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’ RESUMEN

La. regulapion de la fase postnatal temprana de activacion testicular asi como de la posterior
quiescencia en humanos es poco conocida. Tanto la secrecion de hormonas hipofisarias como la
composicién celular del testiculo correspondiente a la fase postnatal temprana son diferentes al
testiculo adulto. El objetivo fundamental del presente trabajo de tesis fue desarroliar el cuitivo primario
de células testiculares humanas provenientes de necropsia. Se estudiaron 50 testiculos de pacientes
neonatales (grupo 1, G1), de la etapa de activacion postnatal (G2), de la etapa de quiescencia
testicular (G3) y puberales (G4). El estudio de la secrecion de testosterona (T), marcador de células de
Leydig, en funcion del tiempo post mortem (tpm) encontré que el tom debe ser de hasta 24 horas, ya
que a tpm mayores no hay T y se activa la enzima aromatasa. Se comparé la T basal y la respuesta a
gonadotrofinas en los 4 grupos, hallandose que la T basal es significativamente mayor en G1y G2 que
en G3 (p<0.05) y que sélo G2 responde a gonadotrofinas. Se encontré que la actividad estimada de
las enzimas 17B-HSD, 3p-HSD y 17,20 liasa de la P450c17, fue significativamente mayor en G2 que
en G3 y que 17B-HSD y 3B-HSD estan mas activas que 17,20 liasa. Por andlisis con precursores
tritiados de las vias A4 y AS e identificacion de metabolitos producidos por cromatografia en capa
delgada se observo que la via A5 es preferencial en testiculo humano prepuber. Se observé un
aumento de T en ausencia de gonadotrofinas bajo GH en G2 y bajo IGF-1 en los 4 G. Se estudio la
secrecion de inhibina-B, marcador de célula de Sertoli, encontrandose una disminuciéon con la edad
durante la prepubertad, un aumento en paralelo a la T y un efecto estimuiador de FSH. Por el método
de subcultivos y criopreservacion de céiulas testiculares humanas de necropsia. se encontrd T, bajo
colesterol 6 pregnenolona, indicando que las enzimas esteroidogénicas estan preservadas. £l modelo
experimental desarrollado ha demostrado ademas ser util para estudiar la fisiopatogenia de diversas
alteraciones de la funcién testicular en los nifios.

ABSTRACT
The regulation of the early postnatal activation and subsequent quiescence in human testicular
development is poorly understood. The secretion of pituitary hormones and the testicular cell
composition in prepubertal are different than adult men. The main aim of this study was to develop the
primary culture of human testicular cells obtained from necropsy. A total of fifty testes was studied and
divided into: neonatal stage or group 1 (G1), postnatal activation stage (G2), stage of quiescence (G3)
and pubertal stage (G4).Testosterone secretion (T), as marker of Leydig cell function, was related with
post mortem hours (pmh). it was found that pmh must be less than 24 hours, because at pmh a higher
T dissapeared and aromatase activity increased. Basal T and response to gonadotrophins were
analyzed in the 4 groups. Basal T was significantly higher in G1 and G2 than in G3 (p<0.05), and only
in G2 an increment of T was found under LH/FSH. SeventeenB-HSD, 3p-HSD and the 17,20 Iyase of
P450c17 activities were estimated in G2 and G3 and it was found that the three activities were higher in
G2 than in G3, and 17p-HSD, 3B-HSD were more activated than 17,20 lyase. The analysis of the two
pathways of steroidogenesis A5 and A4, studied after the incubation with radiolabeled precursors and
the identification of products by TLC, showed that the preferential pathway is the AS5. The stimulating
effect of factors other than gonadotrophins was studied. An increment of T under GH in G2 and under
IGF-1 in the four groups in the abscence of LH/FSH was observed. inhibin-B secretion, as marker of
Sertoli cells, was studied. A negative correlation between inhibin-B secretion and age during prepuberty
was found. Moreover, a positive correlation between Inhibin-B and T and a stimulating effect of FSH on
Inhibin-B secretion was also shown. Human testicular cells obtained from necropsies were subcultured
and cryopreserved and their ability to secrete T was maintained, under cholesterol or pregnenolone,
showing that steroidogenic enzymes were preserved. The present model of human testicular ceils in
culture was found to be useful to study the physiopathogenesis of some alterations of testicular

function in boys.
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INTRODUCCION




Antecedentes Historicos

Desde los primeros anos de la historia se ha observado que los testiculos estaban

relacionados con caracteristicas sexuales del individuo y que poseian un rol reproductivo

).

Trescientos anos antes de Cristo, Aristételes fue uno de los primeros en describir esta
relacion. Observo que la castracion de los pajaros macho impedia el desarrolio de
caracteristicas sexuales como la coloracién de la cresta y la atraccion de las hembras y
asocid los cambios de las aves con los descriptos en nifios castrados con voz aflautada

persistente y vello sexual ausente en la vida adulta.

A mediados del siglo XIX Berthold presenté una evidencia sobre el rol del testiculo en el
control de caracteristicas sexuales masculinas. Demostré que la atrofia de i3 cresta del
galio luego de la castracion podia revertirse con la implantacién de los testicuios en la

cavidad abdominal (1).

Hacia la misma época Claude Bernard demostré que un érgano puede secretar una
substancia directamente hacia la sangre y ésta actuar sobre otro érgano. El denomino

“milieu intérieur”, a la que actualmente se conoce con la denominacion de “hormona” (1).

La testosterona fue extraida por primera vez en forma cristalina a partir de testiculos totales

por David y colaboradores en 1935 y sse mismo afno pudo ser sintetizada quimicamente

(1).

A pesar de que la célula de Leydig fue identificada en mamiferos a mediados del siglo XIX
y su posible ro! endocrino fue sugerido a comienzos de este siglo, recién en 1960 se
realizaron los primeros experimentos para aislar los compartimientos del testiculo en
tubulos seminiferos y tejido intersticial y se demostrd que la célula intersticial de Leydig era
la principal fuente de androgenos testiculares (1). Mas recientemente, desde 1970 y hasta
el presente se desarrollaron técnicas para el aislamiento, la purificacion y el cultivo de
células de Leydig (2) y se han clonado las enzimas esteroidogénicas involucradas en la
sintesis de testosterona (3,4) lo cual ha sido un importante avance en el conocimiento de la

localiz2cion celular y la regulacion de estas enzimas en el desarrollo testicular.



Desarrollo embriologico

Las células germinales primordiales en el embrién humano ya se pueden detectar al final
de la gastrulacién -dia 19- en el endodermo extraembrionario de la pared del saco vitelino y
en la vecindad del polo proximal del saco alantoideo (5). Histologicamente las células
germminales se destacan por su tamano relativamente grande, de 14 a 18 micrones de
diametro, su nucleo voluminoso y esferico con uno o6 dos nucleolos y su citoplasma claro,
reaccion positiva a la fosfatasa alcalina y un alto contenido en glucégeno (6). También en
la fase gastrula se pueden localizar dos areas nefrogénicas, anterior y posterior. Las
células derivadas de ambas areas migran hacia la linea primitiva y por invaginacion
constituyen un segmento intermediario o nefrotomo del mesodermo intraembrionario.
Celulas derivadas del area nefrogénica anterior forman el pronefros y el mesonefros
anterior, mientras que células derivadas del area nefrogénica posterior forman el
mesonefros posterior y el metanefros. Por lo tanto el mesonefros, de gran importancia en la

gonadogénesis, esta formado por células de ambas areas del epidlasto.

Los elementos que participan en la formacion de la gonada son el epitelio celdomico, las
células germinales primordiales y el mesonefros. El epitelio celémico sufre multiples
divisiones y como resultado de las mismas se toma estratificado, profundizando su porcion

intema en el mesodermo subyacente. Forma de esta manera los cordones sexuales

primanos.

Las células germinales sufren una activa migracion usando un movimiento ameboide. como
se demostré en anfibios, y obedeciendo a un quimiotactismo ejercido por la cresta genital.
Estas celulas se multiplican a meaida que migran: hay alrededor de cincuente células en la
pared del saco vitelino antes de la migracion, e: numero se eleva a cuatrocientos cincuenta
antes de la colonizacion de la gonada y excede los mil poco después de colonizar la cresta
genital. Ademas, al mismo tiempo las células del mesonefros que estan al nivel de la cresta
genital y que no se diferencian hacia elementos renales se movilizan hacia la cresta y

constituyen la médula primitiva de la gonada (7,8).

Respecto a la diferenciacion gonadal se acepia que la causa que induce a una gonada
embrionaria bipotencial a embarcarse a una diferenciacioén definitiva hacia testiculo o hacia
ovario tiene un origen exclusivamente genético. La diferenciacion testicular requiere la
prosencia de un factor determinante testicular. Se ha demostrado que un gen, ubicado en
el brazo corto del cromosoma Y, cercano a la regién pseudoautosémica conocido como

gen SRY (sex-determining region Y) codifica para un factor determinante testicular.
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Estudios en ratones transgénicos Ftz-F1 y deficientes WT-1 han demostrado que habria

otros genes esenciales para el desarrolio gonadal temprano (9).

Desde el punto de vista histogénico la gonada pasa por un periodo inicial indiferenciado en
el cual es imposible distinguir entre gonada femenina y masculina y por esta razén se
denomina "gonada indiferenciada”. Sin embargo, en el embrién humano en estadio 18 - 44
dias- cuando la morfologia extema de los genitales no permite identificar el sexo del
embrion, las gonadas ya estan individualizadas en el mesonefros, exhiben forma ovalada y

su histologia permite la diferenciacion entre testiculo y ovario.

El desarrollo de tubulos seminiferos y células de Sertoli coincide con el comienzo de la
secrecion de FSH, hormona que regula la secrecion de hormona anti-mdilleriana. La
concentracion de AMH aumenta durante la vida fetal hasta llegar a un maximo en la mitad
de la gestzcion y disminuye luego, hasta declinar en el testiculo postnatal hacia los dos
anos (10,11). Mas aun, se ha identificado por radioinmunoensayo hormona anti-mulleriana
en fluido testicular y liquido folicular en bovinos, aunque se desconoce la accion de esta
hormona en la gonada adulta. La secuencia que sigue la diferenciaciéon gonadal hacia
testiculo es particular. una intensa proliferacion del epitelio celémico que forma los
cordones sexuales primitivos coincide con la participaciéon de células mesonéfricas en
formar la médula gonadai primitiva. Estos elementos migran hacia la superficie externa de
la cresta genital y forman la albuginea primordial. Células mesonéfricas son incorporadas &
los cordones para constituir cordones testiculares o0 medulares los cuales a su vez
encierran celulas del epitelio celomico, células mesonéfricas y gonocitos primordiales. La
porcion distal de los cordones medulares forma a nivel del hilium gonadal la Red de Haller

0 “rete testis".

Respecto a las células subtentaculares de Sertoli se acepta su doble origen: epitelial y
mesonéfrico mientras que las celulas de Leydig, por su parte derivan unicamente del
mesonefros. Jost (12) sefnala que la aparicion de un nuevo tipo celular , la célula pnmordial
de Sertoli, y su agregacion en cordones seminiferos seria el primer estadio de desarrollo en
la diferenciacion de una gonada indiferenciada hacia testiculo. EI mismo autor demostro
que el desarrollo de estos cordones depende en gran medida de las relaciones entre
epitelio y mesénquima establecidas entre las células epiteliales y las células
mesenquimaticas. Se ha verificado experimentalmente que el uso de un competidor de la
prolina que suprime la expresion de la capa de fibronectina en la gonada rudimentarna,

fleva a la destrucciéon del rudimento e impide su formacién si aun no ha comenzado (13).
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Las células de Leydig como otras células somaticas de la gonada son derivados
subespecializados de los cordones nefrogénicos (14). La diferenciacion de células de
Leydig en mamiferos es postenor a la diferenciacion histologica del testiculo en sus
principales componentes: los cordones testiculares y el intersticio. Por esta secuencia de
eventos se puede inferir que las células de Leydig se desarrolian a partir de células
mesenquimaticas indiferenciadas ubicadas en el intersticio y que no cumplen un rol en la
formacion de los cordones testiculares, es decir, en la diferenciacion primaria de la gonada
(14). La funcién principal de la célula de Leydig antes de la pubertad es la regulacion
endocrina, a través de los andrégenos, de la diferenciacion genital en el feto masculino.
Durante la décima semana de gestacion en la especie humana se puede distinguir entre
las células mesenquimaticas indiferenciadas la presencia de precursores de ceélulas de
Leydig fetales: en algunas células mesenquimaticas el nucleo comienza a aumentar de
tamaro y el citoplasma crece por aumento de las mitocondrias, del reticulo endoplasmico
granular, de gotas lipidicas y especialmente del reticulo endoplasmico liso. No aparecen
cristales de Reinke ya que éstos son caracteristicos de células de Leydig adultas. Las
células se alargan y adoptan una forma poligonal alcanzando un diametrc de hasta 20

micrones. Sin embargo no se conoce el factor que determina la diferenciacion de las

células de Leydig (10).

La maduracion funcional de las células de Leydig avanza junto con la diferenciacion
morfolégica. como senala la aparicion de la reaccion histoquimica positiva para la enzima 3
B hidroxiesteroide dehidrogenasa a la octava semana de gestacion (15). Luego de iniciada
la diferenciacion de las células de Leydig fetales, su numero se correlaciona con la
concertracion plasmatica de gonadotrofina coridnica humana (hCG). También se ha

demostrado su estimulacion in vitro por hCG a esta edad (16).

A menudo las células de Leydig fetales estan unidas entre si formando clusters, los cuales
llenan el espacio intersticial a la decimocuarta semana con algunas células
mesenquimaticas ocasionales. Durante la decimoquinta semana las células de Leydig
alcanzan su mayor numero relativo -48 millones de células por par de testiculos- ocupando
el 50% de la superficie en cortes transversales de testiculo (17). EI numero relativo de
células de Leydig comienza a descender alrededor de la decimosexta semana a causa del
rapido crecimiento testicular, aun cuando su numero absoluto permanece constante hasta
la vigésimocuarta semana. Durante el pe-‘odo fetal restante el numero absoluto disminuye
progresivamente hasta llegar a 18 miliones por par de testiculos justo antes del nacimiento

(17). La reduccion de la poblacion de células de Leydig tiene lugar por degeneracion y
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destruccion completa de algunas células y por reduccion del 50% del volumen de las
restantes. Este proceso coincide con la disminucién de la concentracion de hCG

plasmatica, aunque no se sabe si estos fenémenos tienen una relacion causa-efecto (18).

Dado que la laminina cumple un rol en la migraciéon celular, en la adhesion y en la
diferenciacion de numerosos sistemas de desarrollo, el cambio observado en la rata de una
localizacién en parches de laminina y colageno tipo IV sobre la superficie de ceélulas
precursoras de Leydig fetales a largas areas de membrana basal cubriendo a las células de
Leydig fetales diferenciadas sugiere que la matriz extracelular esta involucrada en el
desarrollo de las células de Leydig (19). Por lo tanto es probable que elementos de la
matnz extracelutar participen también en la migracion y adhesion requerida para la
formacion de clusters de células de Leydig fetales. Estos llevan a la formacion de islotes
glandulares que estan separados del intersticio restante por una membrana basal
discontinua (19). Las células de Leydig estan conectadas por uniones gap o nexo es decir
que estan quimica y eléctricamente acopladas y que moléculas de peso molecular hasta
100C Dalton pueden pasar libremente de ceélula a célula (10). El significado funcional de
estas conexiones aun no esta bien comprendido (19). Las células mesenquimaticas
indiferenciadas del intersticio también dan originen a las células mioides peritubulares, a las
células del endotelio vascular y linfatico y a los macrofagos. Este tipo celular se diferencia
entre las semanas 16 y 20 de la gestacidén (20). Los macrofagos testiculares,
probablemente se diferencien dentro del testiculo. Se han observado macrofagos en
contacto con células de Leydig fetales durante la maduracion y la involucién de las mismas
y probablemente habria interacciones reguladoras entre ambos tipos celulares, sin
embargo no parecen fagocitar células de Leydig en degeneracion. Se ha demostrado que
los macrofagos producen factores reguladores que tienen efectos locales sobre células de
Leydig (21).

Finalmente, en el testiculo fetal humano pueden diferenciarse tres fases: una fase de
diferenciacion -semanas 8 a 14 de gestacion-, una fase de maduracion, cuando la
produccion de androgenos alcanza su maximo -semanas 14 a 18- y una fase de involuciéon
acompafnada por la caida de los andrégenos -semanas 18 a 38- (10). Una explicacion
simple y teleologica para la involucion es que la demanda fisiologica de androgenos es
menor durante la segunda mitad del embarazo, luego de la diferenciacion de 6rganos
genitales masculinos. Este comportamiento regulatorio, curiosamente, es analogo al

observado en animales adultos con reproduccion estacional.
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Entre la cuarta y la octava semana el embrion posee conductos genitales indiferenciados:
los conductos de Wolff y los conductos de Miller que forman un sistema doble que
conduce al seno urogenital, una formacion medial denvada de la cloaca. Si el embrién es
portador del complejo cromosomico XY, las gonadas se diferencian en testiculo y en
consecuencia, debido al efecto de la testosterona el conducto de Wolff adquiere una tunica
de musculo liso y se diferencia en vaso deferente. Los testiculos descienden de una
posicion intraabdominal a una extraabdominal. Este descenso es parcialmente pasivo
debido al desarrollo de la pelvis y al crecimiento del tronco y parciaimente activo como

resultado de la influencia hormonal.

Regresién de!l conducto de Muller

La hormona que es especificamente producida por el testiculo fetal y no por el aduito es la
hormona anti-mulleriana (AMH) llamada también <ubstancia inhibidora Muilleriana.
Producida por la célula de Sertoli fetal -2gula junto con la testosterona la diferenciacion
sexual masculina (22). En el macho la testosterona estabiliza los conductos de Wolff
mientras que la AMH induce la regresién de los conductos de !Miller. En la hembra, la
ausencia de AMH permite que los conductos de Muller se diferencien en trompas de
Falopio, utero y parte superior de vagina mientras que la falta de testosterona causa la
regresion de los conductos de Woilff. La produccion de AMH continua durante el peric do de
diferenciacion genital y en el humano se mantiene elevada luego de nacer, declinando
hacia la pubertad. El ovario también produce AMH pero solo en la vida postnatal y los

niveles aumentan en la edad adulta.

Puesto que la AMH se produce en el testiculo en el periodo critico de masculinizacion
genital, en la vida postnatal y en el ovario adulto es de pensar que la AMH tendria
funciones extra-Mdllerianas. Se ha sugerido una accidn como control de la maduracién de
celulas germinales, morfogenesis gonadal, induccion de la fase abdominal del descenso

testicular e inhibicion de células transformadas (23).

La diferenciacion de genitales intemos y externos esta regulada por las dos hormonas del
testiculo fetal: la testosterona y el factor inhibidor de Mlller. Este es secretado por la célu 2
de Sertoli, su secrecion es regulada por FSH y su rol conocido es provocar la regresion de
los conductos de Muller en el embrién. Por su lado, la testosterona producida por las

células de Leydig fetales es necesaria para la diferenciacion de los conductos de Wolff, los
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cuales tienen receptores para testosterona. La accion de la testosterona seria local, via

tisular o via linfatica, originando el epididimo, el vaso deferente y la vesicula seminal

Desarrollo de las interacciones hipotalamo-hipofiso-testiculares

A nivel del sistema nervioso central, las neuronas secretoras de hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) se originan en la placoda olfatoria media y entran al prosencéfalo,
esta migracion es necesaria para posibilitar el control hipotalamico de gonadotrofinas a
través de GnRH. Pareceria que la sintesis de LH pituitania y la esteroidogénesis testicular
se inician independientemente de un estimulo trofico reactivo. Por ejemplo, en la rata, la LH
secretada por la hipdfisis fetal aparece en circulacion el dia F 17 luego de iniciada la
sintesis de testosterona y de la aparicion de receptores para LH, el dia F 15.5 (24). No se
conoce aun el mecanismo que induce la aparicion de receptores para LH en la gonada en
desarrollo, se acepta que la LH no seria el estimulo inicial aunque si es la encargada de

mantener sus propios receptores en la gonada adulta (25).

En el humano, la hipofisis anterior comienze a desarrollarse entre la cuarta y quinta
semana de vida embrionana , la eminencia media es discemible en la novena y es posible
detectar GnRH hacia la décima. Pero el sistema vascular hipotalamo-hipofisario no es
funcional hasta la doceava semana y el GnRH solamente podria liegar a la hipofisis por
difusion. La secrecion de LH y FSH comienza en las onceava y doceava semanas

habiendo una estrecha relacion temporal entre la sintesis de GnRH y de LH y FSH (18,26).
El maximo nivel de gonadotrofinas en la vida fetal es alcanzado en la semana 16. Se
describe una interesante diferencia entre ambos sexos en cuanto al nivel de
gonadotrofinas fetales en humanos. Los niveles séricos femeninos son similares a los
niveles de mujeres postmenopausicas mientras que los niveles sencos masculinos se
mantienen considerablemente inferiores. Es en estos momentos cuando los testiculos
fetales estan muy activos, produciendo androgenos y péptidos como la inhibina mientras
que los ovarios permanecen inactivos. Es decir que a esta edad el testiculo fetal- pero no el
ovarnio- participa de un control 6 feedback negativo sobre la hipoéfisis (26.27). Por otro lado,
la gonadotrofina coridonica humana (hCG), de origen placentario, es una hormona
potencialmente estimuladora del testiculo fetal. Sus niveles alcanzan un maximo en la
semana 12 de vida fetal y disminuyen a un nadir en la vigesima semana. Los niveles
maximos de esteroidogénesis del testiculo fetal correlacionan mas con el pico de hCG en

circulacion fetal que con los niveles de gonadotrofinas pituitanas (18,27). La profusa
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informacion disponible indica que la hCG seria la responsable de la esteroidogénesis
testicular fetal y del pico de actividad testicular intrautenno. Se ha demostrado que el
testiculo fetal posee receptores para LH y que a través de ellos la hCG es capaz de

estimular la esteroidogénesis fetal (16,28) .

Caracteristicas y requlacion de la esteroidogénesis testicular fetal

La actividad funcional de las células de Leydig fetales precede claramente a su maduracion
morfolégica. Su capacidad esteroidogénica es claramente superior a la de las células de
Leydig adultas (29). Las células de Leydig adultas sufren una modulacion negativa por
hormonas y factores paracrinos (29) mientras que la elevada produccion erteroidogénica
de las células fetales seria consecuencia de la ausencia de muchas de estas influencias

negativas.

En el testiculo fetal humano la sintesis de testosterona comienza en la semana octava y
alcanza un maximo entre las doceava y catorceava semanas . En el feto la testosterona
sérica alcanza niveles adultos, llegando a ser hasta 10 veces superior a los niveles
observados en fetos femeninos, aunque después de la semana 20, estos niveles
disminuyen (11). Puesto que una cantidad importante de esteroides 5-ene son producidos
previamente a este periodo, el incremento evidentemente ocurre a través de la activacion
de la enzima 3B-hidroxiesteroide dehidrogenasa, mientras que la caida de la
esteroidogénesis testicular entre las semanas 16 y 20 seria secundaria principalmente a la
disminucidén de la actividad de la enzima citocromo P450 17 hidroxilasa/ 17,20 liasa. La
concentracion de testoterona testicular tiene una estrecha correlacion temporal con la

expresion génica de las enzimas P450 scc y P450 17a (30,31,32).

Cuando se compara la concentracion de esteroides endogenos en el testiculo humano fetal
y adulto se observan evidentes diferencias ya que la concentracion de testostercna es tres
veces mayor en el testiculo fetal. Esto puede deberse en parte al mayor volumen relativo
de células de Leydig en el testiculo fetal, a mayores niveles de androstenediona y de
progesterona del testiculo fetal respecto del adulto, mientras que el contenido de los

conjugados de esteroides-sulfatos es mas alto en testiculo adulto (33,34).

Las diferencias funcionales entre las células de Leydig fetales y las adultas tienen una
explicacion fisiologiza. Se ha observado que la inhibicidn de la esteroidogeénesis por

estrogenos observada en el testiculo adulto no ocurre en la poblacién fetal, asi como no se



observan signos de regulacion negativa del receptor para LH ante elevadas dosis de LH ¢
hCG en ceélulas de Leydig fetales en cultivo mientras que éstos son claros en cultivo de
células de Leydig adultas (35,36). Si las células de Leydig fetales fueran inhibidas por altos
niveles de gonadotrofinas 0 de estrogenos como ocurre con las adultas, dados los altos
niveles de progestinas, estrogenos y hCG en circulacion fetal, las células de Leydig fetales
no podrian sintetizar los niveles de androgenos que son vitales para la diferenciacion

sexual masculina.

Un trabajo de Tapanainen y colaboradores demuestra que la actividad aromatasa y la
expresion del gen CYP 19 es baja en el testiculo fetal humano. Es posible que la
produccion de estradiol observada sea tipica de células de Leydig fetales aunque no se

puede excluir la participacion de células de Sertoli (37).

Otra via del metabolismo intratesticular de la testosterona es hacia la 5 a-
dihidrotestosterona (5a-DHT) y la enzima 5a reductasa parece estar activa tanto en
testiculo humano fetal como adulto. Se ha detectado dihidrotestosterona y 3a-
androstandiol en testiculos fetales entre la 12 y 20 semanas, aunque en menor proporcion
que testosterona. La actividad 5a reductasa esta localizada principalmente en las células
de Sertoli y el receptor de andrégenos une preferentemente (5a-DHT) que testosterona,
sugiriendo que a pesar de los bajos niveles encontrados los andrégenos 5a reducidos
jugarian un rol en la célula de Sertoli fetal. La 5a-DHT es importante er: la diferenciacion de

los genitales externos en el feto masculino (38).

Existe escasa informacion acerca de los mecanismos bioquimicos responsables de la
elevada capacidad esteroidogénica de las células de Leydig fetales y de su aparente
resistencia a numerosos factores que regulan negativamente a las células de Leydig
adultas. Es posible que haya en la circulacién fetal factores que inhiban a los mecanismos
responsables de los efectos inhibitorios, aunque también es posible que tales mecanismos
de inhibicion no sean funcionales en el testiculo fetal y que resulten de una activacion

especifica durante el desarrolio postnatal (14).



Requlacion autocrina y paracrina

En la rata las células de Leydig fetales, asi como las adultas, producen péptidos opioides.
La produccion de B-endorfina es estimulada por LH y puede inhibir algunas funciones de la
celula de Sertoli como por ejemplo la proliferacion de células neonatales estimulada por
FSH. Este efecto seria caracteristico del periodo fetal y neonatal ya que la proliferacion de
células de Sertoli ocurre hasta los 20 dias de vida. Es decir la B-endorfina seria uno de los
factores paracrinos que determinan el tamano del pool neonatal de células de Sertoli y se
postula que en el feto y en el recién nacido el efecto paracrino de la B-endorfina podria
contribuir 2 mantener el estadio quiescente del testiculo antes de la maduraciéon sexual
(39, 40).

Otro grupo de factores producidos por el testiculo fetal y por el adulto es el de las inhibinas.
Estos factores son heterodimeros de una subunidad aifa (a) y una subunidad beta (B), que
puede ser BA 6 BB. Las activinas, por su parte son homodimeros de dos subunidades B
(BABA, pBpB o6 PBABB). En testiculo humano fetal estudios de mRNA y de
inmunocitoquimica han detectado las subunidades a, BA y BB al comienzo del segundo
tnmestre de gestacion. La subunidad a se encuentra tanto en tubulos como en intersticio
siendo predominante en tubulos a fines de la gestacion. Las subunidades P se observan
en el intersticio y también en tubulos. Se ha demostrado que células testiculares fetales
humanas en cultivo secretan subunidad a de inhibina en respuesta a FSH y a LH (41). En
un trabajo reciente se describe la concentracion de inhibina en gonadas y giandula adrenal
humanas durante los primeros anos de vida. Mediante un método para determinar inhibina
inmunorreactiva en homogenados gonadales y adrenales provenientes de muestras de
necropsias de ninos de hasta 75 meses de edad, se encuentra que las mayores
concentraciones de inhibina aparecen en testiculo de nifos de hasta tres meses de edad,
mientras que los niveles en nifos mayores de 3 meses fueron significativamente inferiores.
La testosterona presenta su mayor concentracion en tejido testicular dentro de los tres
primeros meses, siendo significativamente menor en muestras de mayor edad. Por otro
lado, en muest.as de tejido ovarico se detecta inhibina inmunorreactiva aunque en
concentraciones significativamente inferiores a las de tejido testicular. Finalmente, las
concentraciones de inhibina en tejido adrenal fueron significativamente menores a aquellas
de gonadas. Los autores concluyen que la inhibina inmunorreactiva, producida por la

células de Sertoli en testiculo y por células de la granulosa ovarica, alcanza un maximo
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entre el tercer y cuarto mes de vida siguiendo el aumento de las hormonas esteroides
gonadales, que podria estar estimulada por FSH y que tendria una actividad paracrina y/o
autocrina, como se ha demostrado en placenta e hipofisis. La mayor concentracion de
inhibina en testiculo que en ovario concuerda con lo descripto para niveles de inhibina
sérica. Es decir que la mayor concentraciéon de inhibina en gonadas durante los primeros
meses de vida es similar a la activacion postnatal transitoria de la biosintesis de hormonas
esteroides sexuales. En este periodo de activacion del eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal la
presencia de inhibina posiblemente no se trate de un fenémeno transitorio sino que podria

ser un factor importante para el desarrollo gonadal y adrenal en la infancia (42).

Varas observaciones sugieren la presencia de efectos especificos de ciertos factores de
crecimiento sobre las células de Leydig fetales. La familia del factor de crecimiento epitelial
(epitelial growth factor 6 EGF) incluye al EGF, factor de crecimiento transformante tipo a
(transforming growth factor a,TGFa) y la anfiregulina. Sus precursores son glicoproteinas
de membrana que por un clivaje del dominio extracelular liberan los factores maduros (43).
El EGF y TGFa son los péptidos mas importantes de esta familia involucrados en el
desarrollo en los mamiferos. Ambos se unen al receptor de EGF y tienen efectos
semejantes en muchos tipos celulares. Con respecto a la produccion testicular de los
mismos, los resultados son contradictorios: se ha detectado EGF inmunorreactivc en
extractos testiculares de ratén, rata y de humano mediante anticuerpos especificos (44, 45,
46). Recientes resultados indican que el EGF se produce en células germinales y se une a

celulas de Sertoli (47).

Se ha descripto que las células de Sertoli y las células peritubulares de rata en cuitivo
expresan mMRNA para TGFa (48). En cuanto al TGFa inmunorreactivo se ha localizado en
células de Leydig y en células peritubulares pero queda por demostrarse la expresioén de
mRNA para TGFa en células de Leydig y la secrecion del péptido en las mismas (49).
Estudios de inmunocitoquimica demuestran la presencia de receptor para EGF en células

de Leydig humanas, murinas y de pnmate (50, 51, 52).

En células MA-10 el EGF, en forma aguda, estimula la produccion de progesterona sin
afectar los niveles de CAMP y potencia el efecto de concentraciones submaximas de hCG o
de analogos de cAMP (53), este efecto agudo es mediado, al menos en parte, por
productos generados por una lipoxigenasa de acido araquidénico (54). Se ha observado en
cultivos de celulas de Leydig que el EGF inhibe la secrecion de tetosterona estimulada por

hCG/LH debido principaimente a una reduccion de la actividad 17 hidroxilasa (55).
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Si bien se ha demostrado que la célula de Leydig de varias especies es blanco para
EGF/TGFa y que ambos péptidos parecen ser sintetizados dentro del testiculo, es aun
incierto el potencial papel autocrino ¢ paracrino sobre la célula de Leydig ya que faltan

estudios in vivo y que el efecto observado in vitro es muy suave.

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) corresponde a una familia de al menos siete
polipéptidos, entre los cuales figuran FGFacido (aFGF 6 FGF1) y FGF basico (bFGF ¢
FGF2) (56). El receptor para FGF es una proteina de transmembrana de una sola cadena
glicosilada con un dominio tirosina kinasa citoplasmatico y dos o tres dominios
extracelulares similares a los de las inmunoglobulinas (57, 58). Los mas estudiados de
esta familia de factores, aFGF y bFGF, tienen un 55% de homologia. Ya que carecen de
una secuencia sefal que facilite su secrecion estos factores no se liberan en forma soluble

sino sblo asociados a la matriz extracelular (59).

Se ha aislado bFGF a partir de testiculo humano y bovino (60, 61). Recientemente se ha
detectado mMRNA para bFGF en testiculos de rata y sus niveles disminuyen con la madurez
sexual (62). En rata, tanto células peritubulares, de Leydig y de Sertoli expresan mRNA
para bFGF y proteina de tipo bFGF es producida por células peritubulares y de Sertoli en
cultivo (63). La FSH aumenta la produccion de bFGF por células de Sertoli de ratas.
También se ha observado mRNA para bFGF en cultivo de células de Sertoli y de Leydig
porcinas (O.Avallet y J.M.Saez, datos no publicados). Se ha demostrado que el bFGF
influye sobre la multiplicacion y la diferenciacion de células de Sertoli y también sobre ia
célula de Leydig ( 63, 64, 65), ya que disminuye el numero de receptor para LHhCG y la
formacion de testosterona estimulada por LHMCG, disminuye la actividad de las enzimas
17a-hidroxilasa (65), 3p-HSD (67) y Sa-reductasa (68) en cultivos de células de Leydig de
rata neonatales e inmaduras. Se ha demostrado un efecto bifasico de bFGF sobre el
numero de receptores a LH/MhCG en células de Leydig de rata inmadura: inhibidor a bajas
concentraciones (0.1-1 ng/ml) y parcialmente revertido a altas concentraciones (10-200

ng/ml) (69).

Por otra parte, el aF GF so6lo tiene un efecto inhibitorio aun a altas concentraciones (70). Se
ha descripto el efecto de bFGF sobre células de Leydig porcinas en cuitivo. Estas tienen
receptores especificos de alta afinidad para bFGF (71) y el agregado de este factor
produce un aumento rapido de la expresion de c-fos, c-jun, jun-B y c-myc (72) con aumento
leve de la testosterona basal (71, 73) y de la actividad aromatasa (74). Si bien esta

demostrada la expresion de bFGF dentro del testiculo y la modulacién de bFGF exogeno



sobre las funciones de la células de Leydig, el rol fisiologico de este péptido esta aun por

ser dilucidado.

