso central (Petrusz y Merchenthaler, 1992). CRF estimula la

secreción de péptidos activos tales como ACTH, B-endorfinas y MSH, a través de

receptores específicos localizados en los corticotropos de Ia glándula pituitaria

anterior y el lóbulo intermedio, via mecanismos dependientes de AMPc (Aguilera y

col, 1983; Wynn y co|., 1983; Wynn y col, 1984). En Io que respecta a Ia función

reproductiva, CRF actúa a nivel hipotalámico inhibiendo la secreción de GnRH, lo

que produce una reducción 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 endócrinas del páncreas, tracto

gastrointestinal, adrenal, pulmón, placenta, ovario y testículo 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 co|., 1992). En el testículo, 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 secreción de CRF en células de Leydig de rata (Tinajero

y coI., 1992).

En el presente trabajo hemos detectado que, concentraciones 10*5M de CRF

disminuyen significativamente la producción de T basal y estimulada por hCG en

preparaciones crudas de células intersticiales provenientes de hámsteres adultos

normales. Esta regulación negativa ejercida por CRF sobre la producción de

andrógenos gonadales, es evitada por la incubación simultánea con un anticuerpo

específico contra CRF.

Por otra parte, Ia acción inhibitoria de 5-HT sobre la producción 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, sería ejercido a través de CRF. Coincidentemente,

informes previos de Fabbri y col. (1990b) y Tinajero y col. (1992) señalan que, Ia

5-HT actuando a través de receptores 5-HT2presentes en las membranas de las
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células de Leydig de rata, estimula la secreción de CRF a través de la activación de

una PKC y la hidrólisis de fosfoinosítidos, independientemente de la formación de

AMPc y de la estimulación de proteínas Gi. A su vez, el CRF secretado por las

células de Leydig, inhibiría la producción de AMPc estimulada por LH, mediante un

mecanismo de acción similar al empleado por la 5-HT, dependiente del sistema de

fosfoinositoles y de Ia activación de PKC (Ulisse y col., 1990).

En testículos prepuberales, concentraciones de 5-HT entre 10'7M a 10'5M

inhibieron exclusivamente Ia producción de Diol basal y estimulada por hCG;

mientras que, los niveles de T y DHT no fueron modificados. Como se ha

mencionado anteriormente, Dioles el andrógeno producido en mayor concentración

durante esta fase del desarrollo sexual. Datos bibliográficosseñalan que, las células

de Leydig inmaduras de rata, producen principalmente andrógenos Sci-reducidos

(lnano y col, 1967; Cochran y col, 1979; Corpechot y co|., 1981; Chubb y Evving,

1981; Tapanainen y col, 1984), y presentan altos niveles de las enzimas

metabolizantes de T: 5a-reductasa y 3a-hidroxiesteroide óxido-reductasa (Podestá y

col, 1976; Yoshizaki y co|., 1978; Murono y Washburn, 1989). Estudios metabólicos

previos realizados por otros autores en testículos inmaduros del hamster Dorado,

describen un aumento significativoen la actividad 5a-reductasa durante el estadío

prepuberal (Tsuji y col, 1984). Este incremento en la actividad enzimática disminuye

la concentración gonadal de T, y eleva los niveles de sustrato disponibles para la

enzima 3a-hidroxiesteroide óxido-reductasa, y en consecuencia, aumenta la

concentración gonadal de DioI. La actividad 5a-reductasa es detectable

principalmente en las células intersticiales ante la influencia de LH y FSH (Yabumoto

y col, 1985). Así, el efecto inhibitorio ejercido por la 5-HT en la síntesis gonadal de

andrógenos a partir de progesterona, disminuiría significativamente la producción

¡n vitro de Diol, principal hormona sexual masculina en esta etapa del desarrollo.