Los factores de crecimiento tipo insulina (insulin-like growth factors,IGFs) sus receptores y
las proteinas transportadoras (IGFBPs) son moduladores celulares con roles esenciales en
la regulacion del crecimiento y desarrollo. Los IGFs son polipéptidos de una sola cadena
que se expresan ubicuamente. Las dos formas pnincipales, IGF-1 e IGF-2 poseen un 62 %
de homologia en su secuencia. Se conocen dos receptores especificos para IGFs el
receptor tipo 1 y el receptor tipo Il que es idéntico al receptor de manosa-6-P cation
independiente. Mientras que el primero es el principal mediador de la accion de IGF-1 el
segundo no tiene una funcidn como mediador de la senal de IGF sino en el trafico de
enzimas lisosomales. El receptor para insulina también puede ligar IGFs aunque con menor
afinidad. Los receptores para IGF-1 y para insulina poseen una porcion citoplasmatica con
un dominio catalitico tirosina kinasa altamente conservado, mientras que la senal via
receptor para IGF-1l involucra la activacion de una proteina de unién a GTP (75,292,293).
La accion biolégica de los IGFs esta modulada por una familia de al menos seis proteinas
transportadoras, IGFBPs, que se encuentran tanto en circulacion como en el
compartimiento extracelular. Las IGFBPs pueden inhibir 6 estimular los efectos de IGFs y
aun pueden tener efectos propios independientes del ligando.

Se ha descripto IGF-1 inmunorreactiva en el medio condicionado de tubulo seminifero de
rata adulta, de células de Sertoli de ratas inmaduras y en extractos crudos de testiculo de
rata. También células peritubulares y células de Leydig de ratas inmaduras producen |GF-1
(76,77). Se detectan cambios en funcién de la edad en la produccion de IGF-1 en testiculo
de rata: hasta las dos semanas de vida postnatal todas las células del testicuio en
crecimiento presentan inmunorreactividad a IGF-1, luego las células de Sertoli se
negativizan. Durante la pubertad aumenta el numero de células espermatogeénicas
positivas y en el adulto se localiza sélo en el citoplasma de espermatocitos (78).

En testiculo humano la produccion de IGF-1 se localiza por inmunohistoquimica en células
de Sertoli y una menor expresion en células de Leydig y espermatocitos.(76,79).

La expresion de mRNA para IGF-1 se demostrd en testiculo de rata inmadura y adulta (80,
81,84). El analisis de la ontogenia de la expresion de mRNA para IGF-1 e IGF-ll en rata
revela una maxima expresion de ambos en el dia 2 de vida y una disminucion con la edad.
La administracion de LH, FSH 6 GH en ratas hipofisectomizadas resulta en un aumento de
la expresion de IGF-1 testicular (82, 83). Aunque el rol de la GH sobre el IGF-1 testicular es
discutido: en células de Sertoli 6 de Leydig porcinas en cultivo la GH no estimulé la

secrecién de IGF-1 (85), sin embargo la GH bovina aumenté & mRNA para IGF-1 en
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testiculos de ratas inmaduras hipofisectomizadas, aunque ese efecto seria indirecto pues
no se ha detectado receptor somatogenico en testiculos de rata (82).

En cultivos de células de Leydig inmaduras porcinas la produccion de IGF-1 es
estimulada en forma dosis dependiente por LH y FGF, mientras que en células de Sertoli

lo es por FSH y FGF (85).

No se detecta mRNA para IGF-ll en testiculo de rata adulta, sélo pequena cantidad en ratas
inmaduras (82, 84), mientras que en cerdo es detectado en testiculo fetal e inmaduro (86).
Asimismo el testiculo humano fetal presenta una abundante expresion de mRNA para IGF-
Il 1a cual disminuye entre las semanas 13 y 25 de gestacion. En el adulto se detecto mRNA
para IGF-Il en células vasculares y peritubulares por hibridizacion in situ (87).

La presencia de receptores para IGF-1 se observo en ceélulas de Sertoli y espermatocitos
paquiténicos de rata inmadura y en células de Sertoli porcinas inmaduras pero no en
células de Leydig de rata adulta (88, 89, 90). En ambas especies la LH/hCG estimula la
expresion del receptor de IGF-1 (RcIGF-1). Er testiculo humano, la expresion de RcliGF-1
se detecta en espermatocitos secundarios, espermatides tempranas y en algunas células
de Leydig (76).

Por analisis de Northem Blot se detecta una abundante expresion de mRNA para IGFBP2
e IGFBP3 en testiculo de rata , y se observo secrecion de IGFBP2 y IGFBP3 en cultivo de
células peritubulares y de células de Sertoli prepuberales, pero no se detecta IGFBP1.

En testiculo humano adulto tampoco se detecta mRNA para IGFBP1 mientras que IGFBP2
se expresa en células de Sertoli y de Leydig, IGFBP3 e IGFBP4 en endotelio de vasos
sanguineos, IGFBPS5 en tejido conectivo en bajos niveles en celulas de Leydig e IGFBP6

en células peritubulares e intersticiales (87).

Si bien se describe un efecto mitogénico de IGF-1 sobre las células de Leydig de ratas,
éste es leve (91) y los principales efectos de! IGF-1 descriptos son sobre las funciones

difer=nciadas de la célula de Leydig: aumentar el nimero de receptores para LH/hCG asi
como la actividad y la expresion de mRNA de varias enzimas de la esteroidogénesis 3p-
HSD, 17a hidroxilasa como se ha observado en células testiculares porcinas (90, 92, 93,

94).

Ya que los efectos estimuladores del IGF-1 scbre la diferenciacion de la célula de Leydig
son similares a los de la GH es probable que la GH actue a través del IGF-1 en las celulas
de Leydig. Posiblemente, en condiciones fisiologicas, la secrecion endocrina dependiente
de GH cumpla un rol en el proceso de maduracion testicular participando en el desarrollo

normal de la pubertad. En contraste, en condiciones de deficiencia persistente de GH como
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en el enanismo de Laron (95) 6 en el raton enano de Snell con deficiencia génica de GH
(96) la produccion local de IGF-1 regulada por gonadotrofinas podria ser suficiente para

inducir una casi completa, aunque retardada diferenciacion del testicular.

De la familia de proteinas diméricas del tipo factor de crecimiento transformante tipo
(transforming growth factor B 6 TGFB) sélo B1, B2 y B3 se expresan en mamiferos. Estas
proteinas, a su vez, forman parte de una superfamilia de proteinas relacionadas
estructuraimente que incluye inhibina, activina, hormona anti-Mulleriana y otras (97). Se
han descripto tres receptores de membrana para TGF, tipo Il y Ill. El receptor de tipo lli
conocido como betaglicano no tiene un rol directo sobre TGFbeta pero aumenta el binding
de TFGP2 al receptor tipo Il de TGFpB y aumenta la respuesta celular a TGFB. El receptor
tipo Il contiene un dominio serina-treonina kinasa, es capaz de unir TGF perc requiere de
la presencia del receptor tipo | para lograr fa inhibicion del crecimiento. Por ultimo el
receptor tipo I, que requiere del tipo Il para su transporte 2 la superficie celular y para
binding de TGFp parece modular los efectos de TGFp sobre la expresion de junB y sobre

componentes de la matriz extracelular (98) .

Se ha demcstrado la presencia de mRNA para TGFP en testiculo de cerdo y de rata (73,
99, 100, 101) asi como de material inmunorreactivo (102). En rata y raton, se detecta
mRNA para TGFB 1 y 3 en células de Sertoli y peritubulares a lo largo del desarrollo
testicular, mientras que mRNA para TGFp2 se expresz predominantemente en el periodo
prepuberal (100, 101). En testiculo de cerdo inmaduro tanto las células de Sertoli como las
de Leydig expresan mRNA para TGFB1 y contienen TGFB1 inmunorreactivo (102). El TGFp
posee propiedades multifuncionales ya que puede estimular 6 inhibr la diferenciacién de
muchos tipos celulares. Ha sido comprobado en estudios realizados en cerdo, rata y
raton. que el TGFB es un inhibidor potente de las funciones diferenciadas de células de
Leydig. En las dos primeras especies TGFB1 reduce la respuesta esteroidogénica a
derivados de cAMP. lo que sugiere un dano en la via esteroidogénica (103, 104, 105).
Evidencias en células de Leydig porcinas sugieren que este péptido disminuye los niveles
de mRNA para P450c17 y no modifica los niveles de mRNA para 3p-HSD (A.Clark y

J.M.Saez, datos no publicados).

Es decir que TGFp tiene efectos pleiotropicos sobre las células de Leydig, actuando sobre

multiples puntos en la esteroidogenesis testicular.
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Por otro lado, los andréogenos y los glucocorticoides inhiben la esteroidogénesis
dependiente de LH en células de Leydig adultas pero no en fetales y la homona
antidiurética inhibe fa misma funciéon en células neonatales y aduitas pero no en células
fetales(106).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) consiste en un compuesto dimérico
de 30 KDa formado por dos polipéptidos, A y B, unidos por puenies disulfuro. Escasos
estudios se han realizado sobre el efecto de PDGF sobre las células de Leydig. Uno de
ellos describe que el tratamiento con PDGF-BB sobre células de Leydig de ratas inmaduras
en cultivo produce una inhibiciébn dosis dependiente de la secrecion de testosterona
inducida por hCG, asociada con la disminucién de las actividades 3B-HSD y 5a-reductasa
(107). Otro estudio demuestra la unién especifica de células de Leydig de rata a PDGF-BB
(108).

El factor de crecimiento neuronal (NGF) consiste en una proteina dimérica cuyo rol
principal se ha demostrado sobre el desarrollo del sistema nervioso periférico (109). Se ha
demostrado que tanto espermatocitos como espermatides tempranas, aunque no células
somaticas testiculares, expresan y secretan NGF (110). Se ha encontrado receptor para
NGF en células de Sertoli de rata por Northemn Blot e Hibridizacion in situ (111). Se observo
que su expresion aumenta luego de la destrucciéon quimica de las células de Leydig (con
EDS) y se normaliza con el agregado de tetosterona. Se ha descripto receptor para NGF

en ceélulas peritubulares humanas (112) .

Se ha descripto que tantc el testiculo de rata como el humano producen grandes
cantidades de un factor tipo interleukina 1 (IL-1), de peso molecular 15-20 KDa y pl <6,
similar a IL-1a (113). Varnos tipos de células dentro del testiculo pueden producir factor con
actividad tipo IL-1, en ratas es producido por células de Sertoli (114) aunque células de
Leydig cultivo expresan mRNA de IL-1a e IL-1p este ultimo significativamente en mayor
nivel, y se ha descripto que hCG administrada a ratas produce un aumentc de mRNA para
IL-1pB en células de Leydig sin afectar los niveles de IL-1B en macrofagos testiculares (115).
Por su parte, la administracion de lipopolisacaridos en ratones aumenta la expresion de

mRNA para IL-1B en macrofagos testiculares pero no en células de Leydig.

El macréfago es un tipo de célula ubicada en e! intersticio testicular que esta intimamente
relacionado con las células de Leydig a través de uniones especializadas. Los macréfagos
testiculares son una fuente importante de citoquinas como IL-1 y TNF-a los cuales regulan

la secrecion de testosterona (116).



Se ha descripto la unién especifica de IL-1a a tejido intersticial de testiculo de raton adulto
(118). IL-1 disminuye drasticamente el cAMP y la testosterona estimulada por hCG en
cultivos de células de Leydig de rata (neonatal, inmadura y adulta) (119, 120, 121). Los
efectos de IL-1 sobre |2 célula de Leydig serian complejos e implicarian la inhibicién de la
expresion de varios genes codificantes de funciones diferenciales de la céluias de Leydig
como la reduccion de niveles de mRNA para P450c17 (116,117) y la disminucion de la

disponibilidad de colesterol como substrato de la esteroidogénesis (122).

Los efectos de otra citoquina, el factor de necrosis tumoral tipo o (TNFa) ha sido estudiado
en menor grado. Se ha descripto que TNFa estimula la testosterona basal y la inducida por
hCG en cultivos de células de Leydig de rata (123). Paraceria haber un efecto inhibidor de
TNFa sobre células de Leydig de raton sobre ia expresion de mRNA de P450scc y
P450c17 (124). Se ha demostrado la expresion de receptor para TNFa en células de
Leydig y de Sertoli, pero no en celulas germinales en raton. Las células germinales pero no
las somaticas expresan mRNA TNFa y secretan un factor de tipo TNFa (125). Las
citoquinas producidas por macrofagos tendrian una regulacion de la funcion reproductiva y
podrian jugar un rol fundamental en los mecanismos de control local de la biosintesis de
testosterona. Condiciones patoldégicas como una inflamacion cronica o una infeccion

asociadas a un aumento de las citoquinas resultan en un dafio de la funcién reproductiva.

La utilizacion de testiculo fetal, neonatal o inmaduro como modelo de estudio de la funcién
de las células de Leydig es valido en si mismo pero sin extrapolar los resultados obtenidos
a la situacion adulta. Los efectos estudiados dependeran de la naturaleza de la poblacion

celular estudiada si es fetal, inmadura o adulta.
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Vida postnatal

Se ha descripto que la concentracion de testosterona en el recién nacido en sangre de
cordon y periférica es mas alta en varones que en nifias. Durante los primeros afnos de vida
las variaciones de concentracién plasmatica de testosterona, androstenediona y 17
hidroxiprogesterona son especificas de cada sexo (126). En nifios, la testosterona
plasmatica disminuye durante la primer semana de vida y aumenta entre la segunda y
quinta semanas. El pico de testosterona se mantiene entre el primer y tercer mes de vida
postnatal y la concentracion disminuye hacia el séptimo, semejandose desde entonces a la
concentracion hallada en las ninas. El significado bioloégico de la fase postnatal temprana
de activacion de las celulas de Leydig es un tema de especulacion (127, 128). Sin
embargo, el bloqueo de esta actividad neonatal en monos macho resulta en un retraso en
el inicio de la pubertad y en una alteraciéon de la diferenciacion de centros del sistema
nervioso central (129). Se ha postulado que la secrecion perinatal de testosterona es
necesaria para la masculinizaciéon del sistema nervioso central. Por otra parte se ha
sugerido que altas concentraciones de testosterona intratesticular son necesarias para la
maduracion del testiculo mismo, especialmente del epitelio germinativo (127). Los niveles
de androstenediona y 17 hidroxiprogesterona siguen un curso paraielo a los de

testosterona.

El sexo masculino, entonces, se caracteriza por una actividad gonadal significativa, maxima

en el tercer mes de vida y que desaparece en el sexto mes (11).

Durante Iz primer semana de vida, la funcion gonadal estaria controlada por hCG. Esta
desaparece completamente de ciculacion entre ei 5° y 6 dia de vida y simultaneamente
disminuye el numero de celulas de Leydig. Al descender la concentracion de andrégenos y
estrogenos circulantes, se activa el eje hipotalamo-hipofisano y aumenta la LH pituitaria. Se
observan niveles elevados de LH en ninos hasta el cuarto mes de vida. Sin embargo, la
ontogenia y la intensidad de respuesta de la célula de Leydig esta modulada por multiples

interacciones entre las mismas células testiculares (130).

En ausencia de testiculo, los genitales extemos son femeninos. La diferenciacion de los
mismos depende de la testosterona la que actuaria via sistémica a traves de su forma
reducida por la enzima 5a reductasa, la dihidrotestosterona (DHT). Esta enzima esta
presente en el seno urogenital. Es decir que los androgenos, testosterona en los conductos
de Wolff o dihidrotestosterona en el seno urogenital y los genitales extermos, son los

responsables de la diferenciacién del feto masculino. En e! sexo masculino el complejo



testosterona-receptor regula la secrecion de LH en e! eje hipotalamo-hipofisario mientras
que el complejo DHT-receptor induce la virilizacion del seno urogenital y de los genitales
extemos en el feto y es responsable en gran parte de la virilizaciéon puberal, de la accion

androgénica en musculo y de la espermatogénesis.

La célula de Sertoli

La célula de Sertoli fue descripta en 1865 por el cientifico homénimo. La célula de Sertoli
se extiende desde la membrana basal del tubulo seminifero, donde se encuentran las
células mioides, hasta la luz del mismo. Mientras su base estd en contacto con las
espermatogonias, su superficie lateral envie procesos alrededor de espermatocitos y
espermatides tempranas y su porcion apical se relaciona con espermatides en maduracion,
espermatides maduras y con la luz tubular donde se liberan los espermatozoides. Esta
disposicion particular permite que la célula de Sertoli tenga capacidad de interactuar
morfolégica y quimicamente con diferentes generaciones de células germinales, con
células miodes asi como con otras células presentes en el compartimiento intersticial,
incluyendo las células de Leydig. Su porcion basal recibe sefiales de origen extratesticular,
via sanguinea o linfatica a través del intersticio. Su aspecto morfolégico varia desde el
nacimiento hasta la adultez. La formacién de la barrera hemato-testicular, entre células de
Sertoli cerca de la base del tubulo seminifero marca la entrada progresiva a la vida adulta.
In vivo, las células de Sertoli forman, en asociacién con células germinales constituyen el
epitelio seminifero (131). De acuerdo a lo revisado por Ploen y Setchell (132) , la barrera
constituida por las células de Sertoli es un elemento clave de la barrera fisiolégica entre la
sangre y la luz del tubulo seminifero. Esta se forma por complejos de union estrecha (tight
junctions) ceélula-célula localizados en la porcién basal del epiteiio seminifero. De este
modo el epitelio se divide en un compartimiento basal que contiene las células germinales
premeioticas y un compartimiento adluminal que contiene células germinales meioticas y
postmeioticas (133). Tanto en mamiferos como en aves, reptiles, peces, anfibios, insectos
y nematodes el establecimiento de uniones estrechas entre células de Sertoli durante la
vida postnatal desencadena la maduracién de la célula de Sertoli y resulta un pre-requisito
para el desarrolio normal de la meiosis y espermiogénesis (134). La barrera de células de
Sertoli cumple con las funciones de promover la citoarquitectura del epitelio seminifero,
formar un microambiente necesario para la meiosis y separar el epitelio germinativo en dos
dominios distintos: basal y adluminal. Es interesante remarcar que la
compartamentalizacion del epitelio seminifero permite una secrecion bidireccional de los

productos de la célula de Sertoli: proteinas destinadas a interactuar con células germinales
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adluminales o con el epididimo se secretan apicalmente mientras que aquellas que
controlan a las celulas germinaies tempranas, a las células mioides y a las células de
Leydig son secretadas basalmente. Por otra parte existe una comunicacion intercelular
entre celulas de Sertoli adyacentes proporcionada por uniones espaciadas, tipo nexus, con

un poro central que permite el pasaje de iones y moléculas pequenas (135).

En cultivo, sobre soporte plastico las células de Sertoli también pueden formar una
monocapa, sin embargo no mantienen su morfologia y pierden su polaridad. Si se cultivan
sobre soporte permeable, la célula de Sertoli toma una forma cubica con el nucleo en

posicion basal y la secrecion de sus productos es vectorial.

En el testiculo inmaduro la célula de Sertoli es capaz de dividirse. Se ha demostrado in
vitro que la célula de Sertoli inmadura puede dividirse un numero limitado de veces.
Cuando el testiculo es expuesto a condiciones deletéreas 6 con edad avanzada, el numero

de células de Sertoli puede disminuir (136, 137).

Un amplio rango de funciones esenciales se ha descripto para la célula de Sertoli:
soporte estructural del epitelio seminifero, desplazamiento de células germinales y
liberacion de espermatozoides, formacion de la barrera hemato-testicular, secrecidén de
varios productos y nutricién de células germinales, fagocitosis de células germinales en
degeneracion y de restos citoplasmaticos de espermatides tardias. Con respecto a la
funcion secretora, esta incluye la produccion de fluidos del tubulo seminifero y de
aproximadamente 100 proteinas diferentes entre las cuales figuran la proteina ligadora
de androgenos (androgen binding protein 6 ABP), la hormona antimulleriana, la
transferrina, la glicoproteina-sulfatada-2 y la inhibina (131), ademas de proteasas,
componentes de la matriz extracelular y factores involucrados en la proliferacion celular.
La mayoria de proteinas, péptidos y esteroides de la célula de Sertoli cumplen un rol
paracrino mientras que otros como la hormona anti-mulleriana, la inhibina y el esteroide
3 o-hidroxi-4-pregnen-20 ona tienen una funcién endocrina. Excepto el efecto
estimulador del heterodimero de inhibina o el inhibidor del homodimero de inhibina
sobre la produccion de testosterona por la célula de Leydig, se desconoce la accion

especifica de las restantes sobre la misma.

La regulacion de las funciones de la célula de Sertoli consiste en un control humoral y uno
celular : la mitosis y las funciones de la célula de Sertoli estan controladas por FSH y por

testosterona, el efecto de ambas hormonas es mediado por receptores especificos (138).
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Dentro del tubulo seminifero la célula de Sertoli es la que provee de ia mayor parte de los
nutrientes a las células germinales vecinas. Por ejempio, en humanos jovenes, secreta
transfermina bajo el control de FSH o de cAMP. Los espermatocitos secundarios y las
espermatides tempranas poseen receptores especificos para transferrina, siendo el hierro
esencial para el crecimiento celular, en especial para el desarrollo de las células
germinales. Con respecto a los substratos energéticos producidos por la célula de Sertoli
humana, se ha identificado lactato en el medio condicionado aunque no piruvato, lo cual
significa que la enzima lactico-deshidrogenasa esta muy activa, probablemente para

suplementar de lactato a las células germinales (138,139).

Los complejos de unidn especificos establecidos entre células de Sertoli crean una barrera
que impide el acceso de componentes séricos a céluias germinales a partir del estadio de

leptotene.

Si bien se ha sugerido que la actividad aromatasa en testiculo humano esta localizada
principaimente en células intersticiales (140) se cree que la célula de Sertoli es también

una fuente de estradiol en el humano (139).

Las funciones de la célula de Sertoli estan moduladas por la célula de Leydig a traves
de la testosterona, por la célula peritubular y por las células germinales. Estos efectos
pueden ser estimuladores 6 inhibidores de acuerdo al tipo de célula germinal, al estadio
de la espermatogénesis, al estadio de maduracion testicular y al medio ambiente

hormonal en el que se encuentren las celulas de Sertoli (141, 142).

La disposicion estructural intrincada de los elementos que componen el epitelio
seminifero es una evidencia de la interdependencia absoluta entre células germinales y
células de Sertoli. La comunicacion entre ambos tipos celulares esta basada en
elementos estructurales y factores quimicos (143). Los mecanismos paracrinos son
importantes en todo 6rgano ya que permiten una coordinacion eficiente de las funciones
de los diferentes tipos celulares que forman el érgano. El testiculo probablemente tenga
un requerimiento unico de estos mecanismos no soélo porque presenta muchos tipos
celulares con funciones radicaimente diferentes sino también porque necesita coordinar
las funciones de estas células de una manera ciclica y dependiente del tiempo. Segun
las especies, cada célula germinal requiere 8 a 11 semanas para desarrollarse hasta un
espermatozoide. Durante este periodo sus funciones y requerimientos asi como su
forma cambian radicalmente. Estos requerimientos cambiantes son sostenidos por la

célula de Sertoli. La manera mas simple de que esto ocurra es que la célula germinal



"informe” a la célula de Sertoli sobre sus necesidades a través de una via paracrina. Son
muy poco conocidos los factores de la célula de Sertoli que estarian involucrados en la
respuesta esteroidogénica aguda de la célula de Leydig. Se ha descripto un factor
termolabil, tripsina-sensible de 10 a 30 KDa de peso molecular. La relacion entre células
mioides peritubulares que bordean los tubulos seminiferos y células de Sertoli ha sido

demostrada en testiculos fetales (144), prepuberales (145) y adultos (146, 147).

Las células peritubulares aseguran la cohesion estructural y probablemente la contraccion
del tubulo seminifero, constituyen parte de la bamrera hemato-testicular y producen
componentes de la matriz extracelular junto con la célula de Sertoli. Dentro del tubulo la
matriz extracelular promueve el histotipo normal de la célula peritubular y de la célula de
Sertoli, estas ultimas conectadas a la lamina basal por hemidesmosomas. Ademas
promueve y mantiene la polaridad celular y la formacion de cordones tubulares. A su vez la

polaridad celular es un requisito para la normal funcion de la célula de Sertoli.

Se ha demostrado que las células peritubulares y las células de Sertoli cooperan
metabolicamente in vitro. Las primeras estimulan la secrecion de proteinas y de transfermna
por las segundas. Varios efectos son mediados por un factor no-mitogénico llamado P-
Mod-S (148). Otros productos de las celulas pentubulares que pueden actuar sobre la
célula de Sertoli son el TGFa y el TGFB, aunque éstos son también producidos por la

misma ceélula de Sertoli.

Se conoce poco acerca de como actua la célula de Sertoli sobre la célula peritubular. Se ha
sugerido un posible rol de la IGF-1, TGFa y TGFp, porducidos por la célula de Sertoli sobre

la migracion y el crecimiento de la célula peritubular (148) .

La estructura normal del tubulo seminifero adulto depende de la secrecion de testosterona
por parte de las células de Leydig vecinas. No es de sorprender, entonces , que tanto el
numero como la funcion de las células de Leydig estén modulados por las células de
Sertoli. Si bien esta eceptada la interdependencia Sertoli-Leydig, poco se conoce acerca de

la identidad de todos los factores que mediarian esta interaccion (148).



La célula de Leydig

El testiculo adulto difiere del fetal y del prepuberal en cuanto a la necesidad de células de
Leydig tanto por su mayor tamano como por los elevados niveles de testosterona
requerida. A su vez, el testiculo fetal contiene una poblacién diferente de células de Leydig
y es poco conocida la regulacidn paracrina de las mismas. La pubertad implica el desarrolio
de una gran cantidad de células de Leydig de tipo adulto. Los factores claves que regulan
este desarrollo parecerian ser la FSH y la célula de Sertoli. Durante la pubertad temprana
los niveles plasmaticos de FSH son los mas altos, y serian responsables de la iniciacion de
la espermatogénesis temprana. Durante la pubertad temprana el numero de células de
Leydig aumenta progresivamente en respuesta, se piensa, a factores de crecimiento
producidos por la célula de Sertoli estimulada por FSH Estos factores actuarian sobre
precursores de cé'ulas de Leydig estimulando su multiplicaciéon y diferenciacion a células

de Leydig tipo adultas.

Estudios en rata demuestran que cuanto mayor es el numero de células de Sertoli mayor
es el tamano del testiculo y que la relacior entre células de Leydig y células de Sertoli
permanece constante. Por otro lado debe existir una senal paracrina que regule
negativamente la proliferacion de células de Leydig y que equilibre el efecto estimulador de
la LH y de los factores paracrinos de la célula de Sertoli. El mayor candidato para esta
regulacion negativa seria el estradiol ya que se ha descnpto que el estradiol en ratas puede
inhibir Ia proliferacion de las células de Leydig a partir de sus precursores. Puesto que la
“célula de Leydig es la principal fuente de estradiol en la rata , ella misma podria
autorregular su numero y diferenciacion. El conjunto de estos datos indica que existe una
regulacién paracrina del numero de células de Leydig por la célula de Sertoli e

indirectamente por las células germinaies (149, 150,152).

Se ha demostrado que el cocultivo de células de Sertoli y de Leydig de animales inmaduros
(cerdo) o maduros (rata) aumenta, con respecto al cultivo de Leydig solas, la produccion de
testosterona basal y estimulada por LH/ hCG en células de Leydig. Efectos semejantes se
han obtenido utilizando el medio condicionado de células de Sertoli. La modulacion de la
estructura y funcion de la célula de Leydig por la célula de Sertoli requiere que un factor
modulador sea secretado al fluido intersticial. El factor podria ser similar 2 una proteina
inductora de la esteroidogénesis (steroidogenesis induced protein, SIP) que fue aislada del
fluido folicular ovarico y es capaz de aumentar la esteroidogénesis en ceélulas ovaricas,

adrenales y de Leydig (151).
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A pesar de la gran cantidad de evidencias sobre la modulacion c : las células de Leydig por
parte de las células de Sertoli muy poco se sabe sobre la identidad de los factores que
mediarian estos efectos. Sin embargo posibles candidatos son la hormona liberadora de
gonadotrofina (GnRH), la IL-1, el IGF-1 y miembros de la familia TGF como EGF y TGFa y
TGFB. Por otro iado el TGFB y el IGF-1 estarian entre los factores responsables de los
efectos a largo plazo. El TGFB seria uno de los factores secretados por la célula de Sertoli
involucrados en la regulacion negativa de las funciones diferenciadas de la célula de
Leydig. El mRNA para TGFpB fue encontrado en células de Sertoli y receptores para TGF
beta fueron identificados en celulas de Leydig de cerdo y rata. Los efectos troficos positivos
del IGF-1 sobre la funcién de las células de Leydig son mejor conocidos. Células de Leydig
porcinas y murinas tienen receptores de alta afinidad de IGF-1 de tipo 1 y la hCG regula
positivamente a los receptores de IGF-1 en ambas especies. Si bien el IGF-1 no tiene un
efecto agudo sobre la esteroidogénesis, el pretratamiento con este péptido causa cambios
dosis y tiempo dependientes en las funciones diferenciadas especificas de la célula de
Leydig como un aumento de tres veces del numero de receptores para hCG y un aumento
de la testosterona en respuesta a AMPc y a hCG. El IGF-1 no sélo aumenta el complejo
receptor-adenilciclasa sino que estimula la via esteroidogénica aumentando la
disponibilidad de colesterol para la esteroidogénesis, la actividad de la enzima P450scc y
de algunas enzimas entre pregnenoi:na y testosterona. La mayoria de los efectos del IGF-
1 pueden lograrse con insulina 2 concentraciones micromolares, pero no nanomolares. Ya
que la insulina a altas concentraciones se une a: receptor tipo 1 de IGF-1, ejerceria su
accion sobre este receptor mientras que a bajas concentraciones actuaria sobre su propio
receptor, presente en células de Leydig. El significado fisioiogico in vivo del rol del IGF-1
sobre las funciones testiculares es sugerido por el hecho de que en humanos (153) y en
animales experimentales (154) la deficiencia en hormona de crecimiento esta asociada a
pubertad retardada y respuesta pobre a hCG exogena la cual mejora con el tratamiento
con GH. Mas aun, tanto en el enanismo de Laron (anormalidades en el receptor de GH) y
en el raton enano de Snell (con fallas en la secrecion de hormona de crecimiento) el
crecimiento y la funcion testiculares se desarrollan en forma retardada (95, 153). Se postula
que en estas situaciones la produccion local gonadal de IGF-1 que dependeria
parcialmente o no dependeria de GH permite la maduracion de las funciones testiculares.
Recientes datos demuestran por inmunocitoquimica que IGF-1 se localiza en células de
Sertoli mien:-as que receptores para IGF-1 se encuentran en células de Sertoli, de Leydig,

espermatocitos secundarios y espermatides tempranas. D. Naville y col. describen la
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produccion de IGF-1 por células de Leydig y de Sertoii porcinas cultivadas aisladamente y

cocultivadas y plantean un modelo de interaccion céluia-célula (154).

Esteroidogénesis testicular

La funcidn de la célula de Leydig es la biosintesis de testosterona, hormona esencial para
la diferenciacion sexual masculina, para el mantenimiento de la espermatogénesis y para
la expresion de caracteristicas sexuales secundarias. La biosintesis de testosterona
depende de la estimulacién cronica y aguda de la célula de Leydig por la hormona
hipofisana LH. Esta hormona se une especificamente a receptores de aita afinidad sobre la
superficie de las células de Leydig, unidon que provoca la activacion de adenilciciasa
seguida por el aumento de cAMP intracelular. Los efectos agudos y cronicos estan
mediados por un incremento del cCAMP. EI precursor para la sintesis de testosterona es el
colesterol que puede ser sintetizado in situ o tomado de la circulacion sistémica. El
colestero! intracelular es almacenado como ester de acido graso en gotas lipidicas. La
gonadotrofina (LH) favorece la sintesis y almacenamiento asi como la incorporacién de
colesterol desde la sangre. En la mitocondria el colesterol es oxidado por la enzima
citocromo P450 scc, una oxidasa de funcion mixta localizada en la membrana intema
mitocondrial, por medio de una serie de oxidaciones sucesivas cuyos intermedianos serian
20-a hidroxicolesterol y 20a 22-hidroxicolesterol. Luego de las oxidaciones se produce la
ruptura de la cadena lateral del colesterol por un complejo de clivaje denominado colesterol
desmolasa o liasa y se forman isocaproaldehido y pregnenolona. La funcién principal del
estimulo de LH es la conversién de colesterol a pregnenolona (155). En condiciones
fisiologicas el paso limitante en la sintesis de esteroides es la transferencia de colesterol a
P450 scc (1, 294, 295).

La respuesta aguda a LH es rapida e involucra el transporte de colesterol a la membrana
interna mitocondrial, sitio de accidén de la primera enzima de la via colesterol-testosterona.
Si bien el mecanismo de transporte del colesterol libre a la membrana interna mitocondrial
no ha sido aun del todo dilucidado, varios factores entre elios elementos del citoesqueleto
una proteina (sterol carrier protein 2) estarian mediando la transferencia desde el
citoplasma a la membrana extena de la mitocondria. Recientemente se ha caracterizado
una proteina de 30 KDa sintetizada y presente en mitocondrias de células de Leydig MA-
10 estimuladas por c-AMP, que estaria mediando la transferencia del colesterol de la
membrana externa a la intema mitocondrial (157). Utilizando oigonucleétidos basados en
la secuencia de aminoacidos de la proteina se ha aislado un cDNA gque expresado en
células de Leydig MA-10 es capaz de aumentar la produccion de esteroides en ausencia de
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estimulo hormonal 6 de cAMP. Esta proteina llamada proteina estimuladora aguda de la
esteroidogénesis (steroidogenic acute regulatory protein, STAR) podria ser un factor
regulador requerido para el transporte de colesterol a través de la membrana mitocondrial
(157,158,159). También intervienen receptores de benzodiazepinas (160,161).

La estimulacion cronica de las células de Leydig con LH/hCG 6 cAMP es necesaria para la
expresion optima de las enzimas de la biosintesis de testosterona a partir de colesterol. El
paso inicial es la conversidon de colesterol C,; a un esteroide C,y, pregnenclona, es
catalizado por una enzima citocromo P450, de clivaje de la cadena lateral de colesterol
(side chain cleavage) conocida como P450scc. La pregnenolona difunde a traves de la
membrana miiocondrial para ser postenormente metabolizade por enzimas asociadas al

reticulo endoplasmico liso.