Alternativamente, no puede ser descartarse, una regulación directa de la 5-HT sobre

la actividad 5a-reductasa y/ó 3a-hidroxiesteroide óxido-reductasa en las gónadas

inmaduras del hamster.
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En testículos regresionados, concentraciones de 5-HT mayores o iguales a

10'7M,disminuyeron significativamente la producción basal y estimulada por hCG en

los tres andrógenos analizados: T, DHT y DioI. En cambio, como se describiera

anteriormente, en testículos inmaduros solamente la liberación DioIes afectada por

este neurotransmisor, y en animales adultos gonadalmente activos, sólo Ia

producción de T y DHT es influenciable por 5-HT.

Este efecto distintivo de la 5-HT sobre Ia esteroidogénesis según el estadío

funcional testicular, avala la hipótesis sobre la existencia, en gónadas regresionadas,

de una situación fisiológica intermedia entre la actividad metabólica característica de

testículos prepuberales y adultos.

En resúmen, la actividad esteroidogénica testicular presenta profundos cambios

durante la maduración sexual y la transición fotoperiódica regresión-recrudescencia.

La capacidad biosintética de andrógenos detectable en cada una de estas fases

resultaría 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 períodos en los que la

concentración sérica de LHes elevada, y los estudios de producción de andrógenos

¡n vitrorealizados en presencia del neurotransmisor, nos sugieren que 5-HT regularía

la esteroidogénesis gonadal, amortiguando el efecto estimulatorio ejercido por la LH

sobre este proceso. La actividad serotoninérgica actuaría, por lo menos, sobre la

producción celular de AMPc o en eventos previos en la transducción de la señal

estimulatoria gonadotrófica, y sería mediada por la acción de CRF sobre la

esteroidogénesis testicular. Contrariamente, la presencia de GABAen el testículo del

hámster no influenciaría la síntesis de esteroides, pudiendo modular la

espermatogénesis u otros procesos gonadales.
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Los estudios realizados en el presente trabajo de Tesis permitieron obtener

las conclusiones que se enumeran a continuación.

1) El estudio comparativo efectuado entre hámsteres de las especies Dorado y

Djungarian permitiódescribir modificaciones especie-específicas en:

o El tamaño corporal y el peso de los órganos reproductivos durante el proceso

de desarrollo sexual.

Aunque en las dos especies. la etapa de mayor desarrollo corporal coincidió con el período

prepuberal; en hámsteres Dorados, Ia velocidad de crecimiento en Ia fase de inmadurez fue

significativamente superior a la detectada en la especie Djungarian. Hámsteres Dorados

prosiguieron su crecimiento corporal durante Ia etapa puberal aunque a una menor

velocidad; en cambio. hámsteres de la especie Djungarian alcanzaron su máximo desarrollo

reproductivo a los 46 dias de edad.

Los testículos y las glándulas sexuales accesorias. en hámsteres de la especie Djungarian,

presentaron una mayor relevancia en relación al tamaño corporal. que los órganos

reproductivos en hámsteres Dorados.

o La masa corporal, contenido Iipídico y coloración de pelaje durante Ia

exposición a FC.

A diferencia de los cambios descn'ptos por otros autores en el peso corporal, niveles

Iipídicos y coloración de pelaje en hámsteres de la especie Djungarian expuestos a FC; no

se observaron alteraciones apreciables en estos parámetros durante la permanencia de
hámsteres Dorados en condiciones restrictivas de luminosidad.

o En los niveles circulantes de gonadotrofinas y hormonas sexuales a Io largo

del desarrollo sexual.

En hámsteres Dorados, la concentración sén'ca de gonadotrofinas alcanzó sus niveles

máximos entre los 36 y 46 días de edad. En cambio, en hámsteres de Ia especie

Djungan'an, los niveles circulantes de LH mostraron un primer incremento a los 30 días, y

un posterior aumento en la fase puberal (46-60 días de edad).

Si bien en ambas especies se detectó la mayor concentración sérica de T y DHTdurante la

pubertad, en hámsteres Dorados se observó un significativo incremento en los niveles

circulantes de Diol durante el período de inmadurez. En cambio, en hámsteres 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 hámster Dorado,

como ha sido previamente descripto en la rata, Diol sería el pn‘ncipalandrógeno producido

por las células de Leydig durante el período prepuberal. Esta conclusión no puede ser

extendida al hamster Djungarian, que presenta concentraciones equiparables de T y Diolen

esta fase del desarrollo reproductivo.