Regulacion de la expresion de P450scc y de P450c17

Se han descripto secuencias especificas en el gen que codifica para la enzima P450scc, el
Cyp11a, en células de Leydig murinas. Una secuencia locai.zada entre -2.5 y -5 kb en la
region 5' es esencial para la expresion de Cypi1a en células de Leydig. Estos datos
indican la existencia de factores especificos que regulan la expresion en células de Leydig

diferentes a los factores necesarios para la expresion en células adrenales (162).

Se ha informado que 1os testiculos fetales humanos expresan mRNA para P450scc y
P450ci7, que esta expresion es mayor entre las semanas 14 y 16 de gestacion vy

disminuye entre las semanas 20 y 26 (162).

El testiculo produce andrégenos entre los cuales la testosterona es el mas importante. Si
bien se ha propuesto que el tubulo seminifero tendria capacidad esteroidogénica, estudios
recientes demostraron que dos enzimas claves de la esteroidogenesis, el citocromo P450
scc y la 3p-hidroxiesteroide dehidrogenasa/ 5-ene-4-ene isomerasa, no se expresan en el
tubulo seminifero. Sin embargo la célula de Sertoli de rata inmadura puede convertir
progesterona en 3-a-hidroxi-4-pregnen-20-ona, un esteroide capaz de inhibir la secrecion
de FSH en células aisladas de hipdfisis y estimular el desarrollo de espermatocitos cuando

es inyectado a ratas prepuberes.

Como se ha descripto previamente, el interferon gama (IFNy) reduce la capacidad de
produccion de testosterona en células de Leydig porcinas disminuyendo la expresion de
mRNA para P450scc y P450c17, asi como la disponibilidad de colesterol (164). La

interleukina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral de tipo a (TNF-a) son producidos por los
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macrofagos testiculares. Ambos reducen la expresion del mRNA para P450scc y P450¢c17
en células de Leydig de raton y de rata e inhiben la sintesis de testosterona e stimulada por
LH 6 cAMP (119, 164). El efecto principal de ambas citoquinas es a nivel del mRNA
P450c17. Estos datos sugieren que el dano en la funcion reproductiva en machos
afectados por enfermedades inflamatorias cronicas o por infecciones se deberia a Ia
expresion reducida de mRNA P450c17 que lleva a una disminucion de la produccior de

testosterona (164).

La ceélula de Leydig puede utilizar la via 5-ene en la cual la secuencia es la formacion de
17-OH pregnenoliona por la accion de la enzima 17a- hidroxilasa, dehidroepiandrosterona
(DHEA) por accion de la enzima 17,20-liasa, A4 androstenediona (A4-diona) por a.cidén de
la 3p-hidroxiesteroide dehidrogenasa-A5,Ad-isomerasa y finalmente testosterona por accion

de la 17f3-hidroxiesteroide dehidrogenasa.

En la via 4-ene la secuencia comienza con la formacién de progesterona a partir de
pregnenolona, luego 17 hidroxiprogesterona, androstenediona y testosterona. Hay
evidencias que sostienen que la via preferencial en testiculo humano feial y adulto,de

cerdo, de conejo y de perro es la A5 mientras que en la rata seria la via A4 (165, 166, 167).

La conversion de esteroides 3p-hidroxi-5-ene a 3 ceto-4-ene es catalizada por la enzima
3p-hidroxiesteroide dehidrogenasa. En el humano se han clonado dos genes (tipo | y tipo Il)
y tres pseudogenes. Utilizando sondas especificas de cRNA se pudo observar que el
mRNA de 3B-HSD tipo Il es detectable exclusivamente en glandula adrenal y gonadas
humanas. El mRNA tipo | se expresa especialmente en piel, placenta y glandula mamaria y
en menor grado en gonadas. Ambos tipos catalizan la 3p-hidroxiesteroide dehidrogenacion
y la isomenizacion de esteroides C-21 y C-19 (168). Mediante un cDNA aislado de una
biblioteca génica de placenta humana fue localizado el gen correspondiente al tipo 1 en la
region p11-p13 del cromosoma 1 el cual codifica para una proteina de 372 aminoacidos
(169). El cDNA tipo Il humano produce una proteina de 371 aminoacidos y 41.921 dalton.
La secuencia de aminoacidos de 3p-HSD tipo li tiene un 93.5% de homologia con la del
tipo I. Esta enzima se localiza en membrana de reticulo endoplasmico y en mitocondnas.
Tanto el tipo | como el tipo Il presentan dos dominios de transmembrana. Se conoce como
actividad intracrina a la formacion de esteroides sexuales activos a partir de precursores
inactivos (DHEA, sulfato de DHEA y/o androstenediona) localizada en la célula donde la
sintesis tiene lugar, sin liberacion al espacio extracelular. Esta corresponde a un sistema

econémico que requiere una cantidad minima de hormona para ejercer su optima funcion
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en el tejido blanco. La importancia de la biosintesis de esteroides en los tejidos periféricos
se constata por la amplia distribucion de la expresion de enzimas claves de la
esteroidogénesis, como la 3B-HSD, la 17B-HSD, la 5a-reductasa y la aromatasa en tejidos
humanos periféricos incluidos piel, tejido adiposo, prostata, mamas, endometrio, pulmon e
higado (169).

La conversion de esteroides C21 a C 19 incluye dos pasos: 17a hidroxilacion y clivaje
de la unidon c17-c20, ambos catalizados por una sola enzima , citocromo P450 17¢
hidroxilasa/ 17,20 liasa. Mientras que todas las reacciones de hidroxilacion en el reticulo
tienen propiedades de oxidasa de funcidén mixta similares al citocromo P-450 con
especificidad de substrato para cada caso, un solo citocromo P450 cataliza la 17«

hidroxilacion y la ruptura de la unién ¢17-c20 (170).

Se postula que la regulacion de la transcripcion del gen Cyp17 que codifica para la enzima
P45017a es de la siguiente manera: la region respondedora & AMPc que confiere la
respuesta del promotor Cyp17 a cAMP del gen Cyp17 de raton carece de una region CRE,
esto indica que la accion de cAMP sobre la expresion de Cyp17 no es mediada por la
proteina de binding a CRE (CREB) (171). No habria homologia er. la secuencia de esta
region entre especies murina, bovina y humana (172). Por el contrario, la inducciéon de la
expresion de Cyp17 por cAMP en ratén requiere sintesis de una 6 mas proteinas y procede
por una via diferente. El hinding de proteinas en celulas MA-10 tratadas con cAMP a la
region respondedora a AMPc es especifico, habria dos sitios diferentes de union en la
regidon -346/-245.

Un factor que influiria en la expresion tejido especifica de algunas enzimas es el
steroidogenic factor-1 (SF-1), una proteina huérfana de receptor nuclear, que se expresa
en glandulas adrenales, testiculo y ovario (173). Se ha demostrado que es necesano para
la expresion de tres enzimas P450: P450scc, 21-hidroxilasa y la isoenzima sintasa de
aldosterona 11B-hidroxilasa en glandulas adrenales de raton (174), para aromatasa en
ovario de rata y en células de Leydig de tumor de rata R2C (175). El SF-1 regula la
expresion de estas enzimas P452 por unién a un elemento promotor cons 2nsus AGGTCA.
Este sitio de binding aun no ha sido identficado en el Cyp17a, aungque por analisis
computado se han identificado dos sitios potenciaies de union, AGGCCA en posicion -145/-
141y -73/-68 (172, 176).

Faltan identificar aun las proteinas requeridas para la expresion de Cyp17a en celulas de

Leydig asi como la secuencia especifica que media la expresion de este gen inducida por
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llamado CRS 1 (176). Este estudio sugiere que el Pbx estaria participando en la mediacion

de la transcripcién inducida por cAMP del gen Cyp17 bovino.

Hasta el presente no se sabe si las enzimas esteroidogénicas no-citocromo P450 requieren
SF-1 para su expresion en células esteroidogénicas, asi como el mecanismo de regulacion
de la expresion del gen que codifica para la reductasa 17-cetoesteroide testicular, conocida
como 17B-HSD. Se ha aislado el cDNA de una bilbioteca genémica humana, que codifica
para una enzima microsomal, 17p-HSD isoforma tipo 3 la cual utiliza el NADPH como
cofactor y que favorece la reduccion de androstenediona a testosterona. El cDNA de 17p-
HSD de tipo 3 tiene un 23% de homologia con los cDNA previamente clonados tipo 1y 2
los cuales catalizan la dehidrogenacion de estrogenos y de andrégenos y que utilizan como
cofactor el NADH (178). La enzima microsomal 17p-hidroxiesteroide dehidrogenasa (17-
HSD) cataliza la interconversion entre  androstenediona y  testosterona,
dehidroepiandrosterona y 5-androstene-3f,17p-diol y entre estrona y estradiol. En el
testiculo la actividad de esta enzima estaria bajo un control genético diferente al de otros
tejidos extragonadales. Actualmente se han aislado y caracterizado tres secuencias de
cDNA codificantes para tres isoenzimas 17p-HSD humanas y el mRNA del tipo 2 se

encuentra en altos niveles en placenta (179).

Se ha descripto en varias especies que los testiculos son capaces de producir estrégenos,
aunque en muy baja cantidad a excepcion del caballc y del pecari, los cuales producen
grandes cantidades en forma de sulfato. La contribucién de cada tipo celular dentro del
testiculo a la secrecion de estrogenos es controvertida. En la rata inmadura el sitio de
aromatizacion es la célula de Sertoli, capaz de metabolizar testosterona a estradiol, esta
actividad aromatasa es aumentada por FSH, mientras que en la rata madura el sitio de
aromatizacion es la célula de Leydig (180). En el cerdo la habilidad de producir estrogenos
es muy baja cuando se trata de células de Leydig purificadas. mientras que preparaciones
crudas que contienen células de Sertoli v de Leydig son capaces de responder a hCG
aumentando la testosteronz y los estrogenos, sugiriendo que la célula de Sertoli es la
principal fuente de aromatizacion en esta especie (181). La célula de Leydig humana
adulta es capaz de metabolizar testosterona a estradiol y androstenediona a estrona. La
enzima P450 aromatasa utiliza promotores altemativos en la regulacion de la expresion
tejido-especifica. Se ha propuesto que el promotor tipo Il es el que regula la expresion P-

450 aromatasa en tejidos humanos adultos.
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Modulacion de la esteroidogénesis por estrogenos

El mantenimiento de las funciones de la célula de Leydig y de la produccion de andrégenos
depende de la hormona luteinizante, liberada por la hipofisis de manera pulsatil y que
circula a bajas concentraciones, alrededor de 10" M. La estimulacion intermitente con LH
es responsable de mantener las funciones diferenciadas de la célula de Leydig, y de la
induccion y/o mantenimiento de receptores de LH y de las enzimas esteroidogénicas.
Incrementos mayores de los niveles de gonadotrofina circulante, de fuente exdégena o
enddgena causan una regulacion negativa de los receptores de LH en testiculo y de la

respuesta de la célula de Leydig (182).

Se ha descripto que luego de dosis altas de hCG ocurre una severa deplecion del receptor
a LH/hCG y una pérdida de la respuesta maxima de pregnenolona. Se ha demostrado que
un defecto de la actividad 17,20 desmolasa es responsable de la respuesta
esteroidogenica disminuida de las células desensibilizadas por altas dosis de hCG
intravenoso. Se propone que el bloqueo en la esteroidogénesis no sbélo es consecuencia
de una deplecion del receptor sino que depende de efectos inhibitorios locales de la

produccion de esteroides durante la respuesta testicular aguda a gonadotrofinas (296).

Si bien el aumento de gonadotrofinas circulantes iniciaimente estimula la secrecion de
testosterona, la respuesta esteroidogénica a LH/hCG es seguida por un periodo durante el
cual la célula de Leydig esté desensibilizada (o refractaria) a una segunda estimulacion
con LH/hCG in vitro. Nozu y colaboradores plantean que la falta de induccién por
gonadotrofina o “down regulation” de receptores de LH es precedida por una lesidon
esteroidogénica de la biosintesis de androgenos posterior a la formacion de progesterona
que sigue a aumentos moderados de gonadotrofinas y por una lesion adicional anterior a la
formacion de pregnenoiona luego de aumentos marcados de gonadotrofinas. El defecto
tardio inducido por gonadotrofinas en la produccion de testosterona se debe principalmente
a la disminucion de las actividades 17a-hidroxilasa y 17,20-liasa con la consecuente
acumulacion de progesterona y 17a-hidroxiprogesterona y estos cambios se producen por
un efecto inhibitorio del estrégeno intracelular formado a partir de andrégeno durante el

aumento inicial de la secrecidn de testosterona bajo accion hormonal (182).

Si bien la inhibicion de la secrecion de testosterona por estradiol se debe en parte a un

feedback negativo sobre la secrecion de LH pituitaria, se ha observado un efecto inhibitorio
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directo del estradiol sobre el testiculo de ratas hipofisectomizadas. El contenido de estradiol
en la célula de Leydig aumenta luego de una sola dosis de hCG y a este aumento sigue la
traslocacion nuclear del receptor de estrogenos. Estos cambios que ocurren previos a la
lesion de la esteroidogénesis sugieren que el estrogeno podria ser responsable de la lesion

enzimatica en la biosintesis de androgenos (183).

Las enzimas 17B-HSD y 3B-HSD no son afectadas en testiculos desensibilizados, en los
cuales el contenido de citocromo P-450 si esta marcadamente disminuido y es paralelo a la
disminucion de las actividades 17a-hidroxilasa y 17,20-liasa. Estas observaciones indican
la importancia potencial del estrogeno enddégeno como un modulador intra-testicular de la

biosintesis y secrecion de andrégenos(183).

La regulacion de la esteroidogénesis por gonadotrofinas incluye la sintesis de proteinas
especificas que se conocen como componentes de la activacion de la via biosintética. Dos
proteinas, de peso molecular 62.000 y 50.000 aumentan dentro de las 3 horas de
estimulacion con hCG y declinan a las 20 horas y estan relacionadas con la accién
estimuladora de las gonadotrofinas sobre el metabolismo de las células de Leydig y la
esteroidogénesis. En contraste, dos proteinas de peso molecular 40.000 y 27.000 se
comienzan a detectar a las 6 horas de estimulacién y aumentan hacia las 20 horas. La
proteina de 27.000 es inhibida por Tamoxifeno mientras que la sintesis de la misma es
estimulada por estradiol y actuaria posiblemente a través de la reduccion del citocromo P-
450 microsomal. Este mecanismo regulador funcionaria como un modulador fisiologico
para limitar la produccion y secrecion de andrégenos biologicamente activos por la célula

de Leydig durante la estimulacién con gonadotrofinas (182).

A diferencia de la célula de Leydig aduita, la célula de Leydig fetal y la inmadura son
refractarias a la desensibilizacion inducida por gonadotrofinas. Puesto que la célula de
Leydig fetal exhibe un aumento del numero de receptores a LH y de la esteroidogénesis
durante la exposicion a gonadotrofinas y a dibutirii cAMP la falta de desensibilizacion
puede ser atribuida a una baja capacidad de aromatizacién y al bajo contenido de receptor
de estrogenos (184). La baja actividad aromatasa en la célula de Leydig fetal es |la
principal responsable de la falta de desensibilizacion en la célula de Leydig inmadura. E!
pequefno aumento de la actividad aromatasa observado luego de! tratamiento con LH no es
suficiente para inducir la regulacion por estrogenos observada durante el tratamiento con
estrogenos exogenos. Estudios en células de Leydig fetales de rata demuestran que .el
estradiol exdégeno es capaz de causar una estimulacion de sus receptores y una induccién

del mecanismo regulatorio de la via androgeénica, como el observado en células adultas. La
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falta de regulacion endogena en la vida fetal se debe a muy bajos niveles de actividad
aromatasa y a una produccion de estradiol no detectable. Entonces la lesion
esteroidogénica a nivel 17a-hidroxilasa/17,20-liasa es una caracteristica de las células de

Leydig adultas (184).

La conversion de 4-ene-3-cetosteroides a 5 a-dihidro-3-cetosteroides esta a cargo de una
enzima microsomal, NADPH dependiente, la 5a reductasa. Su rol mas conocido es la
conversion de testosterona en dihidrotestosterona, el androgeno mas potente responsable
de la diferenciacion de genitales extemos y prostata (185). La mayor conversion ocurre en
tejidos periféricos, aunque alguna actividad esta presente en el testiculo. Se ha descripto
que células de Leydig de rata aisladas producen dihidrotestosterona (186). El tratamiento
de ratas inmaduras con prolactina aumenta la actividad de la enzima 5 a-reductasa. Tanto
la LH como la prolactina estan involucradas en el mantenimiento de la actividad 5a-
reductasa en testiculos de ratas prepuberes. Se han identificado dos tipos de 5a-reductasa
en una biblioteca de cDNA humano siendo el tipo 2 es el predominante en fibroblastos de

piel y en prostata (187, 188).

La enzima Sa-reductasa es muy activa en el testiculo de ratas inmaduras y por ende los
androgenos Sa reducidos son mas abundantes que la testosterona. Esta actividad aumenta
durante la maduracion temprana, alcanza un nivel maximo entre los dias 25 y 45 de vida y
luego disminuye (186). Se acepta que el patrén de producciéon de androgenos testiculares
observado durante la maduracion sexual refleja los cambios de la actividad esteroidogénica
de la células de Leydig , a pesar de que se ha descripto alguna actividad 5a-reductasa en

los tubulos seminiferos de ratas inmaduras (189, 190).

De acuerdo a la edad del individuo se observan diferencias en el metabolismo de
substratos por parte de enzimas testiculares especificas. En el humano, la enzima
P450c17, por ejemplo, declina su actividad a medida que aumenta la edad en el adulto
(191). La actividad 5a reductasa también es dependiente de la edad siendo muy escasa, o

despreciable en el testiculo fetal y prepuberal y aumentando después de la pubertad (192).

Regulacién hormonal de la funcion testicular : Rol de la LH

Como se ha visto, las hormonas LH/hCG causan dos tipos de respuestas en las células de

Leydig la primera, dentro de los primeros minutos es un fuerte incremento de la produccion



de cAMP y de esteroides y no requiere la sintesis de mRNA para enzimas
esteroidogénicas. Este efecto agudo es mediado por cAMP e implica un aumento de la
translocacion de colesterol del citosol a la membrana interna miocondrial, seguido por su
conversion a pregnenolona y finalmente a testosterona. Esta respuesta aguda depende del
estado de diferenciacion celular, especialmente del niumero de receptores para LH/hCG, su
acoplamiento a efectores intracelulares, la actividad de las enzimas esteroidogénicas y la
cantidad de colesterol disponible. El segundo tipo de respuesta consiste en un efecto
tréfico a largo plazo de Ia hormona sobre la estructura y funcidn celular, implica sintesis de
mRNA para enzimas esteroidogénicas y se manifiesta con un aumento de la actividad de

dichas enzimas (1).

Uno de los mecanismos propuestos para relacionar los efectos agudo y a largo plazo es la
induccion de la transcripcion de proteinas reguladoras. En muchos tipos celulares la
expresion de protooncogenes nucleares de Ia familia jun y fos es una respuesta inmediata
a un amplio rango de hormonas y factores de crecimiento. En células MA-10, la hCG
induce un aumento rapido y transitorio de mRNA c-fos y c-myc (210, 211). En cultivos de
células de Leydig porcinas, luego de estimulacién con hCG é con analogos de cAMP se
observa un rapido y transitorio aumento de los niveles de mRNA de c-fos, c-myc y jun-B

pero no de c-jun (72).

Efectos de LH/hCG. FSH y GH sobre las funciones diferenciadas de la célula de Leydig

Algunos estudios in vivo en animales adultos indican que la LH es el unico factor
requerido para mantener la estructura y la funcién de la célula de Leydig (212), mientras
que otros estudios proponen que hormonas pituitarias como ia prolactina (213) y la GH
(214) serian necesarias. Altas dosis de LH/hCG sobre las células de Leydig producen
tres tipos sucesivos de respuesta: 1) respuesta esteroidogénica aguda, 2)
desensibilizacion transitoria, como resultado de varios fenémenos (pérdida de
receptores a LH/hCG, desacoplamiento entre receptor y adenilatociclasa y disminucion
de actividad de enzimas esteroidogénicas) y 3) efectos troficos a largo plazo sobre

organelas intracelulares y aumento de la actividad esteroidogeénica.

Estudios in vitro en varias esepcies han demostrado el efecto estimulador de las
gonadotrofinas sobre la P450 scc, aumentando la sintesis de novo en rata (215) y en
cerdo (216), incrementando el MRNA P450scc en cerdo inmaduro. Se han investigado

los elementos gendémicos involucrados en la regulacién transcripcional de P450 scc y se
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ha observado que la secuencia reguladora de P450scc parece ser especie-especifica y

tejido-especifica (216).

Una enzima que juega un rol crucial en la sintesis de androgenos es la P450c17,
localizada en reticulo endoplasmico liso y encargada de catalizar dos reacciones: 17-
hidroxilacion de esteroides c21 y clivaje de una cadena lateral de dos carbonos para
rendir esteroides ¢19 (217, 218). La regulacion de la expresion de mRNA P450¢17 es
CAMP dependiente. La expresion de P450c17 es inhibida por DHT y/o por receptor de
androgenos. El efecto de hCG sobre los niveles de mRNA P450c17 depende de la dosis
utilizada, como se describe en un estudio in vivo en ratas mientras dosis pequefnas de
hCG (0.2 ug) aumentan los mismos, dosis elevadas de hormona (10 pg) producen un
suave aumento seguido de una disminucion de mRNA (219). Habria factores tejido-
especificos y especie-especificos necesarios para la expresion basal e inducida por
cAMP del gen P450¢c17.

Se ha descripto que el cAMP aumenta el mRNA para la enzima 3B-HSD asi como la
proteina en células de Leydig de rata inmadura y adulta (220). También se ha descripto
en células de Leydig y granulosa porcinas la estimulacion de mRNA para 3B-HSD por
gonadotrofinas. La cicloheximida no afecta la expresion constitutiva de la enzima pero
reduce el efecto estimulador de hCG. Estudios in vivo demuestran que la LH aumenta
marcadamente la actividad 17B8-HSD en células de Leydig murinas. Por otra parte la
actividad aromatasa de la célula de Leydig del cerdo inmaduro es estimulada por hCG

de manera dosis dependiente (74).

Varios estudios in vivo e in vitro han demostrado claramente la habilidad de la FSH para
aumentar el numero de receptores para LH en ovario entero, foliculos aislados y cultivo de
células de la granulosa. Se postula que esta facultad depende de AMPc ya que el efecto
de FSH puede ser estimulado por anaiogos de AMPc 6 por otros factores que aumentan el
AMPc intracelular como prostaglandinas E1, E2 y toxina colérica. El aumento de receptores

para LH producido por FSH puede ser regulado positivamente por estrogenos (221).

Por otro lado las progestinas, los androgenos, el PDGF y la LH también pueden aumentar
el efecto inductor de la FSH en el contenido de receptor de LH. Garzo y Dorrington han
descripto que la insulina puede aumentar la accién de la FSH sobre la actividad aromatasa.
Como la dosis efectiva 50 es 120 ng/ml y dosis menores no son efectivas, se ha postulado
que otro factor, como el IGF-1 podria tener un rol fisiolégico y que la insulina a altas dosis

estaria actuando a través del receptor de IGF-1 (222).



Por su parte, el EGF y los glucocorticoides inhiben la accion de FSH. La exposicion

excesiva a LH resulta en la regulacion negativa del contenido de receptor para LH.

Con respecto e la funcion de la GH se observo que la reduccion del tamano testicular en
ratas enanas deficientes de GH podria reflejar su rol en ei desarrollo de la funcion testicular
normal. Esta reduccion del tamano testicular, sin dano en la funcion espermatogenica,
- indicaria una disminucién de la poblacion de células de Sertoli, sugiriendo que la GH podria
tener importancia en el desarrolio del testiculo prepuberal (223). Como el incremento en el
crecimiento y maduracion esquelética preceden el comienzo de la pubertad en monos y en
humanos, factores que regulan el crecimiento pueden reactivar directa o indirectamente el
eje hipotalamo-hipofiso-gonadal. Nifos con deficiencia en hormona de crecimiento tienen
pubertad retardada y una terapia de reemplazo con GH en estas condiciones puede iniciar

la maduracion reproductiva o acelerar el proceso una vez comenzado éste (224).

Estudios in vitro

J. Mather y col. compararon cultivos de células de Leydig provenientes de tres especies:
rata, raton y cerdo y proponen que el cerdo es el mas ventajoso para el estudio de la
regulacion de gonadotrofinas (193). Asimismo C. Monet-Kuntz e Y. Fontaine han
propuesto que el cerdo es un modelo valioso para estudio de la esteroidogénesis testicular
por presentar, a diferencia de la rata, un prolongado periodo postnatal de quiescencia
prepuberal (194). B.C. Lee y col. estudiaron el modelo de mono que también presenta la
ventaja de un desarrolio puberal tardio y estudian el efecto de FSH en funcién de la edad

en cultivos de células de Sertoli de mono (195).

En un estudio en el mono capuchino, se ha descripto que el testiculo metaboliza
progesterona principalmente a 20a-dihidroprogesterona y se encuentra sélo trazas de
testosterona. Sin embargo la dehidroepiandrosterona puede ser convertida en

androstenediona y testosterona (196).

Por su parte, en el mono titi Saquinus oedipus, el mas primitivo primate del nuevo mundo
de la familia Callitricadae, la pregnenoiona es convertida a testosterona exclusivamente por
la via 4-ene, siendo el mayor metabolito la 17 hidroxiprogesterona y se postula que la c17-

c20 liasa seria la enzima limitante para la sintesis de testosterona (197).

Resultados comparables se obtuvieron al estudiar el babuino Papio anubis tanto en
testiculos de individuos inmaduros como maduros. En ambos casos la conversion de

pregnenolona es por la via 4-ene. Mientras que el testiculo adulto evidencia la presencia de
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actividad 20a-hidroxiesteroide dehidrogenasa y Sa-reductasa, el inmaduro carece de esta

ultima enzima.

En estudios in vitro sobre la esteroidogénesis testicular en el mono rhesus Macaca mulatta,
Sharma y colaboradores (198) concluyeron que la via predominante de biosintesis de
testosterona es la 4-ene, mientras que otros autores (199) postulan la via 5-ene y un
reciente trabajo informa que ambas vias son utilizadas pero que la 4-ene es la

predominante (200).

En el testiculo del orangutédn Pongo pygaeus, la pregnenolona puede convertirse a
testosterona a través de ambos caminos, siendo el 4-ene el predominante. La testosteronz

es el metabolito principal y es importante la actividad de las enzimas 20a- hidroxiesteroide

dehidrogenasa y Sa reductasa (201).

En resumen, los primates mas primitivos como el mono titi convierten lz pregnenolona a
testosterona exclusivamente a través de la via 4-ene y tienen como metabolitos
predominantes otros distintos de testosterona. En pnmates superiores como el orangutan
la pregnenolona es convertida a testosterona principalmente a través de la via 5-ene y la

testosterona es el metabolito principal.

Rey y col. estudiaron los cambios madurativos en el tubulo seminifero de una especie de
primates del nuevo mundo, el Cebus apella. Describieron que el volumen testicular
aumenta continuamente desde el nacimiento hasta la pubertad, que esto depende del
aumento de longitud del tubulo seminifero, que a su vez se debe a la rapida muitiplicacion
de celulas de Sertoli en el periodo neonatal. En la pubertad aumenta la poblacion
espermatogonial lo que provoca un incremento en el diametro y también en la longitud de
los tabulos seminiferos. El incremento mas importante del volumen testicular es desde el
nacimiento hasta ios cinco meses de vida postnatal (202). Estudiaron la esteroidogénesis
testicular durante el desarrollo postnatal, demostrando que el testiculo del mono Cebus es
esteroidogénicamente activo a todas las edades del desarrolio postnatal, con un aumento
progresivo en el contenido y la produccion de andrégenos que aicanza su pico en la
pubertad. La testosterona fue el principal andrégeno encontrado dentro del testiculo a casi
todas las edades. Los principales precursores fueron pregnenolona |y
dehidroepiandrosterona pero sus concentraciones fueron menores que las de testosterona,
excepto en animales infantiles - de 4 meses a 1 ano-. En incubaciones de tejido testicular
con precursores radiactivos de ambas vias los autores observaron que el agregado de hCG

promueve cambios madurativos en cuanto a la preferencia de la via esteroidogénica,
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aumenta la produccion de testosterona y la actividad 5a reductasa y plantearon que habria
un cambio filogénetico de la via 4-ene mas activa en monos primitivos a la 5-ene mas

activa en primates superiores y en humanos (203).

Estos y otros estudios han contribuido a comprender las interacciones paracrinas dentro
del testiculo asi como a identificar nuevos productos de secrecion y receptores
especificos. Sin embargo la mayoria han sido realizados en modelos animales, siendo muy
escasa la informacion acerca de trabajos realizados a partir de testiculo humano. En esta
especie se ha descripto que la via 5-ene es la preferida para la conversion de
pregnenolona en testosterona, aunque la via 4-ene tiene algo de importancia. Cuando se
usa progesterona como substrato el metabolito mas abuntante es la 17a-
hidroxiprogesterona mientras que 20a-dihidroprogesterona y 17-hidroxi 20a-dihidro

progesterona son metabolitos menores (204).

El trabajo con material humano prepuberal es escaso. Chemes y col. estudiaron Ia
produccion de testosterona y la respuesta a hCG en cultivo de células mesenquimaticas
precursoras de Leydig obtenidas a partir de la orquidectomia de pacientes prepuberes con
insensibilidad a los andrégenos. Demostraron que los precursores mesenquimaticos de
Leydig son capaces de sintetizar testosterona, que la hCG aumenta dicha secrecion y
promueve un efecto trofico estimulando la diferenciacion citologica de precursores

mesenquimaticos a células de Leydig maduras (205).

Cigorraga y col. estudiaron las caracteristicas morfogenéticas y esteroidogénicas de
células peritubulares aisladas de fragmentos de tubulos seminiferos de dos pacientes con
insensibilidad a los andrégenos. Describieron que en el compartimiento peritubular hay
células capaces de expresar funciones esteroidogénicas que estan asociadas con células
de Sertoli en una interaccidén especifica mesenquimatica-epitelial y que podrian regular la

secrecion de ABP por células de Sertoli (206).

G. Verhoeven y J. Cailleau en 1987 estudiando in vitro testiculos humanos obtenidos por
orquidectomia, por diagnostico de insensibilidad a los andrégenos, identificaron un factor

producido por tubulos seminiferos en cultivo capaz de estimular a células de Leydig (207).

H. Lejeune estudidé la secrecién de testosterona en un modelo de células de Leydig
humanas adultas aisladas y cocuitivadas con células de Sertoli. En este caso el matenal
fue removido de pacientes adultos con muerte cerebral (208). P. Foucault estudi6 la

produccion de lactato, 17B-estradiol y transferrina en cultivos de células de Sertoli de
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testiculos obtenidos de pacientes adultos durante el proceso de transplante de organos
(139).

Al comenzar la puesta a punto del cultivo primario de células testiculares humanas
prepuberes a partir de necropsias nos encontramos con una falta total de informacion
acerca de un modelo similar. Sélo un trabajo de Ruokonen y col. menciona que no
habria diferencias en la composicion de esteroides entre testiculos removidos

quirurgicamente y testiculos de necropsias (209).

Métodos de cultivo para el estudio de funciones celulares

Si bien los distintos tipos de microscopio permiten observar desde estructuras histolégicas
hasta moléculas de gran tamano y organelas intracelulares, y por otro lado una molécula
puede ser localizada por tincion especifica, la comprensidon molecular de una célula
requiere de analisis bioquimicos que implican ia ruptura celular. Con el fin de preservar la
mayor informacion posible acerca de un tipo celular, los bidlogos celulares han desarrollado
técnicas para disociar las células de un tejido y separarias en sus diferentes tipos celulares
obteniéndose como resultado una poblacién celular relativamente homogénea para ser
analizada (225). El primer paso, que consiste en reducir el tejido a una suspension de
células individuales se hace rompiendo la matniz extracelular y las uniones que mantienen
unidas las células entre si. El mejor rendimiento de células disociadas viables se obtiene a
partir de tejidos fetales o neonatales, tratados con enzimas proteoliticas (como colagenasa
6 tripsina) y con agentes como el EDTA ( acido etilen diamino tetra acético) que unen o
quelan el calcio del cual depende la adhesion célula-célula. Se han hecho varios intentos
para separar tipos celulares diferentes a partir de una suspensién mixta. Por ejempio se
utilizé una diferencia en las propiedades fisicas como la densidad celular, haciendo
centrifugacion en gradientes de densidad. También se utilizé la capacidad de algunos tipos
celulares de adherirse fuertemente a una superficie de vidrio o plastico y separar las
células que se adhieren de las que no. Técnicas mas sofisticadas implican la marcacién
especifica con anticuerpos acoplados a colorantes filuorescentes y la separacién posterior
de las células marcadas y no marcadas con un "cell sorter” activado por fluorescencia. Pero
todo método de purificacién implica una pérdida en el rendimiento final y entonces es
necesario que la muestra de partida tenga un tamano -en masa- considerable para que

luego de la purificacion la cantidad de células sea apreciable.

Cuando el material de partida consiste en lotes de animales de experimentacién -rata,

raton- se pueden aplicar las técnicas de aislamiento de células a partir de un tejido y su



posterior purificaciéon. En cambio, cuando el material de partida es un tejido humano y la
masa es escasa es necesario sacrificar pasos de purificacion para obtener una cantidad

considerable de ceélulas.

Una poblacion celular puede ser utilizada para estudios bioquimicos y para conocer el
comportamiento de las células en condiciones estrictamente definidas. En condiciones
apropiadas, la mayoria de las células animales y vegetales pueden vivir, multiplicarse y
expresar sus propiedades diferenciales en una placa de cultivo celular. Pueden
observarse en un microscopio de contraste de fase 6 bien ser analizadas
bioquimicamente. Por ejemplo, se puede estudiar el efecto de agregar 6 de remover
moléculas especificas como hormonas ¢ factores de crecimiento. Ademas en un cultivo

mixto se pueden estudiar las interacciones entre un tipo celular y otro.