2) El diseño experimental consistente en la exposición de hámsteres Dorados

adultos a FC durante diferentes intervalos de tiempo, nos ha permitido concluir

que:

Ó

Ó

La permanencia en condiciones restrictivas de luminosidad durante 14-16

semanas (período de máxima regresión reproductiva), produce una caída

significativa en el peso testicular y de las glándulas sexuales accesorias, en el

contenido de ADN y proteínas en estos órganos, en los niveles séricos de

hormonas hipofisarias y andrógenos, y en la concentración testicular y

epididimaria de T, DHT y Diol. Dichos parámetros son parcial o totalmente

restaurados hacia las 22 semanas de exposición a FC (período de recrudescencia

espontánea).

EI significativo descenso observado en los niveles testiculares de hormonas

sexuales durante Ia etapa de regresión reproductiva, no respondería a una

reducción en la capacidad esteroidogénica de las gónadas involucionadas
como resultado de las alteraciones ocurridas en el testículo durante esta fase.

o En los experimentos ¡n vitro realizados con fragmentos testiculares provenientes de

hámsteres adultos expuestos a FC durante 14 semanas, la producción de T estimulada con

hCG disminuyó en un 15% respecto a los niveles hormonales secretados desde gónadas

activas. Sin embargo, en testículos regresionados, Ia producción de andrógenos totales

(T+DHT+DioI)fue 7 veces superior en comparación con la detectada en gónadas de

animales adultos mantenidos en FN. Así, puede especularse que en Ia etapa de regresión

testicular, además de una ausencia de estimulación hipofisaria, existiría también una regulación

negativa de la esteroidogénesis ejercida por algún factor extra-gonadal. EI desarrollo de

experimentos in vitro con fragmentos testiculares aislados, permite independizarse de dicho

factor extra-testicular, y demuestra que, las gónadas fotoregresionadas, presentan una

importante actividad esteroidogénica.
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La actividad secretoria de inhibina B desde las células de Sertoli, presentaría una

dependencia diferencial, respecto de los niveles séricos de FSH, según el estadío

de la transición regresión-recrudescencia fotoperiódica.

En etapas tempranas de la regresión gonadal fotoinducida, Ia concentración sérica de inhibina B,

no sería 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

pen'fén'cas de FSH notoriamente disminuidas. En cambio, en Ia etapa de máxima regresión

testicular, la secreción de inhibina B desde las células de Sertoli, requeriría la estimulación

por FSH. Así, se observó que, a las 14-16 semanas de exposición a FC, las concentraciones

circulantes de FSH e inhibina B alcanzaron sus mínimos niveles. Finalmente, en estadios

tempranos de la recrudescencia espontánea, se detectaron niveles séricos de FSH

equiparables a los presentados por el grupo control. Sin embargo, Ia concentración de inhibina B

permaneció significativamente disminuida en relación con el grupo de animales mantenido en

FN. En consecuencia, Ia concentración sérica de FSH, no desencadenaria una recuperación

en los niveles circulantes de inhibina B en esta fase de reactivación.

Durante la involución reproductiva, se produce una significativa elevación en la

concentración de PA en testículos y vesículas seminales; mientras que, en la

fase de recrudescencia, las PA recuperan sus niveles controles. Estos cambios

foto-relacionados en la concentración de PA tanto en testículos como en

vesículas seminales del hámster, podrían desencadenar el crecimiento y Ia

regeneración de estos órganos reproductivos durante Ia fase de reactivación

espontánea, a través del restablecimiento de su peso, morfología y

funcionalidad; o bien actuar como señales secundarias mediando Ia acción de

hormonas y/o factores tróficos en esta etapa.

El significativo aumento en la concentración testicular de PA en la fase de

regresión, resultaría conjuntamente de una mayor sintesis de novo de estos

policationes y de un balance en la interconversión con sus acetil derivados.