El primer cultivo de tejidos data de 1907, se tratd de un experimento disenado para
resolver la doctrina” neuronal, una controversia neurobiologica acerca del origen
unicelular de una fibra nerviosa. Los primeros experimentos de cultivo se realizaban a
partir de pequenos trozos de tejido o explantos. Actualmente los cultivos se realizan a

partir de suspensiones celulares.

Se entiende por cuitivo primario a un cultivo de células preparadas directamente de un
tejido de un organismo. Estas a su vez se pueden remover de la placa de cultivo y ser
utilizadas para sembrar un cultivo secundario. Muchas veces las células asi cultivadas
despliegan muchas de las propiedades diferenciadas que tenian originalmente. Si este
fenomeno ocurre, se tiene acceso a estudiar a la célula de una manera que no es

posible hacer en el tejido intactc.

Luego de un numero finito de divisiones mitéticas en cuitivo, ila mayoria de las células de
vertebrados mueren. Por ejemplo, los fibroblastos de piel humana pueden vivir hasta
cinco meses en cultivo, dividiéndose entre 50 y 100 veces antes de morir. Se sugiere
que la duracion maxima de vida de las células en cultivo esta relacionada con la
duracién maxima de vida del animal del cual derivaron. Ocasionaimente una variante
celular puede propagarse indefinidamente para formar una linea celular.
Experimentalmente puede inducirse a células normales para que se dividan
indefinidamente transformandolas quimicamente 6 a través de un virus tumoral. Las
lineas celulares transformadas y no transformadas son muy utiles como fuente de un
tipo celular uniforme y numeroso, pueden aimacenarse a -70 6 -180 °C y mantenerse

viables luego de ser descongeladas. Sin embargo, las células de lineas celulares
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frecuentemente difieren de sus ancestros del cultivo primario. La utilizacién de células
provenientes de tejidos embrionarios, fetales o jovenes permite el estudio en cultivo
aprovechando la capacidad proliferativa de los tejidos jovenes y sin alejarse demasiado

del tejido original.

El modelo de estudio de testiculo prepuber humano normal en cultivo permite que sea

utilizado como patrén de comparacion para el estudio de testiculos patologicos.

Sindrome _de Smith-Lemli-Opitz

El colesterol constituye un metabolto enigmatico esencial: a pesar de que las

recomendaciones de disminuir el colesterol sérico sear generalizadas, su bajo contenido
estd asociado a una morbilidad aun poco comprendida. El colesterol sérico puede
aumentarse con dietas ricas en lipidos a pesar de que el colesterol de la dieta tiene
relativamente escasa influencia en la concentracion del colesterol del suero. El sindrome de
Smith-Lemli-Opitz caracterizado por niveles de colesterol sérico extremadamente bajos
constituye un modelo para la evaluacion de la absorcién y del metabolismo del colesterol
de la dieta (226, 227*.

Utilizando modelos animales, se encontraron cambios degenerativos en el sistema nervioso
de ratas que recibian drogas hipocolesterolémicas y se propuso que el motivo de los danos
seria un efecto toxico de 7-dehidrocolesterol elevado ¢ una deficiencia de colesterol (228.
229, 230). Roux y col. observaron que una dieta hipercolesterolémica administrada en ratas
prefadas tratadas con agentes hipocolesterolémicos di=minuye pero no elimina el efecto
teratogénico de Iz inhibicién de la sintesis de colesterol (231).

Las ratas fetales y jovenes utilizan pnncipalmente el colesterol endogeno pero también
obtienen algo de colesterol exdgeno (232). El colesterol plasmatico es bajo en nifios recién
nacidos a término, 60 mg/dl, y aumeonta rapidamente en los primeros dias de vida (233).
Los recién nacidos y nifos mas pequefios pueden sintetizar el colestero! necesario para la
mielinizacién, la sintesis de hormonas, los metabolitos de vitamina D y la integridad de la
membrana celular. Hasta el presente no se han establecido los requerimientos de
colesterol de la dieta (226).

En un reciente trabajo de Ness (234) se estudia la regulacion en el desarrollo de la
expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en la homeostasis del
colesterol. El estudio en ratas abarca la hidroximetil glutarii coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, colesterol 7a hidroxilasa y el receptor para LDL. Se examina las fuentes de
colesterol para las necesidades del cerebro, el higado y el testiculo durante el desarrolio.

En el cerebro el colesterol es necesario para la mielinizacion, en el higado para la
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regulacion de la sintesis de acidos biliares. En el cerebro, la HMG-CoA sintetasa presenta
un pico de actividad a los 4 dias de vida, el cual corresponde al comienzo de! periodo de
crecimiento rapido del cerebro y de la mielinizacién. El aumento es a nivel de la
transcripcion. En el higado durante los primeros 18 dias de vida de la rata, los niveles de
colesterol sérico se duplican respecto a los del nacimiento, aumento que esta asociado a
una disminucion de la actividad de la HMG-CoA reductasa. Es decir que el colesterol
provisto por la leche matemna ejerce un efecto regulador tanto a nivel transcnpcional como
post transcripcional. Luego del destete se observa un pronunciado incremento del mRNA y
de la actividad de la HMG-CoA reductasa. En el testiculo se ha encontrado expresion del
mMRNA para receptor de LDL asi como isoformas tejido-especificas de mMRNA de HMG-CoA
reductasa y de famnesil pirofosfato sintetasa. Las formas testiculo especificas de mRNA de
estas enzimas aumentan marcadamente a medida que la rata madura sexualimente,
airededor de los 30-40 dias (235). La actividad HMG-CoA reductasa es maxima a los 21
dias y luego declina, mientras que el mRNA del receptor de LDL aumenta entre ios 31 y
120 dias.

Estos estudios del desarrollo sugieren que en cerebro, en higado y en rinon, la expresion
de enzimas involucradas en la sintesis de colesterol , de acidos biliares y del receptor LDL
parecen estar relacionadas con las necesidades de colesterol de cada tejido. Pareceria que
la sintesis de novo de colesterol juega un rol extremadamente importante en el desarrollo
temprano de estos tejidos. De esta manera se explicarian la microcefalia, la faita de acidos

biliares y los genitales ambiguos observados en pacientes con Smith-Lemli-Opitz (236).

Sindrome de insensibilidad a los andrégenos

El sindrome de insensibilidad a los andrégenos es una enfermedad hereditaria que se
caracteriza por una insensibilidad de la piel genital a los androgenos, independientemente
de los niveles plasmaticos normales de testosterona, es decir, es la pérdida de la
capacidad de la célula blanco a responder a los androgenos. Ha sido descnpto hace mas
de un siglo, ya que el primer caso publicado data de 1848. Hay dos tipos de insensibilidad
a los andrégenos la forma completa y la parcial o incompleta, dependiendo del mayor o
menor grado de expresion del sindrome como resultado de factores aun poco
comprendidos. En la prepubertad este sindrome muchas veces no se diagnostica debido a
la ausencia de indicios clinicos obvios. El individuo afectado suele presentar fenotipo y
genitales extemnos femeninos signos que son mas pronunciados a medida que se acerca la
pubertad. Se evidencian hemias inguinales que cuando se operan demuestran ser

gonadas masculinas (237). El cariotipo es 46,XY y deben hacerse estudios mas detallados
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de los genitales externos y biopsia de piel genital. La amenormrea primaria es un signo en la
postpubertad, otro es la infertilidad. Los niveles de testosterona plasmaética corresponden a
los de un adulto asi como también estan elevados dehidroepiandrosterona y su sulfato. La
respuesta a la estimulacion con hCG es normal o esta aumentada en la forma completa.
Son elevados también los niveles de LH plasmatica. La globulina que transporta hormonas
sexuales (SHBG) esta elevada y esto altera la concentracion de testosterona libre,
explicando el aumento de LH. Los estrogenos urinarios estan elevados respecto a los
niveles normales masculinos. Se sabe que el testiculo produce estradiol, el cual, habiendo
falta de respuesta a los andrégenos, puede ser responsable de la ginecomastia. La
histologia testicular varia de acuerdo a la edad del paciente. En general los testiculos son
inmaduros, de apariencia fetal o criptorquidica. Los tubulos seminiferos inmaduros se
agrupan en microadenomas. Las células de Leydig son inmaduras, similares a las fetales,
aun en pacientes puberales. Puede haber fibrosis e incluso hialinizacion del estroma.
También puede observarse hiperplasia de células de Leydig junto con aplasia germinal. Se
observa feminizacion completa 6 incompleta con hipospadia y microfalo y ginecomastia
puberal. Estudios en fibroblastos de piel genital humana de individuos con insensibilidad a
los andrégenos demostraron un defecto de la fijacion del andrégeno al receptor citosélico.
El gen del receptor de androgenos o de un factor reguiador del mismo esta en el
cromosoma X humano. Mutaciones o deleciones parciales de este gen fueron encontradas
en pacientes con este sindrome, por lo que se piensa que seria un grupo heterogéneo de

lesiones moleculares.

Dado que el fenotipo y los genitales extemos son femeninos, los pacientes deben
clasificarse como de sexo femenino (237). El tratamiento incluye intervencion quirurgica,
orquidectomia bilateral a causa de la posibilidad de degeneracion maligna de los

testiculos, terapia de reemplazo hormonal con estrogenos y psicoterapia.

Tumor Calcificante de Células Grandes de Sertoli

El tumor de células de Sertoli es una lesion poco frecuente que representa soio el 1% de
todas las neoplasias testiculares. Un subtipo caracterizado por células de Sertoli
atipicamente agrandadas y por calcificaciones intratubulares ha sido descripto bajo el
nombre de Tumor Calcificante de Células Grandes de Sertoli (LCCSCT) (238, 239). De
los veinte casos descriptos hasta el presente aproximadamente la mitad ocurrié en nifios
prepuberes, asociado con pubertad precoz y/o ginecomastia mientras que otras
asociaciones encontradas fueron adenoma pituitario e hiperplasia adrenal cortical

bilateral (240).
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En 1985 Camey y col. (241) describieron un cuadro clinico complejo caracterizado por
mixomas, pigmentacion en manchas e hiperactividad endocrina en cuarenta pacientes,
dieciseis de sexo masculino, nueve de los cuales presentaron un tumor de células de

Sertoli que correspondia, en su mayoria, a la variante de células grandes calcificantes.

En el laboratorio de cultivo celular del Hospital Garrahan se ha estudiado un tumor
calcificante de células grandes de Sertoli bilateral, endocrinolégicamente activo e
independiente de gonadotrofinas, presente en un nifo de 8 anos de edad quien consultd

por ginecomastia bilateral.
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Objetivos generales

Los objetivos generales se basaron en el desarollo metodologico del cultivo primario de
celulas testiculares humanas a partir de testiculos de necropsias con el fin de establecer
algunas respuestas a los interrogantes acerca de la fisiologia testicular de la prepubertad y
pubertad humanas y de sus alteraciones, analizando los factores involucrados en la
modulacién de la esteroidogénesis testicular.

Objetivos parciales

Se definieron 10 objetivos parciales que se describen a continuacion:

1- Establecer las condiciones optimas para ia obtencion y conservacion de las muestras de
necropsias (tiempo post mortem, temperatura), digestion del tejido y preservacion del
cultivo de las células. Analizar la secrecion de testosterona en el medio de cultivo como
marcador de actividad de células de Leydig

2- |dentificar los tipos celulares que componen el cultivo primario mixto de celulas
testiculares humanas por técnicas de histoquimica y de inmunocitoquimica

3- Estudiar la secrecion de testosterona a lo largo de los dias de cultivo y hallar el dia
optimo de estudio
4- Estudiar la esteroidogénesis en cultivo a partir de testiculos correspondientes a cuatro
grupos etanos. Estos son: grupo 1, de 1 a 10 dias de vida que comresponde al periodo
neonatal temprano; grupo 2, de 1 a 9 meses de edad que equivale al periodo de
activacion testicular postnatal ; grupo 3, de 1 a 7 anos, o periodo de quiescencia testicular
prepuberal y grupo 4, de 12 a 15 anos, que representa al periodo puberal. Comparar la
secrecion de testosterona basal y la respuesta a LH/ hCG y FSH entre los grupos etarios

5- Estimar la actividad de las enzimas intervinientes en la biosintesis de testosterona

midiendo Ia secrecion de esteroides por el método de radioinmunoensayo

6-Estudiar Ilas vias A5 y A4 de la esteroidogénesis por incubaciéon con precursores tntiados

y cromatografia en capa delgada

7- Estudiar el efecto de GH, insulina e IGF-1 sobre la esterocidogénesis testicular humana

8- Estudiar la secrecion de inhibina-B como marcador biolégico de células de Sertoli

9- Desarrollar ia técnica de subcuitivos de células testiculares humanas prepuberes para

lograr obtener material para estudios subsiguientes

10-Aplicar la metodologia desarroilada para estudiar la capacidad esteroidogénica en

tumores testiculares y en testiculos de gonadectomias de pacientes con anomalias en la

diferenciacion sexual, para profundizar el conocimiento de los mecanismos que producen
alteraciones de la esteroidogénesis en estas patologias.
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Se estudiaron células testiculares en cultivo en un total de 50 pacientes, 43 provenientes
de necropsias de sujetos menores de 8 anos de edad, 4 de orquidectomias de sujetos
entre 12 y 15 anos y & de orquidectomias de pacientes con patologia gonadal: tumor
testicular (1), con sindrome de Smith-Lemli-Opitz (1) y con sindrome de insensibilidad a los
andrégenos (1). Las primeras 47 muestras elegidas para estos estudios no presentaron
diagnésticos asociados a enfermedades endocrinologicas. En varias ocasiones la misma
muestra se utilizd para mas de un objetivo. El presente protocolo de investigacion fue

aprobado por el Comité de Investigacion del Hospital de Pediatria Garrahan.

El total de cultivos fue clasificado en cuatro grupos etarios de acuerdo a los conocimientos
previos de la fisiologia del testiculo humano. El grupo 1 comprende 9 cultivos provenientes
de ninos entre 1 y 10 dias de vida, momento en el cual el parénquima testicular esta bajo la
influencia de hormonas matemas, fundamentaimente de origen placentario. El grupo 2
abarca 18 cultivos provenientes de nifos entre 0.7 y 9 meses de edad. Dentro de esta
edad esta descripto el pico postnatal de actividad testicular de la prepubertad, con aumento
en los niveles de testosterona plasmatica. El grupo 3 incluye 16 cultivos provenientes de
ninos entre 12 y 84 meses de edad. En esta etapa se describe el periodo de reposo
testicular prepuberal. El grupo 4 comprende 4 cultivos provenientes de nifios en edad
puberal -entre 12 y 15 anos-. A diferencia de los anteriores, estos testiculos provienen de

orquidectomias relacionadas a patologias no endocrinas (recidivas de leucemias).

Para la identificacioén de los cultivos primarios se utilizé un codigo que consiste en las dos
primeras letras del apellido del paciente, Ia edad y la unidad en que esta expresada : dias
(d), meses (m) o anos (a). Por ejemplo, Zaim es el codigo que identifica al cultivo primario
de un paciente de apellido Za... y de 1 mes de edad. Para identificar a los subcultivos al
codigo del cultivo primario se agrega “sub” y una cifra que corresponde al numero de
subcultivo. Por ejemplo, Za1imsub2 es el coédigo que hace referencia al subcultivo 2 del
paciente Za... de 1 mes de edad. Para los cultivos criopreservados se anade “crio” y una
cifra que simboliza el numero de subcultivos después de la criopreservacion. En el ejemplo
anterior, Zaimsub2crio1 es el codigo que identifica al primer subcultivo después de la
criopreservacion del subcultivo 2 del paciente Za... de 1 mes de edad. Sumando las cifras
de sub y crio se obtiene el nimero total de subcultivos. En la tabla M1 se detalla cada

grupo etario con ios cultivos correspondientes expresados en el codigo descripto.

Para llevar a cabo el primer objetivo que consitié en la puesta a punto del cultivo primario

de células testiculares humanas, los testiculos estudiados fueron 7, 3 del grupo 2 y 4 del
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grupo 3. Se define el tiempo post mortem (tpm) al intervalo -expresado en horas- entre el
fallecimiento del paciente y el comienzo del procesamiento del tejido. Los tpm de estas
muestras fueron entre 10y 72 horas: 10, 24 (n=2), 38, 45, 48 y 72 horas.

Para cumplir con el segundo objetivo, identificacion de tipos celulares por estudio de
histoquimica para 3p-H3D e inmunocitoquimica para filamentos especificos, se estudiaron

cultivos del grupo 1 para 3p-HSD y del grupo 3 para la inmunocitoquimica.

Para llevar adelante el tercer objetivo, estudio de la cinética de secrecion de testosterona,

se utilizaron 3 cultivos del grupo 2, 3 cultivos del grupo 3 y 2 cultivos del grupo 4.

Para reali-ar el cuarto objetivo, que fue el estudio de la secrecion basal de testosterona y
de la respuesta a estimulos gonadotropicos en cultivo, se estudid un total de 17 cultivos, 4

del grupo 1, 6 del grupo 2, 5 del grupo 3, y 2 del grupo 4.

El quinto objetivo, la estimacion de la actividad de las enzimas de la biosintesis de
testosterona, fue llevado a cabo por el analisis de regresion lineal entre testosterona y otros
esteroides de la biosintesis de testosterona, dosados por radioinmunoensayo en 15

cultivos, 8 del grupo 2 y 7 del grupo 3.

El sexto objetivo, estudio de las vias A5 y A4 mediante la incubacién con precursores
tritiados y analisis por cromatografia en capa delgada se realizé en 5 cultivos, 2 del grupo

1, 2 del grupo 2 y 1 del giupo 3.

El séptimo objetivo, estudio del efecto de GH, insulina e IGF-1 fue analizado en 11 cultivos
-6 del grupo 2 y 5 del grupo 3- para GH, en 8 cultivos -7 del grupo 2 y 1 del grupo 3- para
insulina y en 18 cultivos -4 del grupo 1, 7 del grupo 2, 6 del grupo 3 y 1 del grupo 4- para
IGF-1.

La secrecion de inhibina-B, octavo objetivo, se analizd en un total de 28 cultivos
distribuidos de la siguiente manera: 7 cultivos del grupo 1, 9 del grupo 2, 9 del grupo 3y 3

del grupo 4.

La técnica de subcultivos, objetivo noveno, fue llevada a cabo en 3 cultivos del grupo 2 y

de 1 del grupo 4.

Finalmente, el décimo objetivo, estudio de la esteroidogénesis testicular en patologias
relacionadas al testiculo fue realizado en un paciente de 33 meses con Sindrome de Smith-

Lemli-Opitz, en un nifio de 30 meses con diagndstico de Insensibilidad a los Androégenos, y
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en un nifo de 9 anos con diagnéstico de Tumor Calcificante de Células Grandes de Sertoli.
A continuacion se describen las principales caracteristicas de estos tres pacientes asi como

el diseno experimental.
Paciente 1

El paciente con Sindrome de Smith-Lemli-Opitz era el primer hijo de matrimonio joven no
cosanguineo. En el embarazo se detectaron pocos movimientos fetales y oligpamnios. La
gesta fue de 38 semanas y el parto eutécico. Los datos al nacer fueron 2450 g de peso 48
cm de talla y 33 cm de perimetro cefalico. A los 3 meses de edad el examen fisico
presentaba peso de 3250 g (-3,5 DS), talla 53.5 cm (-4,0 DS) y 36 cm perimetro cefalico (-
3 DS). El examen fisico mostraba hipotonia generalizada, cabeza con microcefalia y
torticolis congénita, cara con hipertelorismo, narinas antevertidas, micrognatia, paladar alto,
orejas dismorficas, manos con linea simiana bilatera!, clinodactilia del Sto dedo, pies con
sindactilia blanda entre 2do y 3er ortejo. Se observd por tomografia axial computada
ventriculomegalia dismorfica, quistes del septum pellucidum vy displasia cortical. Los
genitales extenos estaban escasamente virilizados con un falo ligeramente hipertrofico
(0,7 a 1,0 cm de largo) y cuerpos cavermnosos muy finos. Presentaba un orificio unico,
amplio, perineal, y repliegues labio-escrotales. A la palpacion presentaba dos resaltos
gonadales en el trayecto inguinal. Se le asignd sexo femenino. Se practico la
orquidectomia bilateral a los 33 meses de vic:.Se realizaron examenes complementarios

que revelaron un cariotipo: 46, XY.

Como grupo control para el cultivo del Smith-Lemli-Opitz, se utilizaron 3 cultivos de células
testiculares provenientes de necropsia de ninos de 33 (2) y 36 meses de edad sin patologia

genética ni endocrinologica (tumor abdominal, tumor hepatico, pioventriculitis).

Para el estudic del efecto del inhibidor de la enzima 7-DHC-A 7reductasa (BM 15766) se
hizo un cultivo de células testiculares control de un testiculo de necropsia de un nifio de 2
meses de edad con diagndstico de insuficiencia renal cronica, en el cual se usé una dosis
del inhibidor de 10° M , como solvente dimetilsulfoxido (DMSO) 0.2%. El protocolo
consistié en 6 dias de cultivo, ios ultimos 4 dias con estimulo crénico de LH . LH + DMSO
6 LH+BM15766.
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Paciente 2

Se estudié un paciente 46,XY fenotipicamente femenino, con la forma parcial de
Insensibilidad a los Androgenos, sometido a gonadectomia bilateral a los 30 meses de
edad. Como grupo control se estudiaron 4 cultivos de testiculos proveniente:r de necropsia,
de nifos de 7, 16, 18 y 33 meses de edad, cuyos diagnésticos fueron bronqueolitis aguda,

bronconeumonia, atresia pulmonar y tumor abdominal, respectivamente.

Paciente 3

Para el estudio /in vitro de un tumor calcificante de células grandes de Sertoli el paciente
fue un nifo de 8 anos quien consultd al Servicio de Endocrinologia del Hospital Garrahan
por presentar ginecomastia bilateral. El score de desvic 2standar de su altura fue +2 y la
edad osea +1 afno. El e ~men fisico reveld grandes mamas, estadio de Tanner 4 y grandes
nodulos duros en amoos testiculos. El desarrollo del pene era acorde a su edad y
presentaba signos minimos de crecimiento de velic pubico. Se encontré una pigmentacion
en manchas marrones oscuras generalizada en toda la piel en el paciente, asi como en su
hermano varon de 9 anos y en su madre. Ella a su vez habia sido operada de una mixoma
cardiaco a la edad de 34 anos. El estudio ecografico del paciente reveld multiples nédulos
testiculares calcificados y bilaterales mientras que sus glandulas adrenales eran normales.
A los 9 anos de edad se procedié a la orquidectomia bilateral y a la remocién de ambas
mamas. Los testiculos fueron utilizados para examenes histoloégicos y para el estudio del

cultivo celular.

Como control se utilizé un cultivo de células testiculares de un nifio de 7 meses de edad,

fallecido por una cardiopatia congeénita, sin alteraciones endocrinas.

Ademas, un cultivo de células testiculares de un nifio de 1 mes de edad, fallecido por una
malformacion cardiovascular severa, fue utilizado para testear el efecto del medio

condicionado del cultivo del tumor sobre la regulacion de la esteroidogenesis testicular.

Finalemente la tabla M2 resume toda la informacién del material clinico utilizado para el

desarrollo de este trabajo de tesis doctoral.
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Tabla M1 Distribucién de los cultivos primarios de células testiculares por grupos etarios

utilizando el cédigo descripto

Grupo 1
1-10d
Ra1d
Apid
Bu2d
Fedd
AcSd
Vieéd
Va8d
Caod

Ra10d

Grupo 2
0.7-9m
Va21d
Zalm
Gi1m
Lulm
Te1.5m
Or1.5m
Ov2m
Er2m
Go3m
Di3m
Oldm
Ch5m
Maém
Ba7m
Gi7m
Th7m
Ta8m

Ca9m

He20m
Go21m
Mi22m
He24m
Ro24m
Mo33m
Mi33m
Du36m
Se36m
Ar36m
Ri41m

Ch84m
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Tabla M2 Distnbucioén del numero de cultivos utilizados para llevar a cabo cada uno de los

objetivos

Objetivo  Grupo1 Grupo2 Grupo3  Grupo 4

1-10 d 0.7-9m 12-84m 12-15 a

1 — 3 4 —
2 1 — 1 —
3 — 3 3 —
4 4 6 5 2
5 — 8 7 —
6 2 2 1 —
7 4 7 6 1
8 7 8 10 4



Observacion microscopica de tejidos testiculares

Se han observado ;, descripto preparaciones histologicas de los testiculos de todas las
muestras estudiadas. En los cortes histolégicos correspondientes a un testiculo de un nifo
de 2 dias de vida, se observan cordones celulares rodeados de membrana basal y en el
espacio intersticial, un acumulo de células grandes, de citoplasma eosindfilo, nucleo con
cromatina laxa y nucleolos evidentes caracteristicas que recuerdan a células de Leydig
fetales (figura I-A). En los cortes histologicos de testiculos del grupo 2 (figura I-B) se
pudieron diferenciar células de Leyd,3 de tipo fetal y cordones seminiferos inmaduros con
células de Sertoli inmaduras y es;..ermatogonias. Esta combinacion de células intersticiales
maduras con células de los cordones seminiferos estaria presente en los cultivos mixtos de
células testiculares humanas prepuberes de los primeros meses de vida postnatal. En ios
cortes histologicos correspondientes al grupo 3 no se pudieron reconocer células de Leydig
diferenciadas, aunque si células mesenquimaticas precursoras de Leydig , también es de
notar la presencia de cordones seminiferos inmaduros, carac:eristicos del periodo

prepuberal, figura |-C.
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Figura | Microfotografias de cortes histologicos de testiculos de pacientes de distintas edades. 1-A
paciente de 2 dias de vida. Cordones celulares rodeados de membrana basal y células grandes,
intersticiales, de citoplasma eosindfilo, nicleo con cromatina laxa y nucleolos evidentes
caracteristicas de células de Leydig fetales (L) 1-B paciente de 3 meses de edad. En el intersticio
células grandes, con caracteristicas compatibles con células tipo Leydig (L) y a la derecha un
tubulo seminifero inmaduro (S) 1-C paciente de 33 meses. Cordones seminiferos (S) y células
intersticiales algunas con caracteristicas de células mesenquimaticas (M). Ausencia de células de
Leydig (H&E. Ay B 40 x, C 25 x)
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MATERIALES

Los reactivos utilizados para el aislamiento y el cultivo celular fueron obtenidos de Sigma

Chemical Co. El suero fetal bovino fue de Gibco B.R.L.

Los antibidticos utilizados fueron facilitados por el Servicio de Farmacia del Hospital de

Pediatria Garrahan.

La eleccio: de los antibidticos para evitar 0 controlar las contaminaciones en los cultivos
primarios provenientes de muestras de autopsias ha demandado una serie de pruebas que
no siempre resultaron satisfactorias.Los antibidticos de rutina utilizados en cultivo celular
han debido ser reemplazados por otras formulas con el fin de controlar e! problema de las
coniaminaciones. Las probables fuentes de contaminacion son: el medio intra-hospitalario,
que el material de estudio sean muestras de autopsias realizadas en un ambiente sucio -no
estéril- no comparable a un quir6fano, las sepsis propias de muchos de los pacientes y/o

los tratamientos antibioticos previos a su deceso.

El uso de antibidticos tuvo distintas etapas: en primer lugar el medio DME-Ham F12 es
preparado con Gentamicina 20 mg/L (un aminoglucésido cuyo mecanismo de accion es
alterar la sintesis proteica de los microorganismos en fase de proliferacion logaritmica). Su
espectro de accion es Gram - y + pero se observa resistencia de los microorganismos a

traves de plasmidos. No cubre todo el espectro de microorganismos-.

Para el cultivo primario se ha comenzado con los antibiéticos mas comunmente utilizados
en estudios in vitro. penicilina-estreptomicina (50.000 U/mI-0.2%). La penicilina es un
bactericida que compite con la sintesis de mucopéptidos de la pared celular bacteriana.
pero su espectro es limitado (cocos y bacilos Gram +) mientras que los Gram - son
resistentes y pueden producir penicilasas. La combinacion penicilina-estreptomicina no
resultd suficiente para el control de las contaminaciones intrahospitalarias y fue necesario
acudir al uso de drogas mas complejas. Se utilizd cefalotina 100 pg/ml pero tampoco
resulto eficiente. Actualmente se utiliza Imipenem (tienamicina formamidina/cilastatina
sodica) (MSD) a una concentracion final de 32 ug/mi en medio de cultivo. Este pertenece al
grupo de B-lactamicos con una nueva estructura quimica. Su actividad antibacteriana
consiste en inhibir la sintesis de la pared bactenana a través de la inactivacion de una o
mas transpeptidasas. Su espectro de accion es cocos Gram + (estafilo y enterococos),
bacilos Gram - (enterobacterias) y pseudomonas. Se adiciona anfotericina-B (Amfostat)

concentracion 2.5 pg/ml como antimicético.
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En el procesamiento de! tejido se tuvo en cuenta el control en agar-sangre del tejido
recibido asi como de todos los pasos llevados a cabo dentro de la preparacion de la
suspension celular es decir diseccion, digestion enzimatica, lavados, con el fin de identificar
el origen de la contaminacion si la hubiere. Apenas recibida, la muestra de tejido es
colocada en alcohol 70% como desinfectante.La limpieza y desinfeccion del cuarto de
cultivo asi como de la incubadora de cultivo -con lavandina y solucion fenolada al 5%- es

otro punto indispensable para evitar las contaminaciones.

El material descartable para la manipulacion de las células -pipetas, tubos cénicos para

centrifuga, placas de Petni, placas multiwell- fue de poliestireno de tipo Falcon.

Todo el material de vidno fue neutralizado. antes de utilizar, con acido clorhidrico (CIH) 1N
mientras que los tapones de goma recibieron tratamiento previo con hidroxido de sodio

(OHNa) y CIH, 30 minutos en agua a 100 °C, para eliminar posibles residuos toxicos.

Las hormonas gonadotrofina corionica humana (hCG), luteinizante humana (hLH) y foliculo
estimulante humana (hFSH) fueron facilitadas por el Instituto Nacional de Diabetes y
Enfermedades Digestivas y Renales, perteneciente al Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos (NIDDK, NIH, USA). La hCG (13450 Ul/mg) se utilizd, segun la bibliografia,
en una concentraciéon de 10 ng/ml (134.5 mU!/ml). La hLH (40 Ul/L) se utilizé en una dosis
de 10 ng/m! (40 mUl/ml).

La homona foliculoestimulante humana mencionada es altamente purificada por
inmunoafinidad hFSH (2ng/mi=0.003UI/L). Se utilizd ademas una hormona

foliculoestimulante humana recombinante (rhFSH) facilitada por Serono Argentina S.A.

La hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH) (Genotropin, KabiVitrum, Suecia)

fue facilitada por el laboratorio Astra de Argentina.
La insulina humana de Sigma tiene 25.6 Ul/mg (5 pg/mi=128 mUI/mL = 918.4 nmol/L).

Se utilizd factor de crecimiento simil insulina de tipo 1 (IGF-1) recombinante humano de
Genentech. Para establecer la dosis efectiva 50 (ED50) se realizaron protocolos utilizando
concentraciones crecientes de IGF-1 cronicamente administrado a cultivos entre 6.25 y
5000 ng/mi. Se ha observado un aumento de la testosterona respecto del basal (11.3+3.96,
x+DS, pmol/10°cel.24hs) en presencia de 12.5 ng/mi de IGF-1 (26.2 + 5.08, p<0.05), bajo
25 ng/ml ( 22.845.72, NS) y bajo 50 ng/ml (27.5 + 2.43, p<0.05) , este ultimo valor
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permanece alto hasta 5000 ng/mi. Se decidié utilizar la dosis de 50 ng/mi para los estudios

posteriores.

METODOS

Obtencién de la suspension de células testiculares

Aproximadamente una hora después de fallecer, por norma del Hospital, el cuerpo se
coloca a 4 °C hasta que se realiza la autopsia. Inmediatamente después de ser extraidos,
los testiculos fueron colocados en un frasco estéril con medio de cultivo y mantenidos a 4

°C hasta su procesamiento.

Los testiculos fueron pesados en una balanza de precision, sumergidos en alcohol al 70%
e inmediatamente lavados con una solucion salina balanceada de Hank’'s (HBSS). Luego el
tejido adiposo y el epididimo son separados y la albuginea se abre y se separa del
parénquima, el que luego se corta en trozos de aproximadamente 1 mm>. Se debe
destacar que el aspecto del testiculo puberal es caracteristico y presenta diferencias con
respecto al prepuberal ya que al disecar se distinguen unos tubulos blanquecinos delgados
(tubulos seminiferos) y un parénquima intersticial mas friable que el comrespondiente a

testiculos prepuberales.

Se aisla un fragmento de tejido el cual es fijjado para estudios histologicos. C:mo solucion
fijadora se utilizé. en pnmer termino, la solucién de Bouin (acido picnco:formol:acético
75:25:5). Esta fue reemplazada por glutaraldehido en buffer cacodilato y finalmente por
formaldehido 4 % en buffer fosfato salino. La muestra fijada se procesé para microscopia

optica.

Digestion del t2jido

EL medio de digestion es preparado en medio DME-Ham F12 conteniendo 15 nmol/L de
Hepes, 2.46 nmol/L de I-glutamina, 15 nmol/L de bicarbonato de sodio, 20 mg/L de
gentamicina, a pH 7.4 (denominado Medio “A”), con el agregado de colagenasa 1182 x 10°
U/L, deoxinbonucleasa 5000 U Kunitz/L e inhibidor de tripsina 1 mg/L. Los trozos de
parénguima se colocan en un Erlenmeyer con medio de digestion y la primera digestion se
realiza durante 20 minutos a 37 °C con agitaciéon suave y rasuspendiendo mecanicamente

con pipeta plastica a los 10 minutos para disgregar los trozos de tejido. Finalizada , se
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transfiere el material a un tubo coénico y se deja sedimentar 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego se separa el sobrenadante de la sedimentacion (enriquecido en células
dispersas) el cual se denomina Fraccion 1 (F1) . F1 se centrifuga a 700 rpm S minutos, y
se lava 2 veces con HBSJ, guardandose a 4°C la suspension celular obtenida. El pellet
resultante de la sedimentacion, que contiene trozos de tejido sin digerir se somete a una
segunda digestion, se incuba con medio de digestién fresco otros 20 minutos a 37 °C con
agitacion suave. Finalizada la segunda digestion, el material se filtra por una membrana de
nylon de 0.4 mm de poro a fin de separar algun resto de tejido conectivo o albuginea que
haya quedado sin digenr. La suspension celular que resulta de la segunda digestion -
Fr2ccion 2- se centrifuga y se lava como F1. Se toma una alicuota de las fracciones 1y 2
por separado, y se hace una dilucidn para contar las células en camara de Neubauer
utilizando el método de exclusion por azul tripan. Si ambas fracciones tienen una viabilidad
superior a 80 % se juntan. De no ser asi, se descarta la fraccion con mayor mortalidad. El
calculo del rendimiento celular resulté en aproximadamente 30 x 10° célula: por gramo de

tejido.