Contrariamente, en vesículas seminales, el incremento en la concentración de

PA durante la exposición a FC, no se encontraría asociado a un aumento en la

actividad ODC, pudiendo responder a Ia mobilización de otras fuentes tales

como la incorporación desde Ia circulación general, con un probable origen

testicular, y a la interconversión con sus formas acetiladas. Así en las
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vesículas seminales del hámster, al igual que Io descripto previamente en las

glándulas de la rata, Ia ODC sería altamente dependiente de los niveles

circulantes de PRL.

3) El estudio comparativo efectuado entre hámsteres Dorados adultos expuestos

a FC, y anima/es en diferentes estadios del desarrollo sexual (prepubertad,

pubertad y adultez) nos ha permitido concluir que:

o Ciertos cambios endócrinos y funcionales ocurridos en la transición regresión­

recrudescencia fotodependiente, mimetizan las variaciones detectadas durante
el desarrollo sexual del hamster.

o En Ia fase de máxima regresión reproductiva, se observó una severa caída en el peso de

los testículos y órganos sexuales accesorios, con una significativa reducción en el contenido

de ADN y proteínas de los mismos. Posteriormente, en la etapa de recrudescencia

espontánea estos parámetros presentaron un notorio incremento, en forma análoga a Io

detectado durante el desarrollo puberal en hámsteres Dorados.

o En el período de involución, se observó una marcada disminución en los niveles circulantes

de LH, FSH y PRL. En etapas tempranas de la reactivación reproductiva espontánea,

similarmente a Io ocurrido en el período prepuberal, los niveles séricos de gonadotrofinas

presentaron un aumento significativo; mientras que, PRL permaneció disminuida.

o Durante Ia fase de regresión, se detectó una significativa disminución en los niveles séricos,

gonadales y epididimarios de T, DHT y Diol. A las 22 semanas de permanencia en FC, se

observó una reactivación en la producción gonadal de hormonas sexuales, que mimetiza la

adquisición de la capacidad biosintética de andrógenos en los testículos puberales.

o No obstante, se han detectado también, eventos metabólicos propios de la

fase de regresión, no equiparables a los sucesos bioquímicos característicos

de la prepubertad.

o Los testículos regresionados presentan concentraciones de T, DHTy Diolsignificativamente

menores a las detectadas en gónadas activas. En cambio, aunque los testículos

prepuberales producen T y DHT en baja proporción, la concentración de Diol en esta fase
del desarrollo sexual alcanza sus niveles máximos.
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o Las gónadas de animales adultos expuestos a FC requirieron, para alcanzar el 50% de la

estimulación máxima sobre la producción in vitro de andrógenos, Ia mitad de la

concentración de hCG empleada por los testículos prepuberales y adultos activos. Por lo

tanto, los testículos fotoinvolucionados, presentarían una mayor sensibilidad a la

estimulación con hCG en comparación con las gónadas de animales inmaduros y adultos
mantenidos en FN.

Los testículos involucionados, presentaron una producción in vitro de T semejante a la

detectada en testículos maduros; mientras que, Ia secreción de DHT y DioI desde los

mismos, fue equiparable a la observada en gónadas inmaduras. En consecuencia, el

testículo regresionado en lugar de poseer una capacidad esteroidogénica prepuberal,

alcanzaría una condición fisiológica intermedia entre las fases de inmadurez y adultez.

4) E/ estudio de neurotransmisores en órganos reproductivos nos permitió concluir

que:

O

Ó

O

Ó

Los testículos del hamster presentan importantes niveles de ácido GABA y

5-HT.

Durante el proceso de desarrollo sexual, los niveles gonadales de GABAen

hámsteres de las especies Dorado y Djungarian, sufren marcadas alteraciones

detectándose, en la etapa prepuberal y en Ia fase adulta, un significativo

aumento en el contenido gabaérgico testicular.