Siembra y cultivo primario

Las células se resuspenden a una densidad de 10° por mililitro y se cultivan en el
denominado medio “A” suplementado con 5 mg/L de transferrina humana, 0.1 nmol/L de
vitamina C y 0.2 UI/L de vitamina E con el agregado del antibiético imipenem y del
&' \imicotico anfotericina . Este medio enriquecido (denominado medio “E” ) se adiciona con
suero fetal bovino al 10 % para sembrar las células. En la puesta a punto del método la
concentracion de suero fetal bovino osciido entre 5 y 20 %, aunque no se hallaron
diferencias dentro de ec:e rango en la eficiencia de adhesion de las células sembradas a la

placa muitiwell.

Se siembran placas multiwell de 24 well (100 mm’) con 0.5 ml/well ( aproximadamente
500.00C celulasiwell) y se dejan 3 wells sin células, con medio de cultivo como control. Las
placas se colocan en estufa gaseada a 37°C, en una atmésfera de 95% aire/ 5% CO, y
98% humedad. Todo el material proveniente de necropsia fue sometido a control de
contaminacion en agar-sangre tanto de la muestra inicial como de cada paso sucesivo de
purificacion. A las 48 horas se remueve el medio que se almacena a -20°C, se lava la
monocapa 2 veces con HBSS y se agrega medio “E” sin suero, es decir, medio

quimicamente definido, solo (condicién basal) 6 con el agregado de hormonas, en todos los
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casos por triplicado. Como estimulos hormonales se utilizaron insulina, hCG , hLH, hFSH,
rhFSH, thGH e IGF-1. Al cabo de 48 horas, dia 4 de cultivo, se guarda el medio
condicionado de cada well a -20°C y se renueva el medio solo o con el estimulo
correspondiente por otras 48 horas. Para medir la actividad de la enzima aromatasa se
incubaron wells en paralelo con el agregado de testosterona (T) 0.5 umol/L como substrato.
El dia 6 de cultivo se recogen los medios condicionados y se guardan a -20°C y las células
se cosechan incubando la monocapa con Tripsina-EDTA (0.5% y 0.2% respectivamente)
durante 3 minutos a 37°C. Para el recuento celular final las células se tifien con azul tripan
como se describe anteriormente. El rendimiento (células sembradas/ células cosechadas x
100) fue de aproximadamente 30.7 +/- 10.5 %.

En algunos cultivos se realizd, al dia 7 de cultivo, un protocolo de estimulaciéon de 24 horas

con LH/hCG luego de la preincubacion de las células en diferentes condiciones.

Durante los dias de cultivo, las células se observaron con un microscopio de contraste de
fase Zeiss modelo ICM 405 y se tomaron microfotografias utilizando films Kodak Plus-X
Pan 125/22 (135-36) o Ektachrome diapositivas color.



HISTOQUIMICA

La reaccion histoquimica para la enzima 33-hidroxiesteroide dehidrogenasa se lleva a cabo
el dia 6 de cultivo segun el método descripto por Steinberger et al. (242). Se incuba la
monocapa con 0.25 nmol/L nitrobluetetrazolium, 1.5 nmol/L NAD y 0.4 nmol/L 3 B-hidroxi- 5
B androstan- 17-ona. La incubacién se realiza en estufa gaseada, a 37°C durante 60
minutos. Se hace un blanco sin el esteroide substrato de la enzima. Finalizada la

incubacion se observa al microscopio de contraste de fase y se toman mirofotografias.

INMUNOCITOQUIMICA

Para la identificacion de células peritubulares (243,244) la monocapa se lava con HBSS y
se fija con metanol/ acido acético 95:5 (v:v) durante 20 minutos a -20 °C. El siguiente paso
es la incubacién con metanol/ H,O, (30% vol) al 10% durante 15 minutos con el fin de
inhibir la peroxidasa endogena. Luego se lava y se bloquea con suero normal de conejo
1% en Tris-HCl 0.05 mol/L, pH 7.4 y se incuba con el anticuerpo primario un monoclonal
anti-desmina de ratén diluido 1/50 durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después
se lava y se incuba con el segundo anticuerpo, una inmunoglobulina biotinilada de conejo
anti-raton durante 30 minutos a temperatura ambiente y otros 30 minutos con
estreptoavidina conjugada con peroxidasa en Tris-HCI 0.05 nmol/L. La reaccion se revela
con 3,3° diaminobenzidina en Tris HCI con 0.01% H;O, bajo observacion al microscopio.
Después de lavar, se tifien los nucleos con hematoxilina. Se deshidrata con etanol y xilol y

se observan los preparados tomandose microfotografias.

Para el estudio de la expresién de citoqueratinas en la monocapa de células testiculares
(245) se incuba con el anticuerpo primario, un suero policlonal de conejo antiqueratina
diluido 1/200 en buffer Tris-HC| durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se hacen dos
lavados y se incuba con el segundo anticuerpo biotinilado, una 1gG de cerdo anti-conejo,
seguido por el conjugado avidina-biotina-peroxidasa. Para revelar, se usa nuevamente 3,3

diaminobenzidina

Para estudiar la expresion de vimentina (246) se utilizdé un primer anticuerpo de conejo anti-
vimentina mientras que el segundo anticuerpo y la reaccidén enzimatica se realizaron al

igual que lo descripto para queratina.



DETERMINACION DE ESTEROIDES POR RADIOINMUNOENSAYO

El contenido de testosterona (T) en los medios condicionados de los cultivos fue
determinado por radioinmunoensayo utilizando un método MAIA (Biodata, ltalia), que parte

2 |odo. un

de muestras sin extraccidon previa, un trazador derivado de T marcado con
suero anti-testosterona, un inhibidor proteico y un segundo anticuerpo acoplado a
particulas magnéticas. El volumen de muestra utilizado es de 50 ul. En todos los ensayos
se procesa un blanco de medio de cultivo. La dosis minima detectable fue de 0.41 nmol/L.
El perfil de error intraensayo fue menor a 10% entre un rango de 0.5 y 25 nmol/L.
Concentraciones por fuera de este rango fueron descartadas. En dos muestras estudiadas

se encontro un paralelismo adecuado con estandares en tres dosis diferentes.

El contenido de estradiol (E2) fue determinado en el medio condicionado por
radioinmunoensayo, por duplicado, utilizando un kit de Biodata MAIA para E2. El método es
similar la de Testosterona MAIA . La dosis minima detectable fue de 36.7 pmol/L. El error
intraensayo fue menor a 12% entre 40 y 2400 pmol/L, descartandose concentraciones por
fuera de este rango. La correccidén de los valores fue como para testosterona. El test de
paralelismo con estandars fue similar al de RIA para testosterona. Este ensayo se utiliza
para determinar el contenido de E; endégeno y la actividad de la enzima aromatasa, en
presencia de Testosterona 0.5 umol/L. Un blanco para este ultimo caso es chequeado de
rutina dosando el nivel de E; en un well sin células conteniendo Testosterona 0.5 umol/L.
No se detecta interferencia de este blanco en el RIA de E2. La reaccion cruzada de

Testosterona en el RIA de E; es menor que 0.02%.

Para determinar el contenido de progesterona en los medios condicionados se utilizo el
método MAIA de radioinmunoensayo (Biodata Diagnostics, Italia). Este metodo utiliza
muestras sin extraccion previa y es similar al de testosterona. Se usa un volumen de 50 pl
de muestra , por duplicado, y blancos de medio de cultivo. La dosis minima detecta: e es
de 0.069 nmol/L. En un rango entre 0.477 y 159.0 nmol/L e! perfil de error intraensavo fue
menor a 10% descartandose valores por fuera de este rango. Se encontré paralelismo con

estandares en dos muestras estudiadas.

La presencia de 17a-hidroxiprogesterona (170HP4) en los medios condicionados fue
detectada por un radioinmunoensayo disefado en fase soélida (Diagnostic Products

Corporation, CA, USA). En este método el anticuerpo esta inmobilizado en un tubo de



polipropileno en el cual se coloca una cantidad de 170HP4 marcada con '*°

lodo y la
muestra a estudiar. El contenido de 170HP4 de la muestra va a competir con la 170HP4
radiactiva durante la incubacion. Luego se descarta el sobrenadante y queda la fraccion
unida al anticuerpo. Se cuenta el tubo en un contador gama y el dato obtenido se convierte
a concentracion de 170HP4 en un curva de calibracion. Las muestras ingresan al ensayo
sin requerir extraccion previa. Se utilizan 25 ul de muestra y blancos de medio de cultivo.
La dosis minima detectable es de 0.21 nmol/L. El perfil de error intraensayo fue menor a

6% en un rango entre 0.3 y 60.5 nmol/L que fue el rango utilizado.

Para determinar el contenido de androstenediona se utiliza un radioinmunoensayo en fase
solida al igual que para 1770HP4. En este caso la muestra debe ser previamente extraida
con eter etilico (Merck calidad espectrofotometria) en una proporcion 1/10
muestra/solvente, luego evaporada y resuspendida en el calibrador cero del equipo. En
este caso la androstenediona marcada con 'lodo compite con la androstenediona
contenida en la muestra por los sitios del anticuerpo adherido al tubo. Para la extraccion se
utilizan 500 ul de muestra y 200 nl para ingresar al ensayo. La dosis minima detectable fue
de 0.07 nmol/L. El error intraensayo es menor a 10% en un rango entre C 35 y 21.0 nmol/L,

que fue el utilizado.

El método de determinacion de dehidroepiandrosterona fue un radioinmunoensayo
disenado en fase solida (DPC, LA, USA) que requiere la extraccion previa de la muestra
con diclorometano (o cloruro de metileno) de grado de pureza para espectrofotometria. La
extraccion se adapté para 0.6 ml de muestra y 6 ml de solvente y el volumen de muestra
para ingresar al ensayo es de 200 ul. Examinando la reproducibilidad, el error intra-ensayo
fue menor al 10% en un rango de 1.7 a 104 nmol/L, que fue el utilizado para interpretar los

resultados. La dosis minima detectable fue de 0.138 nmol/L.

Todos los resultados de los esteroides determinados por radioinmunoensayo fueron
corregidos por el numero de células cosechadas negativas al azul tripan y por unidad de

tiempo, para ser expresados en pmol/1 0° célutas x 24 horas.

La eleccion de dosar testosterona en los medios condicionados de los cultivos testiculares
se adopto por ser ia testosterona el esteroide marcador de las células de Leydig -6 de las
células esteroidogénicamente activas en el testiculo-. Ademas, como se ha descripto, se
dosaron esteroides precursores de la biosintesis de testosterona. El analisis de los mismos

permitié estimar las actividades de algunas de las enzimas involucradas en la biosintesis



C Correlacion actividades estimadas
’ 170H-P, vs T | 17B-HSD + 17,20-DES

l DHEA vs T | 3pB-HSD + 17B-HSD
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Figura Il Esquema de la esteroidogénesis testicular a partir de la biosintesis de pregnenolona en la
mitocondria. Correlaciones estudiadas y actividades enzimaticas estimadas a partir de cada correlacion.
C :colesterol, P5: pregnenolona, P4: progesterona, 170HPS : 17 hidroxipregnenolona, 170HP4: 17
hidroxiprogesterona, DHEA: dehidroepiandrosterona, A4: androstenediona, T: testosterona, A5diol:

androsten 3p17p-diol.




o0
de testosterona, si bien otros estudios serian necesarios a nivel de la expresion de los

mRNA de dichas enzimas.

ESTIMACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Todos los esteroides fueron dosados por duplicado y se calculo la media de tres wells de
células pertenecientes a un mismo paciente y a una misma condicion. Se estimaron las
actividades de algunas de las enzimas de la biosintesis de testosterona haciendo la
regresion lineal entre el producto final, testosterona, y el substrato de la enzima

correspondiente.

Se calculd la regresion lineal entre testosterona y androstenediona para estimar la actividad
17B-HSD. La regresién lineal entre testosterona y 17-hidroxiprogesterona se empled para
estimar las actividades 17,20 liasa + 17B-HSD. El calculo de la regresion lineal entre
testosterona y dehidroepiandrosterona se aplicdé para estimar las actividades de las
enzimas 3p-HSD + 17B-HSD. La figura Il ilustra un esquema parcial de la esteroidogénesis
testicular y las correlaciones que se utilizaron para estimar las actividades enzimaticas.
Estas se calcularon a partir de la pendiente de cada regresion lineal y las pendientes
fueron comparadas por un test de pendientes. Un aumento de la pendiente en una
condicion experimental indica menor actividad de las enzimas involucradas entre un

esteroide dado y el producto final, testosterona.
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INCUBACION CON PRECURSORES RADIACTIVOS Y ANALISIS POR CROMATOGRAFIA
EN CAPA DELGADA (TLC)

Se utilizaron Pregnenolona (7->H pregnenolona) y progesterona (1.2,6,7-*H progesterona)
que fueron de DuPont (NEN Research Products, Boston, MA). Los precursores tritiados se
prepararon en una solucidon de benceno/etanol de 10 pCi/100ul. Luego de evaporar el
solvente se resuspendié en medio de cultivo para obtener una concentracién final de 1

nCi/100 ul. Se agregaron 0,5 uCi en cada well.

La cianocetona se prepara en una solucidon madre de 10 mg/ ml en etanol, una solucién
hija de 35,5 pg/ ml en medio de cultivo y se agrega diluida 1/10, siendo la concentrazion
final 10° M (3,55 pg/ml). La aminoglutetimida se prepara en una solucion madre de 1 mg/ml
en H,0O destilaca, luego una solucion hija en medio de cultivo de 296 ug/ml, resultando una

cancentracion final de 29,6 pg/ ml, 10~ M.

Todos los estandares no radioactivos fueron de Sigma Chemical Co., St Louis, MO. Se
utilizd una mezcla 3-ceto-A4 : P4, A4, 20 OHP4, 170HP4, T. Ademas, por separado, 5 B
pregnano 3,20 diona,5 a pregnano 3 B lo 20 ona,3 a OH (alopregnenolona) y 20 a 3 ceto

diol.

Los medios condicionados de los cultivos fueron extraidos con éter y fueron rasueltos por
TLC en una mezcla de ciclohexano, cloroformo, éter (2:2:1). Las membranas de silica gel
fueron tratadas con un spray aumentador de tntio (DuPont NEN Research Products) y
fueron expuestas a autorradiografia con un film Kodak X-OMAT AR-5 durante 4 dias. Los
metabolitos producidos por los cultivos se identificaron comparando su movilidad con

respecto a la de esteroides estandar sembrados en paralelo.
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METODO DE ELISA PARA INHIBINA-B

La deteccion de Inhibina-B se lleva a cabo por un enzimoinmunoensayo sandwich ELISA
en fase solida (Serotec Limited, Oxford OXS IJE).

La placa de microtitulacion de 96 wells tiene pegado un anticuerpo monoclonal anti-
subunidad BB de inhibina. La placa se lava previamente y se incuban las muestras junto a
una curva standard y controles de manera tal que el antigeno queda capturado por su
subunidad BB y es inmobilizado. Luego de lavados se agrega un anticuerpo monoclonal
especifico para la subunidad a de inhibina que esta acoplado a fosfatasa alcalina. Se
llevan a cabo 6 a 8 lavados posteriores a la incubacion para eliminar todo el material no
unido especificamente. Un sistema de substratc amplificado es utilizado para detectar la
presencia de la enzima fosfatasa alcalina (FA). El producto de reaccion de color rojo se lee
a 495 nm y la intensidad del producto es directamente proporcional a la concentracion de

inhibina-B dimérica presente en las muestras.

Antes del ensayo tanto las muestras como la curva standard son pretratados con dodecil
sulfato de sodio (SDS), calentados a 100 °C y expuestos a peroxido de hidrogeno. Este
pretratamiento aumenta la especificidad y la sensibilidad del ELISA ya que modifica por
oxidacion los residuos de metionina del epitope para la unién del anticuerpo, mejorando la
afinidad de la reaccion. Se coloca 100 ul de cada dilucion del standard y de la muestra en
respectivos tubos de microcentrifuga de 1.5 ml, se agrega 50 ul de SDS 6% y se mezcla,
se colocan los tubos 3 minutos a 100°C. Se agrega 50 ul de H,O, 6% preparada en el
momento y se deja actuar 30 minutos. Se centrifuga para separar un precipitado gelatinoso
y se utiliza el sobrenadante, del cual se agregan 80 ul, por duplicado a la placa de
microtitulacion y se incuba toda la noche. Luego de 5 lavados se agregan 50 ul de
anticuerpo de ratén anti subunidad a de inhibina humana conjugado con FA. Se incuba 3
hores a temperatura ambiente. Se hacen 8 ciclos de lavado y se agrega el substrato
NADPH (50 uliwell). Se incuban 45 minutos a temperatura ambiente y se agregan 50 pl de
amplificador (alcohol dehidrogenasa y diaforasa), incubandose 45 minutos mas. La
reaccion se detiene con 50 ul de H,SO4 0.3 M y la absorbancia se lee a 495 nm. Los
tiempos de incubacion de substrato y de amplificador se establecieron luego de hacer

lecturas de absorbancia en funcion del tiempo de incubacion.
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Lecturas en funcion del tiempo de incubacién (valores expresados como x =+ SD. pg/ml)

Tiempo de incubacion

15 min 30 min 45 min
muestra 1 0.060 £ 0.001 0.118 £ 0.011 0.178 £0.085
muestra 2 0.167 = 0.025 0.337 £ 0.051 0.523 £0.087
muestra 3 0.023+0.00 0.047 +£0.003 0.083 + 0.001

Se utiliza un control positivo de estreptoavidina conjugada con FA 250 ng/ml en el well. El
standard de inhibina-B proviene de la extraccion de una mezcla de las formas de inhibina
de fluido folicular humanc y posterior purificacién de Ia inhibina-B. Este se reconstituye en

suero fetal bovino y mediante diluciones al medio se prepara una curva de 15.6 a 1000

pa/mi.

El sistema de amplificacion es de Gibco BRL (ELISA Amplification System). El principio del
mismo es que la enzima fosfatasa alcalina unidz al well actua sobre un substrato cuyo
producto inicia una reaccion enzimatica secundaria ciclica, cuyo producto es coloreado -ver
esquema adjunto-. Cada molécula de productc de la primer reaccion interviene varias
veces en |la segunda reaccion de manera tal que la sefnal generada por la primer reaccion
enzimatica es amplificado por la participacidén de su producto final en los ciclos de la
segunda reaccion. El substrato es nicotinamida adenina dinucleétido fosfasto reducido el
cual se defosforila por la FA de NADPH a NADH. El producto, NADH, activa un sistema
enzimatico secundario que comprende un ciclo redox conducido por una diaforasa y una
alcohol dehidrogenasa. En este ciclo NADH, en presencia de diaforasa reduce una sal de
tetrazolium (violeta de iodonitrotetrazolium, INT-violet) para formar un color formazan y a su
vez se oxida para formar NAD+. Este NAD+ es reducido a NADH por una alcohol
dehidrogenasa mientras que un alcohol es oxidado a acetaldehido. E! indice de reduccién
es directamente proporcional a la concentracién de NADH formado por la fosfatasa alcalina

unida al conjugado.



Esquema de la sefnal de amplificacion de fosfatasa alcalina

Formazan*<°"' NAD+ etanol
diaforasa T 1 { 1 alcohol dehidrogenasa
INT-violet NADH +Pi acetaldehido

FAT

NADPH
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DESARROLLO DE LA METODOLOGIA DE SUBCULTIVOS Y CRIOPRESERVACION

La metodologia empleada para llevar a cabo los subcultivos fue la siguiente: un frasco de
cultivo con, aproximadamente 3 x 10° células se mantuvo en medio DME-HamF 12 con 10%
de suero fetal bovino (SFB) durante 6 dias. Luego, la monocapa es levantaZa con Tripsina-
EDTA y la suspension celular lavada con SFB 10% para eliminar el efecto de la enzima. La
suspension celular es resuspendida en SFB 10%. Pruebas en paralelo sin realizar el paso
de lavado y centrifugacion mostraron que la presencia de la enzima, aunque diluida,
perjudicaba la viabilidad celular del cultivo. Realizado el recuento celular, se separan dos

fracciones, una para subcultivos y otra para criopreservacion.

E! cultivo se llevd a cabo al igual que el cultivo primario; 48 hs en medio con 10% SFB
luego lavados e incubacién en DME-HamF 12 en ausencia de SFB. Se ensayaron distintas
condiciones de estimulacion: IGF-1 (50 ng/ml), LH (10 ng/ml), FSH (2 ng/ml), colesteral (C,
10 uM 6 4.03 ug/ml) 6 pregnenolona (PS5, 0.6 pv 6 200 ng/ml).

Ademas del dosaje de testosterona en el medio condicionado se hicieron dosajes de

progesterona, 17-hidroxiprogesterona, y androstenediona.

Criopreservacion

Para la puesta a punto de la criopreservacién se probaron dos medios de congelacion:
dimetilsulfoxido en SFB (1/9) y Cell Freezing Medium de Sigma (C6039). Los pasos a
seguir fueron: colocar la suspension celular en el orden de 1 » 10° células en el medio de
congelacion dentro de un criotubo y el mismo en un recipiente con alcohol isopropilico, que
permite un descenso lento de la temperatura, de 1 °C por hora, a -85 °C. Posteriormente
los criotubos se almacenan en un tanque de w2 liquido a -196 °C. La descongelacion se

realiza rapidamente, diluyendo y lavando la suspensiéon congelada para eliminar el

congelante.
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CULTIVO DE UN TUMOR CALCIFICANTE DE CELULAS GRANDES DE SERTOLI

A partir de los testiculos removidos del paciente se separaron dos fracciones
macroscopicamente diferentes las cuales se procesaron por separado para aislamiento y
cultivo celular. Por un lado un nédulo testicular amarilio brillante de consistencia dura que
parecia un nédulo tumoral (fraccion tumoral= Tu), por el otro lado un tejido rosado, blando,
macroscopicamente parecido a parénquima testicular (fraccion extratumoral= ExTu).
Ambas fracciones del paciente asi como los testiculos del control fueron procesados como
se describié anteriormente. Unza porcién de cada fraccion del testiculo tumoral y del control

fueron prccesadas para microscopia optica.

Tes* del efecto del medio condicionado del Tumor (TUMC) sobre la esteroidogénesis de

células testiculares control

Las células testiculares de un nifio control de 1 mes de edad fueron cultivadas durante 6
dias como ya se ha descripto. Luego de cosechar las células con Tripsina-EDTA, éstas
fueron sembradas a una densidad de 1 x 10° células/ml en un frascc de cultivo de 25 cm’
de superficie. Se dgjo crecer el subcultivo durante 10 dias aproximadamente hasta formar
casi una monocapa confluyente. Luego del quinto pasaje, el dia 46 de cultivo, las celulas
se sembraron en una placa multiwell para estudiar la estimulacion hormonal y el efecto del
TuMC. El TuMC guardado a -20°C fue descongelado, centrifugado Yy filtrado a traves de
una membrana de 0.22 um de poro antes de ser utilizado. Diluciones al medio y al cuarto
del TuMC en medio de cultivo fresco se agregaron el dia 2 del ultimo sulcultivo, por
triplicado, y se cultivaron durante 4 dias en paralelo con células incubadas en condicion

basal o con 40 Ul/L de hLH (NIDDK, Bethesda, MD, USA).



ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todas las determinaciones se realizaron por triplicados (3 wells) y se calculd la media y la

desviacion estandar.

En el caso de comparar grupos etarios entre si, asi como las distintas condiciones de
estimulacion crénica respecto de la condicion basal se caicularon las medianas de los

esteroides las que se compararon por el test de Wilcoxon.

Se utilizé el analisis de varianza y el test de Bonferroni (0 el test de t) para evaluar la
respuesta de las células a cada uno de los estimulos y las diferencias entre los distintos

dias de cultivo.

Se realiz6 el test de pendientes con el fin de comparar las pendientes de las correlaciones

estudiadas para estimar actividades enzimaticas.

Con el fin de normatizar los datos, en el estudio del efecto del IGF-1, se calcui6 el logaritmo

decimal de la secrecion de testosterona y se hallaron las medias por grupo.

Se utilizdé el analisis de regresion lineal y correlacion para estudios de unz variable en
funcién de otra (niveles de inhibina-B en medios condicionados de cultivo en funcién de la
edad del donante) (247).



RESULTADOS
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1.- DESARROLLO METODOLOGICO DEL CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS
TESTICULARES. ESTUDIO EN FUNCION DEL TIEMPO POST MORTEM

Dado que el modelo elegido para el presente trabajo de tesis era el de cultivos de testiculos
provenientes de necropsias, la variable tiempo post mortem (tpm), desde el fallecimiento
hasta que se lleva a cabo la autopsia y las horas posteriores hasta que se recibe el material
para su procesamiento, podria influir en los resultados, fue necesario evaluar quée
implicancias tenia esta variable. Se estudio la secrecior. de testosterona (T) y la actividad
aromatasa en presencia de insulina (5 ug/ml), en el medio condicionado del dia 6 de
cultivo, comparandose cultivos de distintas horas post mortem (hpm) de 3 pacientes del
grupo 2 y de 4 pacientes del grupo 3 (tabla 1-A). Se observé que la secrecidn de
testosterona disminuia considerablemente en cultivos con mas de 24 hpm en una relacion
inversa al numero creciente de hpm. Como se observa en la figura 1-1 graficada en base a
cuatro de los cultivos, en un experimento de 24 hpm las células testiculares en cultivo, en
presencia de insulina, la secrecion de testosterona fue de 36.2 = 1.87 pmol de
T/10%cel.24hs (media + desviacion estandar) mientras que la secrecion de estradiol no fue
detectable. Sin embargo, la secrecion de estradiol fue elevada en un cultivo proveniente de
un paciente de 72 hpm (Figura 1-1). Ademas, la actividad aromatasa estudiada bajo
estimulo cronico de insulina y en presencia de testosterona exdégena, aumenté con el
incremento de las hpm, siendo especialmente elevada en un cultivo de células aisladas

luego de 72 hpm (figura 1-2).

De los presentes resultados se puede concluir que los testiculos provenientes de autopsias
deben tener menos de 24 hpm para ser utilizados en estudios de cultivo pues dentro de
este lapso se preserva su capacidad de sintetizar testosterona, mientras que a mayores
hpm esta capacidad de las celulas se ve dafada 6 bien las propias células
esteroidogénicas presentes en el testiculo prepuber son mas labiles que el resto de las
células y no sobreviven mas de 24 hpm. Por otra parte, con tpm mayores a 24 horas
aparece una mayor actividad de la enzima aromatasa posiblemente por la presencia de

una subpoblacion celular que expresa esta enzima y que persiste a pesar de las hpm (248).
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Tabla 1-A Secrecion de testosterona (T), de estradiol (E2) y actividad aromatasa (ARO) en
3 cultivos del grupo 2 y 4 cultivos del grupo 3 de distintos tiempos post mortem (tpm) (datos

expresados en pmol/10°cel.24hs, x + DS)

Paciente tpm T E2 ARO
Ba7m (G2) 10 69.3+6.9 0.17

Pa18m(G3) 24 36.2+1.87 0.01 +0.01 de!
Du36m (G3) 24 70.7 £ 14.4 del 0.07 £ 0.01
Oldm (G2) 38 del del 0.13+0.03
Mo33m (G3) 45 14.0 + 0.21 0.02 £0.01 562+0.10
Luim (G2) 48 del 0.14 £0.02 3.09+0.59
He24m (G3) 72 del 1752274 349174

del: valor no detectable
--: no dosado
m : meses
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Figura 1-1 Secrecion de testosterona y de estradiol en funcion del tiempo post mortem. Cada punto
corresponde a la media de triplicados de un cultivo.
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Figura 1-2 Actividad aromatasa en funcion del tiempo post mortem. Cada punto corresponde a la media
de triplicados de un cultivo.




2.- OBSERVACION Y DESCRIPCION DE LOS CULTIVOS

A lo largo de los dias de cultivo la observacion y descripcion minuciosa de las células al
microscopio de contraste de fase ha sido una herramienta fundamental para el
conocimiento de sus caracteristicas y la posterior interpretacion de los resultados. Se han
observado cambios en el aspecto morfolégico de los cultivos a lo largo del periodo de
puesta a punto de la metodologia. Ejemplo de una monocapa al dia 6 de cultivo de un
paciente de 18 meses de edad se observa en la figura 2-1, panel c. E! aspecto es el de un
cultivo mixto, con presencia de varios tipos celulares diferentes: clusters de ceélulas
poligonales con nucleos ovalados y nucleolos evidentes -todas caracteristicas compatibles
con células de Sertoli inmaduras- y expansiones celulares a partir de los clusters con
puentes citoplasmaticos y aspecto de tipo fibroblastico que recuerdan a células del
intersticio testicular. El cultivo de células testiculares de pacientes puberales presenta un
aspecto particular pues hay una predominancia de estructuras tubulares y escasas células
de tipo fibroblastico. En pacientes puberales no se observan imagenes de mitosis y el
crecimiento del cultivo consiste en la expansion de células a partir de los agregados

tubulares (Figura 2-1, panel d).

En los cultivos primanos de pacientes prepuberales se han podido observar imagenes de
células en mitosis aun en ausencia de suero fetal bovino y de gonadotrofinas, lo cual indica
que las células estudiadas tienen capacidad proliferativa, tal vez por ser de ongen juvenil.
La microfotografia de la figura 2-2 ilustra una de las imagenes de mitosis que comunmente
se observan en nuestros cultivos de células testiculares prepuberales humanas, en este
caso se trata de un cultivo de un paciente de 9 meses de edad (grupo 2) donde se observa
una anafase tardia. Estas células en mitosis coexisten con células totaimente

diferenciadas, vacuoladas, que presentan nucleos con cromatina laxa y nucleolo evidente.
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Figura 2-1 Aspecto al dia 6 de cultivos de pacientes de distintas edades. Panel a : paciente de 6 dias de
vida (Vi6d) Se observa un entramado de células fibroblasticas entre grumos celulares expandidos. Panel
b = paciente de 9 meses (Ca9m). Se destaca un grumo celular con células fibroblasticas expandidas.
Panel ¢ : paciente de 18 meses (Pa18m) grumo celular y células de tipo fibroblastico. Paneles d y e :
paciente de 15 afos (Lu15a) resto de tibulo seminifero con células fibroblasticas (a, b, c y d: 50 x,

e 128 x)




Figura 2-2 Imagen de mitosis. Cultivo de un paciente del grupo 2 (Ca9m) donde se observa una
célula en anafase tardia (A) en cocultivo con células vacuoladas, con nucleo de cromatina laxa y

nucleolo (128x).
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IDENTIFICACION DE LOS TIPOS CELULARES INTEGRANTES DEL CULTIVO PRIMARIO
MIXTO DE CELULAS TESTICULARES HUMANAS

Histoquimica

La reacciéon histoquimica para 3B-hidroxiesteroide dehidrogenasa permite identificar en
cultivo células positivas para dicha enzima, de aspecto fibroblastico y distribuidas alrededor
de los clusters de células poligonales -los cuales son negativos para esta enzima-. En la
figura 2-3 se puede observar la microfotografia de un cultivo mixto de celulas testiculares
humanas correspondientes a un nino de 6 dias de edad. Las células positivas para 38-HSD
se disponen formando un entramado alrededor de grumos negativos para 33-HSD. Esta
organizacion de los tipos celulares ocurre espontaneamente en el cultivo a lo largo de ios
dias y recuerda a la estructura del parénquima testicular con cordones seminiferos .3f-
HSZ negativos) rodeados de células intersticiales, entre las cuales estan las células tipo
Leydig (3B-HSD positivas). Este método permite afirmar que en el presente modelo de
cultivo primario mixto de células testiculares humanas hay una subpoblaciéon que expresa

actividad de la enzima 3p-HSD, marcadora de células esteroidogénicamente activas (242).

Inmunocitoquimica

Por inmunocitoquimica con anticuerpo antidesmina se revelaron células desmina-positivas
dispersas entre la monocaps proveniente de un paciente de 18 meses. las cuales por su
gran tamano, su aspecto fusiforme y estrellado y su tincién positiva para desmina fueron

identificadas como células mioides peritubulares (figura 2-4).

La expresion de queratina es considerada una evidencia de la presencia de ceélulas de
Sentoli e incluso de precursores de las mismas, sin embargo no todas las células de Sertoli
expresan queratina (245). Con la reaccion inmunoespecifica para queratina en un cultivo
de un paciente de 18 meses se encontro células positivas ubicadas en los clusters los

cuales representarian fragmentos de cordones seminiferos (figura 2-5).

La inmunocitoquimica para vimentina (figura 2-6) en un cultivo de un paciente del grupo 3,

permite observar células de aspecto estrellado, con tincion positiva, que se ubican
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externamente a los grumos, hallazgo que sefnala la presencia de células mesenquimaticas

dentro del cultivo mixto de células testiculares humanas prepuberes (246).

Las figuras de células en mitosis que coexisten con células completamente diferenciadas,
con vacuolas lipidicas, expansiones fibroblasticas, nucleos con cromatina laxa y nucleolos y
tincion positiva para 3p-HSD, indica que estos cultivos son mixtos y dinamicos, y que hay
un cambio permanente de las subpobiaciones que lo integran. Estas observaciones
sugieren que en los cultivos primarios mixtos de células testiculares prepuberes humanas
hay una distribucién organizada de las poblaciones celulares, analoga a la del parénquima
testicular, compuesta por grumos de células poligonales, positivas para queratina y no
esteroidogénicas - representantes de! parénquima tubular- rodeados por células de aspecto
fibroblastico con crecimiento centrifugo respecto a los grumos - representantes de células

mioides peritubulares y de parénquima intersticial-.