En el desarrollo puberal del hámster Dorado, los niveles de 5-HT en cápsula y

parénquima testicular presentan marcadas modificaciones. La concentración

serotoninérgica gonadal alcanza sus niveles máximos durante la prepubertad y

del

concentraciones circulantes de gonadotrofinas y hormonas sexuales.

adultez, dos etapas desarrollo caracterizadas por importantes

El contenido testicular de GABA y 5-HT es claramente sensible a las

alteraciones en el fotoperíodo. En Ia etapa de maxima regresión reproductiva,

la concentración gabaérgica incrementa marcadamente; mientras que, los

niveles testiculares de 5-HT describen una significativa disminución. Durante la

reactivación espontánea, la concentración gonadal de GABA retorna a sus

contenido serotoninérgico permaneceniveles controles. En cambio, el
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significativamente bajo, señalando que, Ia 5-HT no ejercería un rol relevante

durante el restablecimiento de la funcionalidad testicular en condiciones

fisiológicas normales.

GABAes sintetizado endógenamente en el testículo del hamster, empleando al

Glut como precursor. Sin embargo, su síntesis alternativa a partir de PA, no

puede ser descartada.

o Las alteraciones detectadas en los niveles gabaérgicos testiculares durante el proceso de

desarrollo sexual en los hámsteres Dorado y Djungarian, se correlacionaron con los

cambios ocurn'dos en el contenido de Glut en este órgano.

EI contenido testicular de Glut presentó, durante la transición fotoperiódica regresión­

recrudescencia, modificaciones semejantes a las descriptas por los niveles gonadales de

GABA. Asimismo. en Ia fase de máxima involución testicular, se detectó un importante

incremento en Ia actividad GAD gonadal, que correlaciona con un notorio aumento en la

concentración gabaérgica, y una significativa caída en los niveles glutamatérgicos.

Durante la exposición a FC. los niveles testiCuIares de GABA y Put describieron perfiles de

variación similares.

El metabolismo de 5-HT a 5-HlAA,sería un punto clave en Ia regulación de los

niveles gonadales del neurotransmisor.

En la fase adulta, además del importante aumento detectado en los niveles serotoninérgicos

gonadales, el catabolismo testicular de 5-HT a 5-HIAA presentó también un incremento

significativo.

La permanencia en FC, que desciende significativamente el contenido serotoninérgico

gonadal, disminuyó marcadamente el catabolismo de 5-HT en el parénquima testicular.

Los epidídimos y las vesículas seminales del hamster, presentan importantes

niveles GABA, que participarían en la modulación de procesos metabólicos

claves de estos órganos reproductivos accesorios.

En el desarrollo sexual del hamster Dorado, los niveles epididimarios y

vesiculares de GABAsufren marcadas alteraciones, detectándose el máximo

contenido tisular del neurotransmisor. durante el período puberaI-adulto.

El contenido de GABAen epidídimos y vesículas seminales del hámster, es

descendiendonotoriamente sensible a las condiciones fotoperiódicas,

significativamente durante la fase de máxima regresión reproductiva.
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La concentración gabaérgica epididimaria no resultaría de la síntesis de novo

de este neurotransmisor a partir de Glut. Teniendo en cuenta el importante

aporte testicular de fluidos y células al epidídimo, un origen gonadal del GABA

epididimariono puede ser descartado.

o El aumento detectado en Ia concentración epididimaria de GABA durante Ia fase de

regresión. no se asoció con una mayor actividad de la enzima GAD que cataliza la

biosíntesis del neurotransmisor partir de Glut.

Los niveles de GABApresentes en vesículas seminales del hamster, podrían

resultar de la síntesis endógena del neurotransmisor a partir de Glut y Put,

aunque fuentes alternativas deben ser también evaluadas.

Las significativas alteraciones en los niveles gabaérgicos vesiculares, durante el desarrollo

sexual y Ia transición regresión-recrudescencia, se correlacionaron con los cambios

detectados en el contenido de Glut en este órgano.

o Las modificaciones en el contenido de GABA en vesículas seminales de hámsteres

expuestos a FC, presentaron un perfil similar a las alteraciones detectadas en los niveles
vesiculares de Put.