Figura 2-3 Actividad 33-HSD Microfotografia de un cultivo mixto de células testiculares humanas
preplberes correspondientes a un paciente del grupo 1 (Vi6d). Células positivas para 3-HSD (e)
se disponen formando un entramado alrededor de grumos (G) negativos (A 20 x, B 50 x)




Figura 2-4 Inmunocitoquimica para desmina. Panel A Cultivo de un paciente del grupo 3 (Pa18m)
que presenta células positivas para desmina (flecha) que rodean a un grumo celular desmina-

negativo (G) ( 50 x) Panel B Detalle de célula desmina-positiva (128 x)



Figura 2-5 Inmunocitoquimica para queratina Microfotografia del cultivo de un paciente del grupo 3
(Pa18m) en el cual se observa un grumo de células queratina-positivas (flecha) rodeado de células

negativas para queratina (50 x).
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Figura 2-6 Inmunocitoquimica para vimentina. Microfotografia de un cultivo primario de un
paciente del grupo 3 (Pa18m) donde se observan células de aspecto estrellado positivas para

vimentina. (128 x).




3.- ESTUDIO DE LA CINETICA DE SECRECION DE TESTOSTERONA

La secrecion de testosterona a lo largo de los dias de cultivo fue estudiada en condiciones
basales. En la figura 3-1 se observan ias microfotografias de un cultivo primario de células
testiculares de un paciente de 1.6 meses de edad a lo largo de los dias de cultivo. Se
destaca la progresiva expansion de células de tipo fibroblastico a partir de los grumos de
células poligonales, en sentido centrifugo hasta alcanzar una monocapa. Asimismo, la
secrecion de testosterona aumenta significativamente a lo largo de los dias de cultivo.
Como se observa en la tabla 3, para 6 cultivos primarios de edades entre 1.6 y 36 meses,
correspondientes a los grupos 2 y 3, los datos de testosterona expresados en medianas y
rangos fueron el dia 2 de 4.97 (0.82 - 13.2) pmol/10%cel.24hs, el diz 4 13.6 (9.05 - 29.4),
p=0.055vs dia2yeldia6é 502 (37.4-67.7), p=0.001 vs dia 2 y p=0.01 vs dia 4.

Estos resultados sefalan que las células testiculares prepuberes humanas poseen una
capacidad intrinseca de sintetizar testosterona de novo aun en ausencia de gonadotrofinas
ya que los niveles de testosterona, reflejo de células esteroidogénicamente activas,
aumentan con los dias de cultivo. Si bien en estas condiciones no hay gonadotrofinas en el
medio de cultivo no se puede descartar el posible efecto estimulador de las gonadotrofinas
u otros factores presentes en el suero fetal bovino colocado al 10% durante las primeras 48
horas de cultivo. Aigunos cultivos se han prolongado por 8 a 10 dias pero se ha observado
un descenso de la secrecion de testosterona y desprendimiento celular, ya sea por muerte
celular 6 como reacciéon a la confluencia. Por este motivo se ha establecido el dia 6 como

dia éptimo para posteriores estudios.

El analisis de la cinética de la secrecion de testosterona en los cultivos primarios de
testiculos de pacientes puberales (tabla 3) indica que la misma resulta inversa a la
estudiada en testiculos prepuberales, en los cuales, como ya se ha descripto, la secrecion
aumenta a lo largo de los dias de cultivo. En cambio, las células testiculares provenientes
de testiculos de pacientes puberales, que ya estan diferenciadas in vivo, secretan alta
concentracion de testosterona el dia 2 de cultivo y la misma disminuye hacia el dia 6. Si
bien se trata de solamente dos sujetos, se podria interpretar que este fenémeno es el
resultado de la deprivacion de gonadotrofinas a que son sometidas estas células durante

los 6 dias de cultivo.
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Tabla 3 Cinética de la secrecion basal de testosterona en cultivos de pacientes

prepuberales de los grupos 2 y 3. Datos expresados como mediana, en pmol/10°cel.24hs

Cultivo Grupo dia2 dia4 dia6
Te1.5m 2 — 294+28 67.7+29
01.5m 2 3.73 11.5+1.66 37.4+269
Maém 2 13.2+3.57 245+957 —
Qu12m 3 — ¢:5+3.63 30.7+4.63
Va18m 3 0.82 13.6 + 1.41 50.2 + 3.68
Ar36m 3 6.21 + 1.17 — 53.0 + 11.8
Mediana 4.97 13.6° 50.2°°
Al15a 4 — 64.0 19.4 343+ 066
Lu15a 4 300+ 595 19.3+ 6.59 11.3 + 3.96°

p= 0.055 vs dia 2

p=0.01 vs dia 4

a
®p=0.001 vs dia 2
c
d

p= 0.05 vs dia 2



Figura 3-1 Aspecto del cultivo de un paciente del grupo 2 (Te1.6m) al dia 2, 4 y 6. Se observa
una progresiva expansion de células fibroblasticas (F) a partir de grumos celulares (G) alcanzando

una monocapa (50 x).
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4.- ESTUDIO DE LA ESTEROIDOGENESIS TESTICULAR EN CONDICIONES BASALES Y
BAJO ESTIMULO GONADOTROFICO EN CULTIVOS CORRESPONDIENTES A LOS
CUATRO GRUPOS ETARIOS

4 A Caracteristicas del grupo 1

Se analiz¢ la secrecion de testosterona en un grupo de 6 cullivos testiculares de pacientes
de 1 a & dias de edad -grupo 1-. En la tabla 4-A1 se pueden observar algunas
caracteristicas de estos pacientes: la edad cronolégica, la edad gestacional, el peso al
momento de nacer. Los diagnosticos, como se puede ver, no estan relacionados con

patologias endocrinas.

En la Tabla 4-A2 se observan los valores de testosterona en el medio condicionado del dia
6 de cultivo tanto en condicion bz.al como en presencia de estimulos cronicos con
gonadotrofinas. Se destaca una gran dispersion entre los distintos cultivos. Se observa
también un aumento significativo de Ia testosterona en 2 de los 6 cultivos bajo estimulo con
LH y en 4 de 6 con FSH. Niveles muy elevados de testosterona basal se observan en 2 de
los 6 cultivos, uno de los cuales responde a FSH pero no a LH. Se calculd la mediana para
cada condicién experimental y no se observan diferencias significativas entre ia mediana
basal y la mediana bajo las condiciones de estimuiacion estudiadas, analizadas por el test

de medianas.
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Tabla 4-A1 Grupo 1: edad cronoldgica (Ec), edad gestacional (Eg), peso al nacer (PN), y

diagnéstico anatomopatologico (DAP) de cada uno de los pacientes

Cultivo Ec Ea PN DAP
(dias) (semanas) (9)

Ra1d 1 32" 1230 hemorragia, neumotorax
Ac2d 2 30 1500 shock séptico

Fedd 4 38 3600 cardiopatia congénita
AS5d 5 38 3040 asfixia perinatal

Viéd 6 39 3350 cardiopatia congeénita
Cagd 9 41 4200 fallo multisistémico

! Prematuro, rotura de membranas



Tabla 4-A2 Grupo 1: Testosterona basal y respuesta a estimulo crénico con LH (10 ng/ml)

y FSH (2 ng/ml) al dia 6 de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados

como x = DS en pmol/10°cel.24hs

Cultivo Basal LH ESH
Ra1d 146+ 033 7.31% 1.23* 798z 245"
Ac2d 1562 121 147 165 120+ 0.28
Fe4dd 6.02+ 172 948+ 075 163z 2.92*
A5d 147+ 200 2391 56.0 275+ 29.0*
vied 149+ 482 535+ 0.07* 356 595
Cadod 147 + 45 134 + 22.1 841+ 137

Mediana 15.2 34.1* 259"

* p<0.05 vs Basal, test de t
** no significativo, test de Wilcoxon
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4 B Secrecién de testosterona de los grupos 2 y 3 y analisis comparativo de los grupos 1, 2

y3

En la Tabla 4-B1 se observan los valores de testosterona en el medio condicionado del dia
6 de cultivo tanto en condicion basal como en presencia de estimulos cronicos con
gonadotrofinas para 5 cultivos comrespondientes al grupo 2. Se destaca un aumento
significativo de la testosterona en presencia de LH en 4 de 5 cultivos y en presencia de
FSH en 4 de 4 cultivos. La mediana tanto bajo LH como bajo FSH resultdo ser
significativamente mayor que la mediana basal, aunque no se observaron diferencias

significativas entre la mediana bajo LH y la mediana bajo FSH (249).

Por otro lado, la tabla 4-B2 corresponde a los valores de testosterona en el medio
condicionado del dia 6 de cultivo tanto en condiciéon basal como en presencia de estimulos
cronicos de 4 cultivos del grupo 3. Solo se observd un incremento significativo de
testosterona en el medio condicionado bajo estimulo con LH en 1 de los cultivos mientras

que no se observaron cambios bajo estimulo con FSH (249).
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Tabla 4-B1 Grupo 2: Testosterona basal y respuesta a estimulo cronico con LH (10 ng/ml)

y FSH (2 ng/ml) al dia 6 de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados

como x + DS en pmol/10°cel.24hs

Cultivo
Zaim
Di3m
Go3m
ChSm
Gi7m

Mediana

Basal LH FSH
7.15+2.04 30.2 + 3.05* 403 +4¢6"
445 +0.54 86.3+4.76* 28.5+3.63"
3.54 £0.04 13.5+0.50"

404 +0.95 6.02 +1.63 748 + 147
2.63 +0.56 18.5 + 3.14* 15.3 + 4 64"
4.45 18.5** 21.9*

* p< 0.05 vs Basal, testde t
** p<0.05 vs Basal, test de medianas
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Tabla 4-B2 Grupo 3: Testosterona basal y respuesta a estimulos gonadotroficos al dia 6

de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x = DS en

pmol/10°cel.24hs

T
I

Cultivo Basal LH

Uriem  1.39+0.10 3.47:0.52
Ro2dm 278+086 104+4.10* 1.52+0.27
Mo33m 2.18x022 1.35:0.18 -

Mi33m 1.73+031 2302025 162+035

Mediana 1.95 2.88* -

* p< 0.05 vs Basal, test de t
** no significativo, test de medianas
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Se analiz6 la secrecion basal de testosterona al dia 6 de cultivo comparando cultivos
provenientes de autopsias de pacientes de los grupos 1, 2 y 3. Se observé que la mediana
(y rango), expresada en pmol/1 0% células.24 horas, fué para el grupo 1, n=6, de 15.2 (1.46-
147) y para el grupo 2 de 4.45 (2.63-7.15) ambas significativamente mayores que para el
grupo 3, 1.95 (1.39-2.78), p<0.05 (Figura 4-1). Ademas, bajo estimulo crénico con LH no se
observo un aumento de la secrecion de testosterona ni en el grupo 1 ni en el grupo 3, n=4,
mientras que en el grupo 2, n=5, la secrecion de testosterona aument6 significativamente
alcanzando un valor de 18.5 (6.02-86.3), p <0.05, test para medianas de Wilcoxon (Figura
4-1).

En la figura 4-1 también esta representada en medianas (y rangos) la testosterona en
respuesta a FSH. Para el grupo 1 fue de 25.9 (7.98-275) pmol/10° cel.24hs, no significativa
respecto de la basal, para el grupo 2 aumentd significativamente a 21.9 (7.48-40.3), p<
0.05 respecto de la basal y para el grupo 3 fue de 1.57, media de dos datos, no aumento
significativamente de |la basal. La mediana de testosterona bajo FSH fue significativamente
mayor en el grupo 1y 2 que en el grupo 3, p<0.05, test para medianas. El efecto de FSH
no fue significativamente diferente al de LH. Para analizar posibles impurezas de la
preparacién de FSH hipofisaria, se comparé el efecto de ésta con el de la FSH
recombinante. No se detectaron diferencias entre las dos preparaciones de FSH: 24.1 y
19.7 pmol/10°cel.24hs.

Estos resultados se pueden comparar con las diferentes etapas de la maduracion testicular
descriptas en el ser humano. Los testiculos del grupo 1 se encuentran probablemente bajo
la influencia del medio hormonal del embarazo controlado en gran parte por las hormonas
placentarias. Los resultados de este estudio muestran, dentro de una variabilidad
importante, que las células testiculares de los pacientes del grupo 1 segregan una gran
cantidad de testosterona pero responden escasamente a los estimulos gonadotréficos. Los
resultados correspondientes al grupo 1, no se pudieron explicar sélo por la edad
cronologica ni por la edad gestacional al momento de nacer y es posible que el contenido
de células de Leydig fetales en la suspension de células sembradas u otros factores,
puedan tener relacion con las caracteristicas disimiles de los cultivos de este grupo. Los
altos niveles de testosterona basal podrian asociarse a la presencia de células de Leydig
fetales esteroidogénicamente activas, aunque el pico descripto de actividad de las células
de Leydig fetales es entre las semanas 14 y 18 de gestacion. Probablemente estas céiulas
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[ Figura 4-1 Testosterona basal y bajo estimulos gonadotréficos cronicos al dia 6 de cultivo. Comparacion
~ entre los grupos 1, 2 y 3. Datos expresados como medianas, en pmol/10 cel.24hs
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Los testiculos del grupo 2 estan influenciados por la fase de activacion postnatal de la
funcidn testicular. Estas células reflejan que cultivos provenientes de pacientes del pnmer
semestre de vida contienen célulrs esteroidogénicamente activas que son capaces de

responder al estimulo gonadotréfico cronico.

Por ultimo, los testiculos del grupo 3, se encuentran en la prolongada fase de quiescencia
de la prepubertad y carecen de células de Leydig diferenciadas. Los resultados mostraron
que en este grupo la poblacion de células esteroidogénicamente activas es muy escasa y

que estas células no tienen capacidad de responder a estimulos gonadotroficos.

Los presentes datos indican que la regulacion de la esteroidogénesis pare cada etapa de

la prepubertad seria diferente.

4 C Secrecion de testosterona y caracteristicas del grupo 4

El estudio de muestras testiculares derivadas de dos jovenes de 15 afios de edad (Lu15a,
Al153a) con caracteristicas puberales ha permitido obtener datos acerca del comportamiento
de las células testiculares diferenciadas con respecto a las inmaduras provenientes de

testiculos prepuberales.

Una caracteristica diferencial de! grupo puberal es la respuesta del cultivo a la estimulacion
cronica con LH. Mientras que LHMCG administrada cronicamente estimuld
significativamente la secrecion de testosterona en los cultivos de ninos de hasta 7 meses
de edad, la LH administrada en forma cronica a igual concentracion fue incapaz de
estimular en los cultivos de 15 anos. produciendo incluso un efecto inhibitorio en uno de
ellos. Por ofra parte las células testiculares de pacientes puberales tampoco respor:dieron a

FSH, como se ha observado en las células testiculares del grupo 2 (tabla 4-C).

Los testiculos puberales se asemejan mas a los de adultos que a los de prepuberes,
probablemente a causa de todos Ios cambios citologiccs y fisioldgicos que ocurren en la
edad puberal, como la aparicion del epitelio germinativo, el aumento . 2 células de Leydig
diferenciadas, la formacion de la barrera hemato-testicular, la diferenciacién de las células
de Sertoli (251) y en consecuencia el estudio de testiculos puberales en cultivo debe tener

en cuenta todas estas caracteristicas.

La falta de respuesta a las gonadotrofinas observada en estos experimentos puede ser
atribuida a un fenomeno de desensibilizacion. En efecto, el estimulo repetido con hCG

induce desensibilizacion de la secrecion de testosterona por las células de Leydig tanto in
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vitro como in vivo (182, 183). Este fenébmeno podria tener lugar tanto con la LH como con la

FSH en las condiciones de cultivo utilizadas.
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Tabla 4-C Secrecion basal de testosterona expresada como x + DS de tnplicados de cada
cultivo, en pmol/10°cel.24hs en cultivos testiculares puberales y respuesta a estimulos
cronicos con LH (10 ng/ml) y FSH (2 ng/mi)

Culitivo Basal LH FSH
Lu15a 11.3+3.96 7.43+1.53* 2.84 = 563"
Al15a 34.3+0.66 0.45 + 0.00* 47.4+12.2**

* p <0.05 vs condicién Basal
** no significativo vs condicion Basal
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5- ESTIMACION DE ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS 3B-HSD, 178-HSD Y DE LA
ACTIVIDAD 17,20-LIASA DE LA ENZIMA P450c17 POR ANALISIS DE REGRESION
LINEAL EN LOS GRUPOS2Y 3

Los resultados de la produccibn basal de testosterona, androstenediona,
dehidroepiandrosterona, 17 hidroxiprogesterona y progesterona en el dia 6 de cultivo para
los grupos 2 y 3, expresados en medianas y rangos semicuartilos se observan en la tabla
5-A. Se destaca que la testosterona producida por los cultivos del grupo 2 es
significativamente mayor que la producida por el grupo 3 (p<0.05). Respecto a los
restantes esteroides también se observa que las medianas correspondientes a
dehidroepiandrosterona y a 17 hidroxiprogesterona para el grupo 2 son mayores que las
correspondientes del grupo 3 (p<0.05). También se puede destacar que en el grupo 2 la
produccion de 17 hidroxiprogesterona es cinco veces mayor que la de testosterona,
mientras que la produccion de androstenediona corresponde a cantidades equimolares
respecto a la de testosterona. En el grupo 3 los cuatro esteroides analizados, menos
progesterona, estan en cantidades equimolares entre si. En todos los casos los valores de
progesterona resultaron muy inferiores a los de 17 hidroxiprogesterona.

En la Figura 5-1 los resultados se expresan como las pendientes de la regresion lineal de
las relaciones entre testosterona y cada uno de los tres precursores esteroides estudiados
analizadas para el grupo 2 y para el grupo 3, como se describe en Material y Métodos. No
se incluyeron los datos de progesterona porque los valores resultaron en el limite de
sensibilidad del método. En las ordenadas se grafica el valor de la pendiente.

Para la correlacion entre 17 hidroxiprogesterona y testosterona, el valor de la pendiente del
grupo 3 es significativamente mayor que su correspondiente del grupo 2 (p < 0.01).

El analisis de regresion lineal entre dehidroepiandrosterona y testosterona permite observar
que hay correlacion con pendiente igual a 0 en el grupo 2 y que el valor de la pendiente del
grupo 3 es significativamente mayor que el del grupo 2 (p < 0.01).

Al analizar la correlacion androstenediona versus testosterona se observa que el valor de la
pendiente del grupo 3 es significativamente mayor que el del grupo 2 (p < 0.01).
Finalmente al analizar las tres columnas correspondientes al grupo 3 se observa que el
valor de la pendiente para la correlacion 17 hidroxiprogesterona versus testosterona es
significativamente mayor que el valor correspondiente a la correlacion entre
dehidroepiandrosterona y  testosterona y que el valor de la correlacion entre

androstenediona y testosterona (p < 0.01).
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En base a los resultados descriptos se puede concluir que la enzima 173-HSD y sobre todo
la enzima 3B-HSD estan muy activas en los cultivos del grupo 2. Estas actividades
disminuyen en los cultivos del grupo 3. Por su parte, la actividad 17,20-liasa de la enzima
citocromo P450c17 es menor que la actividad de las enzimas 17p-HSD y 3B-HSD en
ambas etapas del desarrollo postnatal estudiadas, grupos 2 y 3. La actividad 17,20 liasa
disminuye en el grupo 3 con respecto al grupo 2. Esto sugeriria que la 17,20-liasa seria una
enzima limitante de la esteroidogénesis testicular en la prepubertad.

Los presentes resultados indicarian que en el grupo correspondiente al primer semestre de
vida habria una mayor actividad de las enzimas P450 c17 y 17B-HSD con respecto al grupo
de edad de quiescencia testicular, ya sea porque las células esteroidogénicas estan mas
diferenciadas > porque los cultivos tienen mayor numero de células esteroidogénicas en el

primer grupo.



Tabla 5-A Secrecion Basal de esteroides correspondiente a los grupos 2 y 3. Datos

expresados como mediana y rango semicuartilo, en pmol/1 0°cel.24hs

Grupo 2 Grupo 3
Testosterona 583*(3.79-249) 2.18(1.39-6.15)
Androstenediona 4.80 (0.79 - 96.6) 3.57 (1.27 - 51.1)

Dehidroepiandrosterona 156 (3.83-266) 3.41(1.69-1586)
17 hidroxiprogesterona 29.5* (11.4-53.2) 2.30(0.30-20.5)

Progesterona 2.47 (del - 10.9) del (del - del)

* p<0.05 versus grupo 3, test de Wilcoxon

del : valor no detectable
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@ Figura 5 Valor de la pendiente correspondiente a cada una de las correlaciones estudiadas. 1770HP4 vs T
.(enzimas 17, 20 DES y 17 p-HSD), DHEA vs T (3 B-HSD y 17 p-HSD), y A4 vs T (17 3-HSD) en cultivos
de pacientes del grupo 2 y del grupo 3.




g8

6.- ESTUDIO DE LAS VIAS 5-ENE (A5) Y 4-ENE (A4) UTILIZANDO PRECURSORES
TRITIADOS Y CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (TLC)

El método de incubacion con precursores tritiados y el posterior analisis de los productos
secretados por cromatografia en capa delgada se utilizo para conocer cual es la via
esteroidogénica de preferencia en los cultivos primarios mixtos de células testiculares
humanas. Se realizd la comparacion entre un precursor de la via 5-ene (pregnenolona) y
uno de la via 4-ene (progesterona) en condiciones basales y luego de hCG, FSH, GH e
insulina, para identificar todos los metabolitos de la biosintesis de androgenos y para
analizar el efecto de l1as hpm sobre la capacidad de un cultivo de metabolizar un precursor.
Para saber si la biosintesis endogena afectaba los resultados obtenidos a partir de
incubacién cor. precursor exégeno se utilizd aminoglutetimida (AG), un inhibidor de la
P450scc. Se estudid el efecto de la cianocetona (CN), inhibidor de la 3 B-HSD/ A 5-4
isomerasa sobre la esteroidogénesis testicular. Se realiz6 el estudio por TLC en los medios
condicionados de cinco cultivos primarios. Como se habia descnpto anteriormente, en el
estudio de la secrecion de testosterona en funcidn de la variable tpm, los cultivos de menos
de 24 hpm conservan su capacidad de sintetizar testosterona mientras que los de mayores
tpm pierden esta capacidad a la vez que expresan actividad aromatasa, que se habia
definido como el aumento de estradiol en presencia de testosterona. Para comprobar estas
observaciones realizadas por radioinmunoensayo se estudid por el presente métoc dos
testiculos provenientes de un mismo paciente de 24 meses de edad uno de los cuales se
procesd de inmediato mientras que el contralateral fue almacenado en frasco estéril con
medio de cultivo a 4°C durante 72 horas. Ambos cultivos se incubaron con pregnenolona
para estudiar los productos de metabolizacion. En la figura 5-1 se observa que el cultivo de
menos de 24 hpm (calle 2) fue capaz de convertir pregnenolona a testosterona en
condiciones basales mientras que la pregnenolona no pudo ser metabolizada por el
testiculo contralateral (calle 7). almacenado durante 72 horas a 4°C. Los metabolitos
producidos por el testicuio de menos de 24 hpm en condiciones basales (calle 2) fueron
progesterona, 17-hidroxiprogesterona, 20-hidroxiprogesterona y testosterona. En presencia
de hCG (calle 5) 6 de FSH (calie 4) no se observa un aumento de la testosterona. Este
resultado fue semejante al observado por el método de determinacion de esteroides por
radioinmunoensayo para el grupo 3. En presencia de insulina (calle 3) en una dosis de 5
ng/ml no se observan cambios respecto de la condicion basal (calle 2). Las calles

correspondientes al testiculo de 72 hpm bzio insulina, FSH 6 hCG (calles 8, 9 y 10



Figura 6-1 Radioautografia de una cromatografia en capa delgada (TLC)
a partir de los medios condicionados de un cultivo de un paciente de 24
meses de edad, incubado con P5 tritiada. Calles 1-5: testiculo de 9 hpm,
calles 6-10: testiculo contralateral de 72 hpm. Control sin células (calles 1
y 6), condicion basal (calles 2 y 7), insulina 5 ug/ml (calles 3 y 8), FSH 2
ng/ml (calles 4 y 9), hCG 10 ng/ml (calles 5 y 10). P4: progesterona, P5:
pregnenolona, 20-OH: 20a-hidroxiprogesterona, T: testosterona,17-OH:
17ahidroxiprogesterona / pregnenolona
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respectivamente) no presentan diferencias respecto de la condiciéon basal (calle 7), ya que
en todas se observa solamente la mancha comrespondiente al precursor colocado sin
productos de metabolizacion. Las calles 1 y 6 corresponden a la condicion control, en la
cual se coloca medio de cultivo con pregnenolona tritiada en ausencia de células. Este
ensayo indicaria que a lo largo del tpm las enzimas que metabolizan pregnenoiona a
testosterona pierden su actividad 6 bien que la poblacion celular que expresa dichas
enzimas es mas labil que la poblacién no esteroidogénica del testiculo humano prepuber y

no estaria presente en los cultivos de mas de 24 hpm.

En la figura 6-2 se puede observar la fotografia de una TLC de un cultivo de un paciente de
10 dias de edad, donde fue util:izada pregnenolona como precursor. Cuando se incubé
pregnenolona en condiciones basales, en ausencia (calle 4) 6 presencia (calle 5) de
aminoglutetimida se producen los mismos metabolitos Io que indica que la produccion
endégena de esteroides no afecta los resuitados obtenidos a partir de substrato exogeno.
La incubacién en condicion basal de pregnenolona con cianocetona (calle 6) permite
observar una disminucion en la cantidad de androstenediona con respecto a la condicion
d¢ pregnenolona sin inhibidor (calle 4). Esto muestra la accion inhibitona esperada de la
cianocetona sobre la actividad 3p-HSD, aunque ésta fue parcial. En condiciones basales
(calle 4), en presencia de pregenenolona el metabolito final mas importante resulté ser la
androstenediona y no la testosterona; sin embargo luego de la estimulacién cronica con
FSH (calle 13) 6 con hCG (calle 10) se encontro testosterona como metabolito final. Estos
resultados sugieren que habria un efecto estimulador de las gonadotrofinas en estz
paciente, como se ha descripto que sucede en algunos de los pacientes del grupo 1. En
presencia de CH (calle 7) se observa un leve aumento de la androstenediona respecto de
la condicion basal (calle 4), una disminucién de precursor y la aparicion de la mancha

correspondiente a testosterona.

La fotografia de una TLC con los productos de metabolizacién a partir de pregnenolona y
de progesterona de un cultivo de un paciente de 2 dias de vida se puede observar en la
figura 6-3. Mientras que en condiciones basales en presencia de progesterona (calles 7 y
8) los productos observados son 17-hidroxiprogesterona y escasa cantidad de 20-
hidroxiprogesterona y androsterona, en presencia de pregnenolona (calles 3 y 4) se
observa progesterona, 17-hic;oxipregnenolona o 17-hidroxiprogesterona, androstenediona
y en menor cantidad 20-hidroxiprogesterona, androsterona, testosterona vy

dihidrotestosterona. El agregado de FSH, en presencia de pregnenolona (calles 1 y 2) no

produce cambios importantes, s6lo se observa la aparicidon de metabolitos 3a-reducidos,
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Figura 6-2 Radioautografia de una cromatografia en capa delgada (TLC) a partir de
los medios condicionados de un cultivo de un paciente de 10 dias de
edad, incubado con P5 tritiada. De cada condicion, por triplicado, la
primera calle con PS5 tritiada, la segunda calle P5 con AG y la tercera
calle P5 con CN. Control sin células (calles 1,2,3), Cultivo en condicion
basal (calles 4,5,6), GH 50 ng/ml (calles 7,8,9), hCG 10 ng/ml (calles
10,11,12), FSH 2 ng/ml (calles 13,14,15). A4: androstenediona, AND:
androsterona, T : testosterona, 3-diol: androstenediol, 17-OH: 17«
hidroxiprogesterona/pregnenolona
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Figura 6-3 Radioautografia de una cromatografia en capa delgada (TLC)
a partir de los medios condicionados de un cultivo de un paciente de 2
dias de edad. Cultivo incubado con P5 tritiada (calles 1-4) y con P4
tritiada (calles 5-8), en condicion basal (calles 3-4 y 7-8) y bajo FSH 2
ng/ml (calles 1- 2 y 5-6). 5-P4: 5a. hidroxiprogesterona, P4:

progesterona, P5: pregnenolona, A4: androstenediona, DHT:
dihidrotestosterona, AND : androsterona, 20-OH: 20«
hidroxiprogesterona, T: testosterona, 3-diol: androstenediol, 17-OH: 17«
hidroxiprogesterona/pregnenolona
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como 3a-androstenediol, mientras que FSH en presencia de progesterona (calles 5y 6) no
modifica la condicién basal (calles 7 y 8). A partir de esta figura se deduce que la via
preferencial en este cultivo del grupo 1 es la via A5, aunque por alguna razén que no
podemos explicar el producto final de metabolizacion es androstenediona y no

testosterona.

En el cultivo de un paciente d: 7 meses, figura 6-4, se comparan los productos de
metabolizacion a partir de pregnenolona tritiada (calles 1 a 9) o de progesterona tritiada
(calles 10 a 13). En condiciéon basal, en presencia de progesterona (calle 11) se obtienen
20-hidroxiprogesterona, 17-hidroxiprogesterona y no se observa testosterona mientras que
con pregnenolona (calle 4) se observan manchas importantes de 17-hidroxiprogesterona y
de testosterona. La FSH estimula la testosterona para la via A5 (calles 8 y 9) mientras que
la hCG aumenta la testosterona en la via A4 (calle 13) y en la A5 (calle 7). El agregado de
insulina (5 pg/ml) implica un aumento de progesterona a partir de pregnenolona y la

aparicion de androstenediona lo que sugiere que la insulina estimula la via A4,

probablemente actuando a través del receptor de IGF-1.

En un cultivo de un paciente de 8 meses de edad, figura 6-5, los metabolitos producidos en
condiciones basales luego de la incubacidon con progesterona fueron escasos y no se
observd testosterona (calles 4 y 5). El efecto de la FSH (calles 1, 2 y 3) fue incrementar

todos los metabolitos producidos en condicion basal. especialmente la androstenediona.

En resumen, <. método de est dio de la esteroidogénesis testicular con precursores
tritiados permite obtener informacion cualitativa y semicuantitativa, sobre el comportamiento
del cultivo en cuanto a su capacidad biosintética y a la formacion de metabolitos que con
otras técnicas no es posible. Si bien al agregar precursor estos datos no nos inforrman
acerca de la capacidad del cultivo de sintetizar de novo los esteroides. en cambio nos

suministra informacion complementaria a los métodos descriptos antenormente.

Como dato relevante figura que las células testiculares prepuberes humanas metabolizan
preferentemente a la pregnenolona para producir testosterona. La via A4 a partir de
progesterona esta presente aunque no seria la preferencial, tal como se ha descnpto en

algunos pnmates (197-201).
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Figura 6-4 Radioautografia de una cromatografia en capa delgada (TLC)
a partir de los medios condicionados de un cultivo de un paciente de 7
meses de edad, incubado con P5 tritiada (calles 1-9) y P4 tritiada
(calles 10-13). Control sin células (calles 1 y 10), insulina 50 ng/ml (calle
2), insulina 50 ng/ml + rFSH 2 ng/ml (calle 3), basal (calles 4 y 11),
insulina 5 pg/mi (calle 5), rFSH-2 ng/mi (calles 6 y 13), hCG 10 ng/ml
(calles 7 y 14), hpFSH 2 ng/ml (calles 8 y 9). P4: progesterona, A4:
androstenediona, AND : androsterona, 20-OH: 20a hidroxiprogesterona,
T: testosterona, 3-diol: androstenediol, 17-OH: 17«
hidroxiprogesterona/pregnenolona




Figura 6-5 Radioautografia de una cromatografia en capa delgada (TLC)
a partir de los medios condicionados de un cultivo de un paciente de 8
meses de edad, incubado con P4 tritiada en combinacion con FSH 2
ng/ml (calles 1,2,3) condicion basal (calles 4,5) y control sin células (calle
6). A4: androstenediona, AND: androsterona, 20-OH: 20a
hidroxiprogesterona, T : testosterona, 3-diol : androstenediol, 17-OH:
17a hidroxiprogesterona




7- E.TUDIO DEL ROL DE LA INSULINA, LA GH Y EL IGF-1 EN LA
ESTEROIDOGENESIS DE CELULAS TESTICULARES HUMANAS EN CULTIVO

Efecto de la insulina y la GH en los 4 yrupos etarios

Los valores de testosterona en el medio condicionado del dia 6 de cultivo tanto en
condicidén basal como en presencia de estimulos crénicos de insulina (50 ng/ml) y GH (50
ng/ml) de cuatro cultivos del grupo 1 se observan en la tabla 7-A. Se destaca una gran
dispersion entre los datos de los distintos cultivos. Se nota un aumento de la secrecién de
testosterona bajo estimulo crénico con insulina en 2 de 4 cultivos estudiados y con GH
también en 2 de 4, uno de los cultivos responde a ambos estimulos. Niveles muy elevados
de testosterona basal se observan en 1 de 1os cultivos, el cual no responde ni a insulina ni
a GH. Se calcuié la mediana para cada condicién expenmental, no observandose
diferencias significativas entre ila mediana basal y la de ninguna de las condiciones de

estimulacién estudiadas.

Los valores de testosterona en el medio condicionado del dia 6 de cultivo en condicién
basal y en presencia de estimulos cronicos de insulina y GH para cuitivos del grupo 2 se
observan en la tabla 7-B. Se destaca que en ambas condiciones de estimulacion la
secrecion de testosterona aumenta respecto del basal, en 4 de S cultivos estudiados. Se
observa que la mediana tanto bajo insulina como bajo GH es significativamente mayor
respecto de la mediana basal. Sin embargo en el grupo 3 no se observo un incremento de
ia testosterona bajo estimu!s cronico con GH (n=4) mientras que en 1 de 2 cultivos se
observo un incremento significativo bajo estimulacidén crénica con insulina (tabla 7-C). En la
figura 7-1 se representa la secrecion basal y bajo estimulo crénico de insulina y GH al 6to
dia de cultivo, expresada en medianas para ios grupos 1, 2y 3 (249). En el grupc 4, en 2
cultivos de testiculos puberales no se observaron cambios ni bajo insulina ni bajo GH
(tabla 7-D).

Los datos presentados indican que tanto la GH como la insulina administradas
crénicamente a una dosis de 50 ng/ml, son capaces de estimular significativamente la
secrecion de testosterona en cultivos primarios de células testiculares prepuberes humanas
correspondientes al grupo 2, entre 1 y 9 meses de edad. Como se ha descripto en el

capitulo 4, dentro de este rango etario las células testiculares fueron capaces de responder
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al estimulo cronico de LH y de FSH. La respuesta a GH y a insulina indicaria que en la
etapa postnatal de actividad testicular, la secrecién de testosterona estaria modulada por
multiples factores. Por su parte, no se observé un aumento de la testosterona bajo estimulo
cronico de GH ni de insulina en el grupo 1 ni en el grupo 3 y tampoco en ios 2 cultivos

puberaies estudiados.



Tabla 7-A Grupo 1: Testosterona basal y respuesta a insulina (50 ng/ml) y a GH (50 ng/ml)

al dia 6 de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x = DS, en

pmol/10°cel.24hs

Cultivo Basal Insulina GH

Rald 146+0.33 0.17=0.0S 5.03x2.74*
Fedd 602172 13.1=248" 7402125
ASd 147200 139+109 205+743

Vied 149+482 498+6.7" 243+2.13"

Mediana 15.2 31.4* 15.8**

* p<0.05 vs Basal (testdet)
** no significativo vs Basal (test de Wilcoxon)
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Tabla 7-B Grupo 2: Testosterona basal y respuesta a insulina (50 ng/ml) y a GH (50 ng/ml)

al dia 6 de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x + DS, en

pmol/10°cel.24hs

Cultivo Basal Insulina GH
Zalm 7.15+204 83.9+252*  340+543*
Go3m 354+004 823+0.13* 11.9+0.9*
Di3m  445:054 93.0+998  327+275
ChSm  4.04+0.95 14.7+9.7" 5.31+331
Gi7m 2.23+0.56 2.06 = 0.40 4.70 +1.27

Mediana 4.45 14.7 11.9*

* p<0.05 vs basal (test de t)
** p<0.05 vs mediana basal (test de Wilcoxon)
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Tabla 7-C Grupo 3: Testosterona basal y respuesta a insulina (50 ng/ml) y a GH (50

ng/ml) al dia 6 de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x + DS,

en pmol/10°cel.24hs

Cultivo
Uriém
Ro24m
Mo33m

Mi33m

Mediana

Basal
1.39+0.10
2.78 = 0.86

2.18+0.22

1.73+0.31

1.91

insulina
253+0.21

11.9-1.15"*

* p<0.05vs Basal (test de t)
** no significativo vs Basal (test de Wilcoxon)

GH
3.06 £1.25
1.64 +0.13
2.29=0.30
1.45+0.34

1.96**

Tabla 7-D Grupo 4: Testosterona basal y respuesta a insulina (50 ng/ml) y a GH (50

ng/ml) al dia 6 de cultivo. Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x + DS,

en pmol/10°cel.24hs

Cultivo
Lui15a

Al15a

Basal

11.3+3.96

Insulina

16.4 + 5.01**

343:+066 257+7.24*"

** no significativo vs Basal (test de t)

GH
8.55 + 0.09**

26.0 + 8.97**
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Efecto del IGF-1 en los 4 grupos etarios

Se analiz6 el efecto de la estimulacion cronica con IGF-1 sobre : 1) la proliferacion celular,

2) la secrecion de testosterona y 3) la respuesta a ! H.

Con el objeto de analizar si la estimulacion cronica con IGF-1 aumentaba el numero de
células en cultivo, se analizé el numero de células viables al finalizar el cultivo (dia 6) en
condicion basal y bajo IGF-1, en 4 cultivos del grupo 1, 6 cultivos del grupo 2 y 5 cultivos
del grupo 3. No se observaron cambios significativos en el numero de células viables bajo

IGF-1 respecto de la condicién basal, tabla 7-E.

Se estudido el efecto de la estimulacion cronica con IGF-1 sobre la secrecion de
testosterona en ausencia de gonadotrolinas para los grupos 1, 2, 3 y 4. Para el grupo 1 se
observa que la testosterona aumenta significativamente en 4 de 4 cultivos (tabla 7-F), para
el grupo 2, en 8 de 8 cultivos (tabla 7-G) y para el grupo 3, en 4 de 5 cultivos (tabla 7-H).

Para el analisis de los datos se calculd el logaritmo decimal de los v.lores de secrecion de
testosterona, asi se normatizaron los datos y se calculd la media y la desviacion estandar
para los grupos 1, 2 y 3 tanto en condicion basal como en presencia de IGF-1y de LH. En
fa figura 7-2 se observa que el IGF-1 estimuld significativamente la secrecion de
testosterona en los tres grupos. Como ya se habia observado el estimulo con LH sélo fue

significativo en el grupo 2.



Tabla 7-E Efecto del IGF-1 (50 ng/ml) sobre Ia proliferacion celular. Datos expresados

como numero de células viables (10%, x = DS de n cultivos) al dia 6 de cultivo

GRUPO BASAL IGF-1

1 (n=4) 57.5+597 39.7 £30.1**
2 (n=6) 43.3+316 42.3 + 38.6**
3 (n=5) 556.6£33.9 57.5 +50.6**

** no significativo vs Basal (ANOVA y Bonferroni)
n= numero de cultivos

Tabla 7-F Grupo 1: Testosterona basal y respuesta a IGF-1 (50 ng/ml) al dia 6 de cultivo.

Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x = DS, en pmol/10°cel.24hs

Cultivo Basal IGF-1
Ra1d 1.46 = 0.33 6.99 + 1.92*
Fe4d 6.02+1.72 252 +267*
ASd 147 + 20.0 366 +6.01*
Viéd 14.9+482 62.5 + 5.94*

Mediana 15.2 43.8**

* p<0.05 vs Basal (ANOVA y Bonferroni)
** p<0.05 vs mediana Basal (test de Wilcoxon)



98

Tabla 7-G Grupo 2: Testosterona basal y respuesta a IGF-1 (50 ng/ml) al dia 6 de cultivo.

Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x + DS, en pmol/1 0°cel.24hs

Cultivo
Gilm
Zalm
Go3m
Di3m
Ch5m
Gi7m
Th7m
Ca9m

Mediana

Basal
833+ 11.9
7.15+2.04
3.54 + 0.04
4.45+0.54
4.040.95
2.23+0.56
31.3+4.95
8.93 + 4.00

5.80

IGF-1
106 = 0.50*
106 + 0.50*
9.45 £ 0.45"
123 = 6.64*
139 = 20.4*
10.4 = 1.90*

74.8 = 450"

80.2 +11.6"

77.5**

* p<0.05 vs Basal (ANOVA y Bonferroni)

** p<0.05 vs mediana Basal (test de Wilcoxon)
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Tabla 7-H Grupo 3: Testosterona basal y respuesta a IGF-1 (50 ng/ml) al dia 6 de cultivo.

Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x + DS, en pmol/10°cel.24hs

Cultivo Basal IGF-1
Urtém  1.3920.10 3.50+ 1.00*
He20m  6.15:0.96 7.90+0.79
Ro24m  278+086 9.01=2.25*

Mo33m 2.18 = 0.21 13.8 +1.4*

Mediana 2.48 8.45""

* p<0.05 vs Basal (ANOVA y Bonferroni)
** p<0.05 vs mediana Basal (test de Wilcoxon)
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Efecto del pretratamiento cronico con IGF-1 sobre la respuesta a LH

Con el fin de estudiar el efecto del IGF-1 sobre la respuesta de las células al estimulo de 24
horas con LH, células testiculares prepuberes humanas pretratadas cronicamente con IGF-
1 (50 ng/ml) 6 con insulina (50 ng/ml) fueron sometidas a 24 horas de estimulo con LH. La
secrecidon de testosterona en el medio condicionado bajo estas condiciones
experimentales se estudié en 3 cultivos de células testiculares de nifios cuyas edades eran
6 dias, 1 mes y 5 meses (grupos 1y 2). La tabla 7-l ilustra los resultados obtenidos. Se
puede observar que el pretratamiento con IGF-1 resulta en un aumento significativo de la
respuesta a LH con respecto a la condicion basal mientras que el pretratamiento con

insulina no muestra cambios en la respuesta a LH.

En resumen, Ia estimulacion cronica con IGF-1 en células testiculares humanas prepuberes
aumento la secrecidn de testosterona e incrementd la respuesta de las células a LH

aunque no se observo un aumento en el nimero de células viables en el cultivo.

En dos cultivos de edad puberal en los que no se observé un aumento de la testosterona
bajo GH ni bajo insulina se estudio el efecto de la estimulacién cronica con IGF-1 (50 ng/mi)
sobre la secrecidn de testosterona, observandose un aumento significativo de la

testosterona bajo IGF-1 (tabla 7-J).

Los datos presentados sugieren que en la regulacién de la esteroidogénesis testicular
humana prepuber factores tales como la insulina y el IGF-1 jueguen un rol importante no
sélo incrementando la capacidad esteroidogénica de las células en cultivo sino tambien

aumentando la habilidad de las células de responder al estimulo con LH.



Tabla 7-1 Respuesta al estimulo de 24 horas con LH (10 ng/ml) en células preincubadas 4
dias con IGF-1 (50 ng/ml) o con insulina (50 ng/ml). Testosterona expresada como x = DS,

en pmol/10°ce!l.24hs

Paciente Grupo Basal+LH Insulina + LH IGF-1+ LH
Vied 1 21.7 =0.16 40.0+4.29 98.8 + 10.5*
Gi1m 2 178 =3.10 450+ 105 198 + 15.0* **

Ch5m 2 10.8 = 0.40 5.65+2.70 51.4+7.70*

* p<0.05 vs Basal + LH (ANOVA y Bonferroni)
** p<0.05 vs Insulina + LH (ANOVA y Bonferroni)

Tabla 7-J Grupo 4. Testosterona basal y respuesta a IGF-1 (50 ng/ml) al dia 6 de cultivo.

Dentro de cada cultivo los datos estan expresados como x + DS, en pmol/10°cel.24hs

Condicién Basal IGF-1
Lu15a 11.3+3.96 24.1 + 4.98*
Al15a 34.3+0.66 159 + 2.46*

* p<0.05 vs Basal (ANOVA y Bonferroni)



8.- PRESENCIA DE INHIBINA-B

Con el fin de identificar la capacidad secretora de células de Sertoli en los cultivos
primarios mixtos de células testiculares humanas se estudiaron los niveles de inhibina-B en
los medios condicionados de 28 cultivos comrespondientes a los cuatro grupos de edad al
dia 6 de cultivo. Las tablas 8-A y 8-B resumen los datos de cada cultivo de inhibina-B basal
mientras que en la figura 8-1 se representa las medias y el error estandar de los cuatro
grupos. Se observa que la secrecion basal de inhibina-B es 575 + 39.4 (pg/10°cel.24hs,
x+ES) en el grupo 1, 400 + 38.6 en el grupo 2, 63.4 + 7.03 en el grupo 3 y 237 = 48.8 en el
grupo 4. El valor de inhibina-B en el grupo 3 resulté ser significativamente menor que el del

resto de los grupos (test de t).

El analisis de regresion lineal entre los niveles de inhibina-B y los de testosterona en
condiciones basales para los 28 cultivos estudiados permite observar una correlacion

positiva r= 0.583 y significativa con una p < 0.001 (Figura 8-2).

Por otra parte en el grupo 2, se observa que la estimulacién crénica con LH no aumenta
significativamente los niveles de inhibina-B respecto de la basal mientras que la
estimulaciéon crénica con FSH aumenta significativamente la secrecién de inhibina-B con

una p < 0.025 (test de t para muestras apareadas) (Figura 8-3).

Se puede concluir que la inhibina-B es producida por células testiculares humanas
prepuberes en cultivo. Similar a lo observado in vivo, la inhibina-B en condiciones in vitro
disminuye con la edad durante los primeros anos de vida. La estimulaciéon crénica con FSH
incrementa la secrecion de inhibina-B en células testiculares humanas prepuberes de los
primeros meses de edad. La falta de respuesta a LH observada in vitro sugiere que en los
primeros meses de vida probablemente sélo la FSH estimule la sintesis de inhibina-B. La
inhibina-B podria ser considerada un marcador de células de Sertoli inmaduras in vitro. La
correlacion observada entre Ia secrecién de testosterona y la de inhibina-B sugiere una
activacion paralela de la funcion de las células de Leydig y de Sertoli durante el primer

semestre de vida postnatal en ausencia de desarrollo espermatogénico.
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Tabla 8-A Niveles basales de inhibina-B en medios condicionados de cultivos de grupos 1

y 2 (datos expresados como x+ DS, en pg/10°cel.24hs)

GRUPO CULTIVO EDAD
(dias)
1 Ra1d 1
Ap1d 1
Fe4d 4
Acbhd 5
Viéd 6
Va8d 8
Casd 9
GRUPO CULTIVO EDAD
(meses)
2 Vaz21id 0.63
Gi1m 1
Te1.5m 1.5
Or1.5m 1.5
Ov2m 2
Er2m 2
Di3m 3
Ch5m 5

Maém 6

INHIBINA-B

465 + 105
412 + 53
437 + 260
872 £ 475
225+4.54
611 =61

1007 + 242

INHIBINA-B

275122
873
282 +60.8
286 £ 60.4
225585
298 + 109
143 £ 23.8
107 £ 5.03

1110 £ 186
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Tabla 8-B Niveles basales de inhibina-B en medios condicionados de cultivos de grupos 3 y

4 (datos expresados como x+ DS, en pg/1 O°cel.24hs)

GRUPO CULTIVO EDAD INHIBINA-B

(meses)

3 Qu12m 12 <15
Va18m 18 <15
Go21m 21 101 £ 9.86
Mi22m 22 85.1 £20.2
Mi33m 33 184 + 56.5
Se36m 36 <15
Ar3ém 36 <15
Ri41m 41 <156
Ch84m 84 126

GRUPO CULTIVO EDAD INHIBINA-B

(anos)
4 Fe1da 14 349 = 301
Al15a 15 291+ 30

Lu15a 15 71.4 £17
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9.- DESARROLLO DEL METODO DE REPIQUES Y CRIOPRESERVACION DE CELULAS
TESTICULARES HUMANAS

Las células testiculares hum.anas prepuberes constituyen un material biologico dificil de
conseguir. Con el objeto de contar con material de cultivo permanente como fuente de
estudio sobre la esteroidogénesis testicular prepuberal humana y la modulacién de la

misma, se desarroli6 la técnica de subcultivos y congelacion de células.
Subcultivos

El estudio de 5 subcultivos a partir del cultivo primario de testiculo de un paciente del grupo
2 (Za1m) se llevo a cabo como se describe en material y métodos. Brevemente, al décimo
dia de cultivo primario, se digiere con ti.psina y se siembra el subcultivo 1 (Zaimsub1) . El
subcultivo 1, al cabo de 10 dias, se somete a la accién de tripsina y se siembra el
subcultivo 2 (Zaimsub2). Al dia 12 de cultivo se obtiene el subcultivo 3, el cual se digiere
con tripsina al dia 6 para obtener el subcultivo 4. Al sexto dia de cultivo del subcultivo 4 se
somete a la accidén de la tripsina y se siembra el subcultivo 5. En el segundo y quinto
subcultivo se realiza un esquema de estimulacién cronica con insulina (5 pg/ml), LH y FSH,
guardando el medio condicionado del dia 6 para la determinacion de testosterona por

radioinmunoensayo. La figura 9-1 ilustra el aspecto del subcultivo 2 al sexto dia de cultivo.

La tabla 9-A ilustra la secrecion de testosterona en condicion basal y bajo estimulo crénico
con insulina, FSH y LH en el cultivo primario y en ios subcultivos 2 y 5. La secrecion basal
de testosterona aumenta bajo los estimulos en el cultivo primario, como se ha descripto. En
el subcultivo 2 se observa que la secrecién de testosterona se mantiene pero no varia en
presencia de los estimulos con respecto a la condicion basal. En el subcultivo 5,
sorprendentemente, la secrecion de testosterona persiste y aumenta bajo LH y FSH
respecto de la condicién basal. Estos resultados indicarian la presencia de células
esteroidogénicamente activas que perduran a lo largo de los subcultivos y que poseen

capacidad de responder a las gonadotrofinas.
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Tabla 9-A Secreciéon de testosterona en condicion basal y bajo estimulo crénico con
insulina (5 pg/ml), FSH (2 ng/mil) y LH (10 ng/ml) en el cultivo primario (CP) y en los
subcultivos 2 y 5 de un paciente de 1m (Zaim). Datos expresados como xzDS en

pmol/10°cel.24hs

Basal Insulina FSH LH
CP Za1m 7152204 696+20.8° 404=:=466" 303zx257"
Zaimsub2 145:048 1831020 277030 3.19+£0.30
Zaimsub5 205049 277:030 11.8 = 4.40* 11.8-4.0"

* p<0.05 vs Basal respectivo (ANOVA y Bonferroni)



Figura 9-1 Microfotografia del subcultivo 5 de un paciente del grupo 2 (Zaimsub5) Se observa un
grumo de células (G) a partir del cual se expanden células fibroblasticas. Aspecto semejante al

cultivo primario (128 x)




A partir de un cultivo primario de un paciente de 2 meses de edad (Ov2m) se realizaron 2
subcultivos, a los 10 dias de cultivo cada uno. La secrecion de testosterona en el subcultivo
2 fue no detectable. Con el objeto de evaiuar lz capacidad esteroidogénica del subcultivo
se estudidé la secrecion de progesterona, 17 hidroxiprogesterona, androstenediona.
precirsores de testosterona. Los resultados (tabla 9-B) indican un descenso significativo de
la secrecion de esteroides en condicién basal con respecto al cultivo primario. En presencia
de IGF-1 (50 ng/ml) se observo un aumento que no alcanzo a ser significativo respecto del
basal. Ante la posibilidad de que las células hubieran perdido la capacidad de sintesis de
pregenolona a partir del colesterol, se agregd pregnenolona (P5) a una concentracion de
0.6 umol/L En presencia de pregnenolona se observé un aumento significativo de la
progesterona, pero no se observaron cambios en los valores de 17 hidroxiprogesterona ni
de androstenediona ni de testosterona. Sin embargo, la combinacién pregnenolona e IGF-1
indujo un aumento significativo de la 17 hidroxiprogesterona y de la androstenediona. En la
figura 9-2 se puede apreciar la microfotografia del subcultivo 2 de este paciente. Se
observan grumos celulares desde los que se expanden, centrifugamente, células de tipo
fibroblastico con un aspecto que semeja a un cultivo primario. Se observan imagenes de

células en mitosis (telofase tardia).

Los resultados presentados parecen sugerir que el descenso de la secrecion de esteroides
observado en el subcultivo 2 es debido a la falta de precursor (colesterol o pregnenolona)
ya que al ser agregado precursor exégeno aparecen esteroides en el medio de cultivo. Al
parecer la actividad 3p-HSD se mantiene como se observa al colocar pregnenolona. En

cambio la actividad de la enzima P450c17 se estimularia en presencia de IGF-1.



Tabla 9-B Secrecidn de progesterona,

108

17 hidroxiprogesterona, androstenediona vy

testosterona en condicion basal en el cultivo primario (CP) y en el subcultivo 2 (sub2) de un

paciente de 2 meses de edad (Ov2m). Efecto de la pregnenolona (0.6 pmol/L) y del IGF-1

(50 ng/ml) en el sub2. Datos expresados como x+DS en pmol/1 0%cel.24hs

Progesterona
CP Ov2m Basal 15916
Ov2msub2 Basal 0.70°
IGF-1 0.92+0.8°
P5 424 +17.8°
IGF-1+P5 392+ 944°

® p<0.0% vs CP Ov2m, Basal

® p<0.05 vs Ov2msub2, Basal e IGF-1
© p<0.05 vs Ov2msub2, P5

? p<0.05 vs Ov2msub2, Basal y P5

del : valor no detectable

91.3+£9.73
0.27 + 0.18°
449z 234°
567+23°

46 +18°°

6.8 +0.53
0.35°
141+ 0.58°
0.35°

465+2.36°

170Hprogesterona Androstenediona Testosterona

22.1:20.64
del®
del®
del®

del ®
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Figura 9-2 Microfotografias del subcultivo 2 de un paciente de 2 meses (Ov
2msub2). Panel izquierdo : grumo celular (G) y células de tipo fibroblastico en
expansion centrifuga (20 x). Panel derecho: imagen de mitosis (M) (50 x)
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A partir del cultivo primario de un paciente puberal (Lu15a) se realizaron 4 subcultivos, de 6
dias de cultivo cada uno. La microfotografia del primer subcultivo permite observar grumos
con expansiones de células fibroblasticas, células vacuoladas y células ramificadas (figura
9-3). La secrecion de esteroides a lo largo de los subcultivos se ilustra en la tabla 9-C. Se
observa que en condiciones basales la secrecion de 17 hidroxiprogesterona y de
testosterona del subcultivo 1 no fue.diferente de la del cultivo primario. En cambio, en el
subcultivo 2 los valores no fueron detectables en condicidbn basal pero aumentaron en
presencia de IGF-1 (50 ng/ml). En el subcultivo 3 no se detectaron esteroides en condicion
basal ni bajo IGF-1, en cambio, en presencia de 10 umol/L de colesterol (C) se detectaron
progesterona y 17 hidroxiprogesterona, pero no testosterona. En el medio condicionado del
subcultivo 4 sb6lo se detectd progesterona en presencia de colesterol. Estos resultados
indicarian que a lo largo de los subcultivos se perderia la capacidad de sintetizar de novo el
colesterol o bien que se consumen las reservas intracelulares de colesterol. Sin embargo
permanecen activas algunas de las enzimas de la esteroidogénesis, al menos 33-HSD y

P450scc, y en el presente cultivo, hasta el subcultivo 2, P450c17 y 17 B-HSD.

Tabla 9-C. Secrecion de esteroides (expresada como X+DS de triplicados de cada cultivo,
en pmol/10°cel.24hs) a lo largo de 4 subcultivos del paciente puberal Lu15a. Efecto del
colesterol (C, 10 umol/L) y del IGF-1 (50 ng/ml)

Progesterona 17hidroxiprogesterona Testosterona

CP Lu15a Basal 6.66 + 1.88 65.1 +23.1 590 +2.46
Lu15asub1 Basal 1.23+0.10 552+050* 208=240*"
Lu15asub2 Basal del del del
IGF-1 2.31+0.29° 19.8 +3.3° 16.7 £ 0.73°
Lui15asub3 Basal del del del
|GF-1 del del del
C 363+0.16° 5.81+0.58° del
Lu15asub4d Basal del del del
IGF-1 del del del
C 1.96+0.20° del del

del : valores no detectables

** no significativo vs CP LU15a

? p<0.05 vs Lu15asub2, Basal

® p< 0.05 vs Lu15asub3, Basal e IGF-1
° p<0.05 vs Lu15asub4, Basal e IGF-1



Figura 9-3 Microfotografia del subcultivo 1 de un paciente puberal (Lu15asub1). Grumo (G)
con expansiones de células fibroblasticas, células con vacuolas de tipo esteroidogénica (L)

(20 x)




Criopreservacion

A partir del cultivo primario de un paciente de 9 meses de edad (Ca9m) se realizdé un
subcultivo el dia 10 de cultivo. Este subcultivo 1 (CaS9msub1) fue estimulado crénicamente
con IGF-1 (50 ng/ml). Bajo estas condiciones de estimulacién se observd un aumento de
androstenediona y de testosterona en el medio condicionado del dia 6 (Tabla 9-D). Ei
subcultivo 1 fue digerido con tripsina y congelado como se describe en materiales y
métodos. El primer subcultivo descongelado (llamado Ca9msubicrio1) se incubd en
condiciones basales y bajo IGF-1. No se detectaron esteroides en el medio condicionado
de este subcultivo (tabla 9-D) ni de los 5 subcultivos siguientes (datos no mostrados).
Finalmente en el Ca9msub1icrio6 se agreg6 colesterol (10 umol/L) é pregnenolona (0.6
umol/L) ambos precursores junto con IGF-1. En la tabla 9-D se observan los datos de la
secrecion de esteroides en el cultivo criopreservado en presencia de precursores. Tanto en
presencia de colesterol como de pregnenolona, bajo IGF-1, se detectaron progesterona, 17
hidroxiprogesterona, androstenediona y testosterona, indicando la presencia de células
esteroidogénicamente activas. Se observé un aumento significativo de progesterona y de
testosterona en presencia de pregnenolona e IGF-1 respecto de colesterol e IGF-1. En la
figura 94 se puede observar una microfotografia del Ca9msub1icrio6, compuesto por

células estrelladas y de aspecto fibroblastico aunque no por grumos de células poligonales.

Se concluye que la técnica de subcultivo y la de almacenamiento de células congeladas
puede ser Util para conservar material celular y estudiar la respuesta a estimulos bajo

ciertas condiciones experimentales que deben estar bien controladas.



Tabla 9-D Secrecion de esteroides antes y despues de la criopreservacion a partir de un

cultivo de un paciente de 9 meses de edad. Efecto del colesterol (C, 10 umol/L) de la

pregnenolona (P5, 0.6 umol/L) y del IGF-1 (50 ng/ml). Datos expresados como x + DS, en

pmol/10°cel.24hs

CP Ca9m Basal
IGF-1
Ca9msub1 Basal
IGF-1

CaSmsubicriol Basal
IGF-1

Ca9msubicrio6

P5 + IGF-1

C + IGF-1

Progesterona 170HP4  Androstenediona Testosterona
18.0+£0.03 423:+6.80 10.0 £ 1.87 11.5+1.94
322+135 252-480° 453+880° 80.2+11.6°
041010 36.0:045 254 £2.02 148+0.9
025+0.01 3142248 427+140° 3152017°

del del del del

del del del del
461+1.00° 199+200° 3.78+0.26° 6.46+0.11°
122+155° 122:153 7.27 £2.25 11.2+2.00°

® p<0.05 vs CP Ca9m, Basal
®p<0.05 vs Ca9msub1, Basal
“p<0.05 vs Ca9msubicriof, Basal y vs IGF-1
¢ p< 0.05 vs Ca9msub1crio8, C + IGF-1
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Figura 9-4 Microfotografias del sexto subcultivo post-criopreservacion de un subcultivo 1 de
un paciente de 9 meses (Ca9msub1crio6). Se observan células estrelladas y de aspecto
fibroblastico. No se observan grumos de células poligonales. (A 20 x, By C 50 x)
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10- ANALISIS DE LA ESTEROIDOGENESIS TESTICULAR EN PACIENTES CON
PATOLOGIAS ENDOCRINAS

10 A Estudio in vitro de un paciente con Sindrome de Smith-Lem|i-Opitz

Se llevo a cabo el cultivo primario testicular a partir de la orquidectomia del paciente con
sindrome de Smith-Lemli-Opitz que presentaba ambigiedad genital para estudiar la
secrecion de esteroides testiculares y anaiizar el efecto de un inhibidor de la sintesis de

colesterol que reproduce las ca-acteristicas del sindrome en ratas (228).

Resultados clinicos

Los datos de laboratorio revelaron testosterona basal de 1.95 ng/mi (V.N. «<0.5), 17
hidroxiprogesterona de 1.45 ng/ml (V.N. < 1.5), estradiol > 500 pg/ml (V.N. < 15), SO,DHEA
758 ng/ml (rango normal 50-852), cortisol 14 ug/dl (5-25) o sea funzion hormonal
corticosuprarrenal normal, TSH basal 6.1 mUl/ml (V.N.<5) , TSH postTRH 38 mUl/ml
(V.N.<30) y tiroxina 11.9 pg/ dl (V.N.<14) es decir un leve déficit en la funcidn tiroidea. Se

realizaron examenes complem: atarios que revelaron un cariotipo: 46,XY.

La evaluacién de la respuesta endocrina testicular mediante el estimulo con hCG fue
realizada a los 4 meses de edad y revelé una testosterona (T) basal: 1.95 ng/ml (V.N.
prepuberal < 0.5) y T post hCG : 1.98 ng/ml, es decir niveles séricos de T compatibles con

valores puberales pero falta de respuesta a la hCG.

Se evalud la respuesta biologica a los androgenos mediante el test de sensibilidad a los
andrégenos (T exdgena: 2 mg/Kg de peso). Se obtuvo un valor de SHBG del 43 %
respecto del basal (V.N. < 80 % del basal). El descensc de la SHBG luego de la

estimulacion androgénica indica una adecuada respuesta bioldgica a los andrdégenos.

Los niveles séricos de colestero!l estan francamente disminuidos ( 50 mg/di, rango normal
125-200) mientras que el de 7 dehidrocolesterol fue de 546 pug/ml (V.N. <0.08). E!
incremento de los niveles séricos de 7 dehidrocolesterol confirma confirma el diagnéstico

del sindrome de Smith-Lemli-Opitz.
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Resultados en cultivo

El estudio de la secrecién basal de esteroides en el medio condicionado del cultivo
testicular del paciente con SLOS revel6 que la progesterona, la 17 hidroxiprogesterona, la

testosterona y la dehidroepiandrosterona estaban significativamente incrementadas con

respecto a los controles normales de la misma edad (Figura 10A-1).

El método fue validado estudiando la cinética de secrecion basal de testosterona y
comparandola con los cultivos control(descripto en objetivo 3). Se pudo observar un
aumento de la secrecion de testosterona entre el dia 4 (5.10 + 1.23) y el dia 6 de cultivo
(26.1 + 11.7 pmol/10°cel.24 hs) aceptando por lo tanto que los esteroides medidos fueron

sintetizados in vitro.

El estudio de la respuesta a los estimulos hormonales en el cultivo celular del paciente con
SLOS reveld la falta de respuesta al estimulo crénico con LH en la secrecion de
testosterona pero un aumento significativo al estimulo crénico con FSH y con insuiina (5
pg/mi). La testosterona basal, expresada en pmol/10°cel.24hs, x+DS fue de 26.1 + 11.7,
con LH 18.6 = 4.0, con FSH 100 + 37.9%, y con insulina 118 + 12.9* (*p<0.05 vs BASAL),

los resultados se aprecian en la figura 10-A2.

El estudio del efecto del inhibidor BM15766 de la enzima 7 dehidrocolesterol reductasa (7
DHC A7 reductasa) en un cultivo testicu'ar control reveld que en presencia de LH el
inhibidor disminuye la secrecion de testosterona es decir fa respuesta a LH mientras que el
solvente utilizado, DMSO, no modificé ios valores de testosterona bajo LH. Los datos

obtenidos se pueden apreciar en la figura 10-A3 y en la tabla 10-A .

Estos resultados sugieren que en el sindrome de Smith-Lemli-Opitz la capacidad
esteroidogénica testicular estd conservada mientras que la respuesta al estimulo con LH

estaria afectada.
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Figura 10-A1 Secrecion basal de esteroides en el medio condicionado del dia 6 de cultivo
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edad (expresada como x+DS de 4 cultivos). Datos expresados en pmo|/106cel.24hs
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Tabla 10-A  Efecto del BM15766 sobre la respuesta a LH (10 ng/ml). Datos expresados

como x = SD, en pmol/10°células. 24hs

TESTOSTERONA
LH 30.6 + 3.06
LH+DMSO 274570
LH+BM15766 199+135**

* p=0.011vs LH
** p=0.003 vs LH+DMSO
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Figura 10-A3 Efecto del inhibidor BM15766 de la enzima 7DHC A7 reductasa en un cultivo testicular
control de 2 meses de edad sobre la secrecion de testosterona bajo LH (datos expresados como x+DS, en
pmol/10°cel.24hs)
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10 B- Actividad Aromatasa en un cultivo de células testiculares de un paciente prepuberal

con Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

Se estudié la secrecion de testosterona y la actividad de la enzima aromatasa en condicion
basal y bajo estimulo de insulina en un cultivo de células testiculares de un paciente de 30
meses con sindrome de insensibilidad a los andrégenos (SIA) y se hizo la comparaciéon con
cultivos de células testiculares de necropsia de cuatro ninos sin patologia endocrina, como

se ha descripto en Material Clinico.

Resultados in vitro

En la Tabla 10- B se representan los valores de testosterona en el medio condicionado del
dia 6 de cultivo en condiciones basales y bajo 50 ng/ml de insulina. Se observa que bajo
insulina tanto los cultivos del grupo control como el cultivo del paciente con SIA son
capaces de segregar testosterona. Se estudié la actividad aromatasa (estradiol en
presencia de testosterona), observandose que solo el cultivo del paciente con SIA presenta

actividad aromatasa que fue estimulada por insulina.
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Tabla 10-B Niveles de testosterona (pmol/10° cel.24hs) y actividad aromatasa (fmo!

E2/10°cel.24hs) en un cultivo de un paciente con SIA comparado con un grupo control (n =

4, media = SD)
TESTOSTERONA
Control* SIA
Basal 0.69 + 0.06 0.69+0.06
150 350+0.97' 5.20+0.50'

' p<0.05 vs Basal

2 p< 0.05 vs grupo control
del : valor no detectable

| 50 = insulina 50 ng/mi

ACTIVIDAD AROMATASA
Control SIA
del 404 +0.732
del 239 + 22.0°



10 C- Estudio in vitro de un tumor calcificante de células grandes de Sertoli (Large cell,
calcifying Sertoli cell tumor, LCCSCT)

Informacion clinica

Se trata de un nino de 9 anos de edad con un tumor testicular multinodular que presentaba
signos leves de masculinizacion pero importantes de feminizacion a nivel de desarrollo

mamario.

Hallazos patolégicos

El testiculo izquierdo media 4.0 x 3.0 x 2.0 cm, pesaba 25 g y presentaba multiples nédulos
calcificados, el mayor de 1 cm de diametro aproximadamente. El testiculo derecho media
4.0 x 3.0 x 1.5 cm, pesaba 20 g, y también contenia multiples nodulos calcificados, el

mayor de ellos de 0.5 cm de diametro.

Histolégicamente el tumor estaba compuesto por trabéculas, cordones y tubulos soélidos
formados por células con abundante citoplasma eosinéfilo (figura 10C-1a). Las células
neoplasicas se observaban dentro de los tubulos seminiferos (figura 10C-1b). Abundantes
focos de calcificacion se observaron dentro de los tubulos seminiferos conteniendo células
neoplasicas asi como en el estroma (figura 10C-1a). Los tubulos seminiferos vecinos al
tumor presentaban paredes engrosadas y espermatogénesis temprana hasta estadio de
espermatocito primario (figura 10C-1c). Las células intersticiales de Leydig eran

relativamente escasas en numero pero de apariencia normal (figura 10C-1c) (288).