GABAno afecta Ia esteroidogénesis gonadal del hamster. No obstante, este

neurotransmisor podría participar en la regulación de otro/s procesos

metabólicos testiculares que también sufren importantes alteraciones durante

el desarrollo puberal y Ia transición fotoperiódica involución-reactivación.

o En los experimentos de producción de andrógenos ¡n vitro, realizados con fragmentos

testiculares y células intersticiales provenientes de hámsteres prepúberes y adultos

mantenidos en FN, y de animales regresionados; concentraciones de 5-HT entre 10’”M y

10'5M, no produjeron cambios significativos en los niveles de T, DHT y Diol secretados al

Medio de incubación.

Por lo contrario, Ia 5-HT ejerce una significativa acción inhibitoría sobre Ia

producción testicular de andrógenos. Así, los altos niveles gonadales de 5-HT

detectados en etapas de la exposición a FC y del desarrollo sexual,

caracterizadas por elevadas concentraciones circulantes de LH; nos sugieren

que este neurotransmisor regularía Ia esteroidogénesis amortiguando el efecto

estimulatorio ejercido por las gonadotrofinas hipofisarias sobre este proceso
testicular.
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o En los experimentos de producción de andrógenos in vitro, realizados con fragmentos

testiculares y células intersticiales provenientes de hámsteres prepúberes y adultos

mantenidos en FN. y de animales regresionados; el agregado de concentraciones

fisiológicas de 5-HT en el Medio de incubación, produjo una disminución significativa en el

niveles de T, DHT y Diol secretados.

o La 5-HT ejercería una regulación negativa diferencial sobre la

esteroidogénesis, según el estadío funcional testicular.

o En los experimentos in vitro realizados con testículos provenientes de hámsteres

prepuberales y adultos mantenidos en FN, este neurotransmisor inhibió la producción de las

hormonas sexuales que presentan una mayor concentración in vivo (DioI en los animales

inmaduros; T y DHT en los hámsteres adultos). En cambio, en los estudios efectuados con

animales adultos expuestos a FC, 5-HT inhibió Ia producción de los tres esteroides

analizados. Estos resultados avalan la hipótesis sobre Ia existencia, en gónadas regresionadas,

de un estado fisiológico intermedio entre la actividad metabólica característica de testículos

prepuberales y adultos.

Ó El control ejercido por Ia 5-HT sobre la funcionalidad de las células de Leydig,

sería influenciado por una regulación paracrina desde el compartimiento

tubular u otros tipos celulares presentes en el intersticio.

o Los experimentos in vitro realizados con preparaciones de células intersticiales, requirieron

concentraciones de 5-HT mayores que las empleadas en incubaciones de fragmentos

testiculares (10'8M vs 10'1°M), para detectar el efecto inhibitorio ejercido por este

neurotransmisor sobre producción de andrógenos basal y estimulada por hCG.

El CRF ejerce una significativa acción inhibitoria sobre la producción testicularÓ

de andrógenos.

o Los experimentos in vitro realizados con preparaciones de células intersticiales, permitieron

detectar un efecto inhibitorio de CRF sobre Ia producción de T basal y post-hCG. Dicho

efecto modulador negativo, fue bloqueado por el agregado en el Medio de incubación, de

un anticuerpo específico anti-CRF.

EI efecto inhibitoriode 5-HT sobre la producción de andrógenos estimulada por LHO

en gónadas del hamster, sería mediado por CRF, y actuaría modulando

negativamente la actividad de la adenilato ciclasa productora de AMPc, o algún

paso metabólico previo en la transducción de Ia señal hormonal.
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o EI efecto inhibitorio de 5-HT sobre Ia esteroidogenesis testicular, fue bloqueado en

presencia de un anticuerpo anti-CRF en el medio de incubación de células intersticiales

provenientes de hámsteres adultos normales.

o El agregado de dbAMPc a incubaciones de células intersticiales en presencia de 5-HT, revirtió

significativamente el efecto inhibiton‘oejercido por este neurotransmisor sobre la producción de T

estimulada por hCG.
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