Figura 10C-1 Preparaciones histologicas. Panel a : clusters de células tumorales (S) con focos de
calcificaciones laminadas (C), H&E, 40 x. Panel b : células neoplasicas (NC) creciendo in situ
dentro de un tabulo seminifero. Membrana basal tubular engrosada y hialinizada, H&E, 25 x. Panel
¢ : Tubulos seminiferos (T) con espermatogenesis temprana hasta estadio de espermatocito
primario. Células intersticiales de Leydig (L), H&E, 40 x




Cultivos celulares

Se aislaron para cultivo dos fracciones: 1) fraccion tumoral (Tu) y 2) fracciéon de testiculo
aparentemente normmal fraccion extratumoral (ExTu). Ademas, 3) se cuiltivaron celulas

provenientes de necropsia de un paciente de 1 mes de edad (Control).

En la fipura 10C-2 se presentan microfotografias de las células testiculares en cultivo. En la
fraccion tumoral predominan los clusters de células que se expanden segun se ha
observado a lo largo de los dias de cultivo. La mayoria de estas células tiene una forma
estrellada, un gran nucleo ovalado con nucleolo predominante, todas caracteristicas
correspondientes a la célula de Sertoli. También se observan células fibroblasticas, aunque
en escasa cantidad (Panel a). En la fraccién extratumoral la monocapa esta compuesta por
agregados celulares y abundantes células alargadas de tipo fibroblastico que establecen
una malla entre los agregados. Si bien hay heterogeneidad de tipos celulares, predominan
las células de tipo fibroblastico (Panel b). En el cultivo control (Panel c) se observa una
disposicion celular similar al cultivo extratumoral, con agregados de células tipo Sertoli y

células alargadas tipo fibroblasticas expandiéndose desde aquellos.
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Figura 10C-2 Microfotografias del cultivo de la fraccion tumoral (panel a) predominan los clusters
de células de tipo Sertoli (S) y escasas ceélulas fibroblasticas (F). Cultivo de la fraccion
extratumoral (panel b) con agregados celulares, células de tipo fibroblastico (F) y células de
Sertoli (S). Cultivo control (panel c) agregados de células poligonales (S) y células de tipo
fibroblastico (F), (50 x).
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Figura 10C-3 Panel A. Secrecion de testosterona al dia 6 de cultivo en condicién basal, bajo

insulina (5 pg/ml), hCG (10 ng/ml), en un cultivo control (C) y en el cultivo del LCCSCT,
fraccion extratumoral (ExTu) y tumoral (Tu).




Secrecion de esteroides en cultivo

La figura 10C-3, panel A representa la secrecion de testosterona el dia 6 de cultivo en
condicion basal, bajo estimulo con insulina (5 ug/ml) y con hCG estudiada en el medio
condicionado de células obtenidas de ambas frécciones testiculares del paciente asi como
del testiculo control. Tanto en condiciones basales como bajo tratamiento con insulina o
hCG la secrecion de testosterona fue significativamente mas baja en el cultivo control que
en la fraccion extratumoral del LCCSCT (p< 0.05), mientras que fue apenas detectable en
la fraccion tumoral. Los tratamientos con insulina y con hCG aumentaron significativamente

la secrecion basal de testosterona solo en el cultivo control (p < 0.01).

En condiciones basales, las diferencias en la secrecion de androstenediona entre los
cultivos comparados no fueron significativas (figura 10C-3, panel B). Sin embargo, bajo
estimulo de insulina la androstenediona en la fraccion extratumoral fue mucho mas elevada
que en la fracion tumoral y que en el cultivo control (p< 0.05). Bajo estimulo con hCG la
androstenediona en la fraccion extratumoral fue mayor que en la fraccion tumoral (p< 0.05).
El tratamiento con insulina aumentd significativamente la secrecién basal de
androstenediona soélo en las células de la fraccion extratumoral (p< 0.01). La hCG por su

parte no tuvo efecto estimulador.

En la figura 10C-3, panel C se representa la secrecion de 17 hidroxiprogesterona. La
misma tanto en condiciones basales como bajo estimulo con insulina y con hCG fue mayor
en la fraccion extratumoral que en la tumoral y en el control (p< 0.05). Sélo en las células
de la fraccion extratumoral el tratamiento con insulina aumenté significativamente la

secrecion basal de 17 hidroxiprogesterona (p< 0.01), mientras que la hCG no tuvo efecto.

La relacion testosterona/androstenediona se ha tomado como un indice de la actividad
17B-hidroxiesteroide dehidrogenasa. En la tabla 10C-a se muestra que esta relacion fue
mas elevada en la fraccion extratumoral que en la tumoral bajo todas las condiciones
estudiadas (p< 0.05). La relacién en la fraccion extratumoral fue mayor que en el control
en condiciones basales y bajo estimulo con hCG (p< 0.05) pero no bajo estimulo con
insulina. Por otro lado la insulina aumenté significativamente la relacion basal testosterona/

androstenediona solo en el cultivo control (p< 0.01). No se observo efecto alguno de la

hCG.
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Figura 10C-3 Panel B. Secrecion de androstenediona al dia 6 de cultivo en condicion basal,

bajo insulina (5 pg/ml), hCG (10 ng/ml), en un cultivo control (C) y en el cultivo del LCCSCT,
fraccion extratumoral (ExTu) y tumoral (Tu).
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Figura 10C-3 Panel C. Secrecion de 17 hidroxiprogesterona al dia 6 de cultivo en condicion
basal, bajo insulina (5 pg/ml), hCG (10 ng/ml), en un cultivo control (C) y en el cultivo del

LCCSCT, fraccion extratumoral (ExTu) y tumoral (Tu).
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Como se representa en la figura 10C-3, panel D la actividad aromatasa no fue detectada
en células control en condiciones basales, ni bajo estimulacion con insulina ni con FSH. En
contraste, la actividad aromatasa bajo insulina y bajo FSH fue mayor en la fraccion tumoral
que en la extratumoral del testiculo con LCCSCT (p<0.05). La FSH aumentd
significativamente la actividad aromatasa basal solo en células de la fraccién tumoral (p<
0.01) (288).

Se ha estudiado el efecto del Medio condicionado del tumor (TuMC) sobre la secrecion de
testosterona en células testiculares de un subcultivo control (Zaimsub5). Como se muestra
en la tabla 10C-b células testiculares de un subcultivo control retienen su capacidad de
secretar testosterona en los dias 5 y 6 de cultivo luego de cinco pasajes bajo condiciéon
basal y son capaces de responder significativamente al estimulo con LH (p< 0.01).
Después de agregar TUMC diluido % la secrecién de testosterona aumenté aunque la
diferencia no fue significativa respecto a la secrecion basal. Sin embargo, al agregar TuMC

diluido al medio se observo un aumento significativo sobre la secrecion basal (p< 0.01).

El patron de secrecion de esteroides al medio de cultivo por las células aisladas de los dos
tejidos gonadales del paciente fue muy diferente. La secrecién de testosterona,
androstenediona y 17 hidroxiprogesterona fue significativamente mayor en la fraccién
extratumoral que en la fraccion tumoral mientras que la insulina estimuld significativamente
la secrecion de androstenediona y 17 hidroxiprogesterona en la fraccion extratumoral, la
hCG estimuld la secrecion de testosterona solo en el cuitivo control. Puesto que las células
de la fraccion extratumoral mostraron mayor actividad esteroidogénica que las células
control, es posible pensar que las primeras ya estaban estimuladas al maximo en
condiciones basales. Mas aun las células de la fraccidén extratumoral tuvieron alta actividad
esteroidogénica en comparacion a cuatro cultivos testiculares prepuberes provenientes de
necropsia dentro de las primeras 24 hpm (248). En contraste, las células tumorales no
fueron capaces de sintetizar testosterona. Mas aun analizando los bajos niveles de la
relacion testosterona/ androstenediona las células tumorales tendrian poca actividad 17p-

hidroxiesteroide dehidrogenasa.
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Existen dos clases de evidencias que sugieren un efecto trofico de las células tumorales
sobre las células intersticiales vecinas: evidencias microscopicas de diferenciacion de
células de Leydig y células germinales y elevada produccion de testosterona in vitro.
Tambien encontramos que el medio condicionado del tumor (TuMC) fue capaz de estimular

la secrecion de testosterona en un subcultivo de células testiculares control de manera

similar al estimulo con LH.

Un hallazgo interesante en este estudio fue que la fraccion tumoral presentaba alta
actividad aromatasa. Se ha informado que la aromatasa esta presente en otro tipo de
tumor de células de Sertoli (250). La respuesta a FSH observada indica la presencia de
receptores funcionales para FSH, es decir un alto grado de diferenciacion en estas células
de Sertoli tumorales. Posiblemente la activida¢ aromatasa presente en la fracciéon
extratumoral se deba a células tumorales contaminantes. Teniendo en cuenta estas
observaciones, es posible que la actividad aromatasa del tumor fue responsable de la

estimulacion in vivo del tejido mamario en este nifo (288).
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Tabla 10C-a Relacion de la secrecién de testosterona/androstenediona en el medio

condicionado del dia 6 de cultivo, en condicién basal y bajo estimulo cronico con hCG (10

ng/ml) y con insulina (50 ng/ml).

control ExTu
Basal 0.68 £+ 0.01* 2.34 +0.27
Insulina 4,35 + 0.43*** 3.45+069
hCG 0.66 + 0.32* 2.94 +0.17

* p <0.05 control vs ExTu
** p <0.05 Tu vs ExTu
*** p <0.01 vs Basal

Tu

0.36 +0.21**

0.13 £ 0.04**

0.34 +0.21**
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Tabla 10C-b Efecto del Medio Condicionado del tumor (TuMc) colocado en dos diluciones
(Vay ¥2) sobre la secrecion de testosterona en células testiculares de un subcuitivo control.

Comparacion con el efecto de LH (10 ng/ml). Datos expresados como x = DS en
pmol/10°cel.24hs

Basal LH TuCM Y% TuCM Y2

Testosterona 2.05+0.16 11.8 +1.47* 4.06 +0.51 12.9 + 1.05*

* p <0.01 vs Basal
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El conocimiento de la fisiologia y fisiopatologia del testiculo humano prepuberal y puberal
es escaso porque se carece de disenos expenmentales adecuados para su estudio. Era
necesaria una metodologia nueva que permita el estudio in vitro de la funcion del testiculo
humano prepuberal y puberal. Para ello se desarrolié6 un método para mantener en cultivo
células testiculares obtenidas a partir de necropsias de pacientes prepuberes. En primer
término y a juzgar por sus caracteristicas microscopicas, por la exclusion con azul tnpan y
su capacidad de respuesta a la gonadotrofina LH, las celulas en cultivo resultaron ser

vitales y funcionales, al menos durante los 6 y los 10 dias de culitivo.

El material de partida, una poblacion mixta de células testiculares humanas prepuberes
difiere de la poblacion testicular adulta y su composicidon cambia con la edad. Durante la
etapa neonatal, los primeros dias de vida, los testiculos estan bajo la influencia de
hormonas matemas,placentarias. Luego, durante el primer semestre de vida ejercen su
influencie las hormonas secretadas por la hipéfisis infantil. Se han descripto células de
Leydig completamente diferenciadas en testiculos de recién nacidos aunque éstas
disminuyen marcadamente luego de las primeras semanas de vida (251). Finalmente, en la
etapa postnatal alejada, el tipo celular predominante en el espacio intersticial testicular son
células fibroblasticas. Una capa externa de células peritubulares rodeando la membrana
basal de los cordones seminiferos también ha sido descripta en el testiculo prepuberal. Sin
embargo las células mas numerosas son precursores de células de Sertoli los cuales se
encuentran unidos a la membrana basal. Por otro lado se observan con menor frecuencia

gonocitos, espermatogonias grandes y espermatogonias pequenas.

En los primeros experimentos se ha intentado separar antes de iniciar el cultivo las células
intersticiales de las células de Sertoli, como se hace frecuentemente en animales de
experimentacion. Sin embargo no se ha podido obtener poblaciones celulares ae pureza
aceptable ya que en el testiculo humano prepuber los cordones seminiferos estan
fuertemente unidos por tejido intersticial y son muy dificiles de separar del mismo. En
consecuencia los presentes cultivos utilizados como modelo de estudio contienen todas las
poblaciones celulares del testiculo prepuberal con una predominancia de fibroblastos

juveniles y de células de Sertoli inmaduras.

Uno de los principales objetivos de este estudio fue analizar la posibiiidad de que los
eventos que tienen lugar después de la muerte puedan influir sobre los resutados. Por este
motivo se estudid el efecto del tiempo post mortem sobre la respuesta celular. Los datos
demostraron que con tiempos post mortem cortos (hasta 24 horas) las células tuvieron baja

actividad aromatasa y aumentaron ia secrecion de testosterona en presencia de insulina y
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que con tiempos post mortem de mas de 24 horas disminuye la capacidad de segregar
testosterona y en las células testiculares se toma activa la enzima aromatasa ya sea con
escasa o alta secrecion de estradiol. Se puede especular que células con actividad
aromatasa fueron resistentes a la anoxia mientras que otras células esteroidogénicas
pudieron haber sido dafadas. Sin embargo esta explicacién no se aplica a un cultivo
donde todas las enzimas de la via esteroidogénica hasta el estradiol estan activas bajo
estimulacion con insulina. El hecho de no detectar testosterona en este caso que secreta
los mayores niveles de estradiol y tuvo alta actividad aromatasa sugiere que toda la
testosterona sintetizada dentro de la célula fue aromatizada antes de ser liberada al medio.
En ratas, la actividad aromatasa esta presente en células de Sertoli en testiculos de
animales inmaduros, pero disminuye er animales maduros en los cuales aparece en
ceélulas de Leydig (252, 253, 254). Los presentes expenimentos no permiten definir cual es
el mecanismo de la activacion de esta enzima ni si la actividad aromatasa esta ubicaca en
ceélulas peritubulares, precursores fibroblasticos de células de Leydig 6 en células de Sertoli
inmaduras. En todo caso los datos demuestran que la esteroidogénesis es influenciada por

el tiempo post mortem.

Como primera conclusion, se demuestra la posibilidad de mantener en cultivo células
testiculares humanas prepuberes obtenidas en r. Zropsia. Con el fin de preservar la
capacidad secretora de. testosterona se establece que el tiempo enire la muen.. y e
comienzo del cultivo no debe exceder las 24 horas. Esta metodologia es de utilidad para el

estudio de la funcion de las células testiculares en humanos sexualme:ite inmaduros (248).

Se ha descripto que las células testiculares prepuberales obten:das de necropsia pueden
ser mantenidas en cultivo en buenas condiciones funcionales, formando una monocapa

que se organiza en clusters de células poligonales semejantes a células 62 pre Sertoli y a
partir de los clusters se irradian células elongadas de tipo fibroblastico. Utilizando e:
microscpio de contraste de fase también se han podido identificar figuras de mitosis
coexistiendo con células totalmente diferenciadas. Utilizando marcadores histoquimicos se
han podido identii.car en la monocapa testicular células de Sertoli (245), células

mesenouimaticas (246), células mioides pentubulares (243, 244) y células

esteroidogénicamente activas, positivas para la reaccion de la enzima 3p-1SD (242).

Los estudios llevadjos a cabo en funcion de los dias de cultivo sugieren que las céluias
capaces de producir testosterona aumentan su indice de produczion durante los primeros
diez dias de cultivo. Puesto que la testosterona aumenta a lo largo de! cultivo entre los dias

2 y 10 pero que luego del dia 6 se han observado celulas desprendidas -indicio de muerte
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celular- se ha elegido como dia 6ptimo para el estudio de la esteroidogénes.s el dia 6 de
cultivo. Varias evidencias demuestran que los esteroides detectados en el medio de cultivo
reflejan la sintesis de novo y no la liberacion de esteroides preformados. Otros autores han
demostrado que luego de incubar tejido testicular humano prepuber fresco, una cantidad de
testosterona equivalente a la contenida en el tejido se libera al medio dentro de la primer
hora (255). El incremento observado de la secrecion de testosterona a lo largo de los dias
de cultivo apoya la hipétesis de la sintesis de novo. El aumento de la testosterona puede
explicarse por un proceso de diferenciacion in vitro de las células esteroidogénicamente
activas o bien por la proliferaciéon y diferenciacion de las mismas. Es curioso que este
fendbmeno ocurra aun en ausencia de gonadotrofinas, aunque no se puede descartar
que el suero fetal bovino, colocado al 10 % en los cultivos durante las primeras 48 horas,
contenga hormonas o factores que desencadenen el proceso de diferenciacion y/o de

mitosis.

Se ha estudiaz- la secrecion de testosterona basal -er. ausencia de estimulos- y el efecto
de la estimulacion cronica con LH/hCG y FSH tanto sobre la secrecidon de testosterona

como sobre la de otros esteroides intermedios en la biosintesis oe testosterona.

Las células testiculares inmaduras son capaces de segregar otros esteroides. tales como la
17 hidroxiprogesterona y la progesterona, que podrian ser considerados también com:
productos finales de secrecion y tener efectos biologicos en otros tejidos. Por ejemplc la

progesterona es aceptada como uno de los principales neuroesteroides (256).

Se acepta que la celula del testiculo encargada de secretar testosterona es la célula de
Leydig. aunque se ha demostrado que precursores mesenquimaticos de Leydig son
esterc-dogénicamente activos (255) y entonces, probablemente serian las células
secretoras de testosterona en los cultivos descriptos. Ademas se ha medido testosterona
en testiculo humano prepuber in vivo (257, 258). Ei aumento postnata! de testosterona
descripto en ninos alcanza niveles maximos entre los 20 y los 60 dias de vida y luego va

disminuyendo oentro de los primeros © meses de vida (259).

Teniendo en cuenta las marcadas diferencias en la histologia testicular durante los
primeros anos de vida se ha dividido el matenal clinico en cuatro grupos etarios. Los datos
mostraron que la secrecion de testosteronz por parte de las células en cultivo reflejo el
potencial esteroidgogénico de los testiculos in vivo, €< decir la secrecion de testosterona en
los nifos durante los primeros 10 dias de vida (definido como grupo 1) y el primer semestre

de vida (grupo 2) es mayor que en ninos de mayor edad (grupo 3) (260). La secrecion de
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testosterona elevada en el periodo postnatal se ha atribuido a la estimulacién con LH,
hormona que también se incrementa durante los primeros meses de vida (261). Las
diferencias entre los grupos 1 y 2 y el grupo 3 se mantuvieron cuando las células se
cultivaron en presencia de LH. Las células de Leydig maduras y aun los precursores
mesenquimaticos poseen la magquinana molecular para responder a LH y secretar
destosterona (205,255). Esto sugiere que los cuitivos del grupo 2 poseen mayor densidad
de células con capacidad de responder a LH que los cultivos del grupo 3 (249), lo cual
concuerda con lo observado in vivo (261). El aumento de la testosterona bajo la
estimulacién de LH sugiere que las células de Leydig en cultivo mantienen varias de sus
caracteristicas funcionales : presencia de receptor para LH, mensajeros intracelulares
funcionales y regulacion génica de la transcripcion de enzimas esteroidogénicas. Es de
destacar que sdlo 2 de 6 cultivos del grupo 1 aumentaron la tesosterona bajo LH y que
ninguno de los cultivos del grupo 4 respondieron a LH, aunque el numero de cultivos del
grupo 4 es pequeno, la testosterona no s6l0 no aumenta sino que disminuye en presencia
de LH.

Sorprendentemente, cuando las células de los pacientes del grupo 1 -primeros 10 dias de
vida- y del grupo 2 -primer semestre de vida- fueron estimuladas en cultivo con hFSH en
ausencia de hLH respondieron de una manera similar a la respuesta a hLH. Estudios
previos acerca del rol de la FSH sobre la esteroidogénesis testicular han sido cuestionados
debido a que las preparaciones de FSH utilizadas entonces presentaban contaminacion
con LH. En el presente estudio una minima contaminacion de LH persiste en la hFSH
altamente purificada (0,0035 Ul/L de LH). Se ha confirmado que el efecto de FSH
observado no se debe a una contaminacién con LH utilizando FSH recombinante humana.
El unico tipo celular que expresa receptor de FSH en el testiculo es la célula de Sertoli. Sin
embargo ésta no posee capacidad de sintetizar de novo testosterona. Podriamos especular
entonces que las células de Sertoli en cultivo en respuesta a la estimulacion con FSH
secretan uno 6 mas factores capaces de estimular a las células de Leydig vecinas las

cuales sintetizan testosterona. Este mecanismo podria funcionar en ninos normales.

Hay evidencias in vitro que el cocultivo células de Leydig- células de Sertoli de testiculos
inmaduros porcinos secreta mas testosterona que el cultivo de células de Leydig solas, lo
cual indicaria un efecto estimulador de las células de Sertoli sobre la funcion de las células
de Leydig. Se ha propuesto al IGF-1 candidato para este efecto estimulador (94) aunque

otros factores podrian estar involucrados. Se ha informado recientemente que células de
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Sertoli adultas humanas aumentan la secrecion de testosterona por parte de las células de
Leydig (142).

Por otro lado se estimd la actividad de algunas de las enzimas de la esteroidogénesis en
nuestros cultivos. Diferentes métodos pueden aplicarse para la estimacion de actividades
enzimaticas. Se pueden disenar experimentos para determinar la constante de Michaelis-
Menten y la velocidad maxima de diferentes enzimas. midiendo los productos e~ presencia
de diferentes concentraciones de substrato. Tembien es posible comparar actividades
enzimaticas relativas utilizando la veiocidad inicia:. Los experimentos presentados a partir
de cultivo de ceélulas testiculares humanas prepuberes estan limitados a la escacez de
material accesible. De todas formas se estimd la actividad de tres enzimas de la
esteroidogénesis analizando la correlacién entre tres precursores esteroides de la via
esteroidogénica con lz testosterona. el producto final. Cuanto mayor es la pendiente de una
reg: 2sién lineal, menor es la actividad de la enzima involucrada en la conversion de cada
precursor en testosterona. De esta manera, la correlacion entre 17 hidroxiprcgesterona y
testosterona abarcaria las actividades 17,20 liasa y 17B-HSD. Las pendientes de las tres
regresiones lineales (17 hidroxiprogesterona. androstenediona y dehidroepiandrosterona en
funcién de testosterona) indican q.e hay menor acumulacion de estos precursores en los
cultivos correspondientes al grupo 2 respecto del grupo 3, corroborandc que los nifios mas
pequefios -de los primeros meses de vida-, tiener: una mayor activicad enzimatica que los
nifos de mas edad. A causa de los bajcs niveles de progesterona detectados no s¢ pudo
establecer una correlacion entre este esteroide y testosterona. Se estima que la actividad
17 hiaroxilasa de la enzima P453c17 es alta debido a que no se detecta acumulacion de
progesterona. £ partir de las regresiones lineales también se pudo estimar dentro de cada
orupo los indic-s relativos de cada actividad enzimatica. Las bajas pendientes de la
regresion lineal entre dehidroepiandrosterona versus testosteronz y androstenediona
versus testosterona sugieren que la enzima 17B-HSD (tipo 3) y 3B-HSD (tipo 2) estan muy
ectivas en ambos grupos experimentales; mientras que el eievado valor de la pendiente de
la regresion linea’ de 17 hidroxiprogesterona versus testosterona sugiere que la actividad
17, 20 liasa es uno de los pasos limitantes de la esteroidogénesis en el testiculo humano
inmadu-o, al menos en el grupo 3. Puesto que la funcidon 17a- hidroxilasa de esta enzima
esta muy activa, la explicacion no seria que la expresion del gen CYP17 esta reprimida. Es
probable que factores presentes en la regidon microsoma: de la célula determinen ura
regulacion diferencial de las aos actividades de esta enzima. Las células de Leydig

neonatales podrian ser diferentes de las células de |.eydig fetales y de las adultas.
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Los datos presentados sugieren que después del primer ano de vida. cuando las células
del intersticio testicular entran en reposo, la disminucién de la actividad 17,20 liasa, entre

otros factores, contribuye a los bajos niveles de secrecion de testosterona.

Uno de los fines de el presente trabajo de tesis doctoral fue conocer si el testiculo humano
prepuber era capaz de sintetizar testosterona utilizando tanto la via 5-ene como la vig 4-

ene, y cual de estas dos era preferencial.

Se ha descripto que los primates mas primitivos convierten la pregnenolona a testosterona
exclusivamente a través de la via 4-ene y tienen como metabolitos predominantes a otros
distintos de testosterona. En primates superiores la pregnenolona es convertida a
testosterona principalmente a traves de la via 5-ene y la testosterona es el metabolito
principal (198, 199, 200).

Se han estudiado celulas testiculares de pacientes de los grupos 1, 2 y 3 con precursores
tritiados correspondientes a la via 5-ene (pregnenolona) y 4-ene (progesterona). en
condiciones basales y luego de distintos astimulos. Se analizaron por cro~atografia en
capa delgada los esteroides tritiados extraidos del medio condicionado del die 5 de cultivo.
Los productos identificados permiten afirmar que ambas vias pueden ser utilizaaas, pero es
de destacar que cuando se metaboliza pregnenolone el producto final es testosterona y
dihidrotestosterona mientras que cuando el substrato es proges:2rona se obtienen como
productos 17 hidroxiprogesterona, 20 hidroxiprogesterona y androsterona. Estos datos

sugieren que la via 5-ene es la preferencial en el testiculo humano prepuber.

Con el objeto de analizar si otras hormonas 6 factores, ademas de las gonadotrotinas, son
capaces de estimular la esteroidog2nesis testicular humana prepuber, se estudio el efecto

de la hormona de crecimiento (GH;. la insulina y el IGF-1.

La secrecion de testosterona por las células testiculares en cultivo fue detectada en varios
experimentos bajo la accion de insulina. Los datos no permiten diferenciar si el efecto de la
insulina es un efecto directo sobre la esteroidogénesis o un efecto general inespecifico
sobre el metabolismo ce.Jlar. Ni |la viabiliidad celular, evaluada por el método de exclusion
con azul tripan ni el numero de células por well fue diferente en presencia 6 en ausencia de
insulina. Se ha postulado que la insulina y el IGF-1 actuan como moduladores de la accion
de LH y FSH (262). En particular se ha propuestc al IGF-1 como agente paracrino en

estudios realizados en animales de experimentacién (94).
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El agregado de hGH en ausencia de LH aumenta la secrecion de testosterona en 2 de 4
cultivos del grupo 1 y en todos los cultivos del grupo 2. Este resultado contrasta con
observaciones previas en células testiculares inmaduras porcinas (155). Respuestas
diferentes pueden explicarse por tratarse de especies diferentes 6 por la preparacion de
GH utilizada. En nuestros cultivos el efecto de GH fue similar al de LH y no se observa en
ninos mas grandes. La presencia de receptores para GH en testiculo es controvertido : se
han descripto receptores especificos para GH y prolactina (PRL) en testiculo (263). Lobie y
col. (264) detectaron fuerte inmunoreactividad para receptor de GH en células de Sertoli y
en células de Leydig de ratas pero Tiong y Herington (265) no pudieron detectar mRNA
para receptor de GH en testiculos de la misma especie. Mercado y col. (266) hallaron
expresion de mRNA para receptor de GH en un testicuio humano utilizando la técnica de
RT-PCR. Por otrc lado, se han descripto sitios de binding para prolactina en células de
Leydig de ratz (257). Ademas la distribucidn del receptor para prolactina y GH puede incluir
a las células del sistema inmune las cuales estan presentes en el testiculo (263, 268). Dado
que .. GH posee actividad somatotrépica y lactotropica no es posible discernir si la
respuesta biolégica detectada es resultado de la inte:accién de GH con receotores de GH 6
de prolactina (269). El efecto de GH descripto en este estudio sugiere oue GH ¢ prolactina

podrian tener un rol en la funcion testicular durante el primer semestre de vida.

Se sabe que pacientes con deficiencia de GH 6 con insensibilidad a =1 presentan un
retardo en el desarrollo sexual (270, 271). Quada por demostrarse si este retardo se debe a
la falta de accion de GH sobre el testiculo en la infancia temprana. Sin embargo varios
estudios en roedores (272, 273, 274) y en primates no humanos (12S. demuestran que el
rol secretor del testiculo neonatal es critico para la funcidén normal del sistema nervioso

central en el adulto.

Los cultivos del grupc 3, correspondientes a nifios entre 12 y 36 meses y del grupo 4, de
edad puberal, no responden a la estimulacion hormonal. Presumiblemente muy pocas

celulas esteroidogénicas estatian presentes en estos cultivos.

Teniendo en cuenta que uno de los factores paracrinos postulados dentro de! testicule
prepuberal humano es el IGF-1 se estudio el efecto de la estimulacion cronica con IGF-1
sobre la esteroidogenesis testicular en el modelo de cultivo primario de células testiculares
humanas Los resultados presentados permiten concluir que el IGF-1 es un modulador de

la biosintesis de testosterona durante la activacion postnatal del testiculo humano.
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Como se ha observado en células de Sertoli prepuberales de rata y cerdo tanto el IGF-1
como el IGF-Il estimulan la proliferaciér celular asi como se ha descripto una accion
mitogénica del IGF-1 sobre células de Leydig de rata inmadura (275). En ratén, ambos IGFs
estimulan la sintesis de DNA en espermatogonias y el IGF-1 induce la diferenciacion de
espermatogcnias tipo A (276). También se ha descripto que el IGF-1 estimula la produccion
de testosterona y potencia la formacion de testosterona inducida por hCG en cultivo de
células de Leydig murinas y porcinas siendo este efecto mas pronunciado en céluias

inmaduras que en adultas (277).

Una inye :zidn de IGF-1 recombinante en ratores enanos Snell inmaduros (dw/dw) causa
un aumento significativo del receptor de LH testicular y una respuesta esteroidogénica a

C3S similar a la inducida por el trataumiento con GH lo que sugiere que los efectos de GH
sopre el testiculo serian mediados por IGF-1 (275). Ratones con deficiencia de GH
utilizados como modelo animal! para analizar los efectos de GH sobre la reproduccién.

permiten observar que, aungue fertiies, tienen un tamano testicular disminuido (2223).

La ausencia de expresion del gen para IGF-Il en animales transgénicos demuestra que éste
es esencial para el crecimiento normal de la placenta y del feto pero no del crecimiento
postnatal, ya que mutantes null para IGF-I! que son viables y fértiles presentan enanismo al
nacer pero crecen a un ritmo norma!l en la vide postnatal (279). En contraste, el crecimiento
postnatai de mutantes null para IGF-1 es recucido (280), esta mutacién tiene un impacto
dramatico en el desarrolio y la fisiologia del sistemz reproductivo en ambos sexos (2€1).
Los ratones homocigotas son enanos e infértiles, con testiculos de tamano reducido y una
espermatogénesis del 18% de lo normal. Es interesante recordar que la deficiencia de
androgenos en los mutantes se correlaciona con unz aparente diferenciacion tardia ae las
células de Leydig, las cuales, en los mutantes secretarian mas androstenediona que

testosterona con respecto a los controles normales, caracteristica de Leydic ‘"maduras.

Al parecer el IGF-1 tiene un grado de autonomia respecto a otros estimulos hormonales. Se
ha descripto que los ratones con mutaciones en el gen de GH o en el receptor de GH son
fértiles (282). Entonces, el efecto de IGF-1 en testiculo se deberia a su produccién local, sin

que exista una contribucién endocrina de su forma circulante.

Los resultados indican que el IGF-1 tiene un roi determinante er el desarrolio y la
diferenciacién de las células de Leydig. Teniendo en cuentz cue uno de los factores
paracrinos postulados dentro del testiculo prepuberal humano es el IGF-1 se estudid el

efecto de la estimulacion cronica con IGF-1 sobre la esteroidogénesis testicular en el
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modelo de cultivo primario de células testiculares humanas. Los resultados presentados
permiten concluir que el IGF-1 es un modulador de la biosintesis de testosterona en el

testiculo humano durante toda la prepubertad.

Asi como se ha estudiado la secrecion de testosterona como marcador de la funcion de la
célula de Leydig, se estudio iz secrecion de inhibina-B en los medios condicionados de los

cultivos testiculares prepuberes humanos come indicador de células de Sertoli.

Se hz descripto que el dosaje de inhibina biologicamente activa es util para comprobar la
funcion de las céiulas de Sertoli. La concentracion sérica de inhibina B en nifos desde el
nacimiento hasta los 6 meses de edad resulta tan elevada como en la pubertad. Luego del
primer ano de vida la inhivina-B disminuye gradualmente alcanzando un nadir entre los 4 y
6 anos. En toda la infancia la concentracion de inhibina-B es mayor en nifios que en ninas.

Por otre lado, la inhibina-A no es detectable hasta la pubertad temprana (283).

Un estudio en mono sobre el efecto de las gonadotrofinas (FSH Y LH 6 hCG) sobre la
produccion de inhihin2 muestra que la FSH tiene un claro efecto estimulador de los niveles

de inhibina B mientras que no se observa un efecto de la hCG (284).

Por su parte, Toppari y col. (285) sugiere un rol de la inhibina como potencial gen supresor
de tumor en gonadas y glandula adrenal en un estudio sobre la expresion de mRNA para
las subunidades a, BA y BB por Northem Blot e hibridizacién in situ se detecta expresion de
mMRNA pare ¢ y BB en tubulos seminiferos mientras que para BA en z2lulas de Leydig. En
suero de un paciente con tumor de células de Sertoli encuentra altos niveles de inhibina
previos a la orquidectomia que luego de la misma se normalizan. Sugiere entonces que la
inhibine sérica puede refiejar la activicad de !as células de Sertoli y podria usarse como

marcador tumoral.

Un estudio de Brennemann sobre la presencia de inhibina inmunoreactiva con dos
anticuerpos anti subunidad a en homogenados de testiculo y ovario de distintas edades,
s2nala que la mayor concentracion de inhibina intratesticular se halla en nifos de 0 & 3
meses (286). Los resultados del dosaje de inhibinz-8 en los medios condicionados de
cultivos testiculares humanos permiten concluir que la inhibina-B es precducida por células
testiculares humanas prepuberes en culivo y que la secrecion de inhibina-B disminuye con
le edac durante el primer ano de vida en condiciones in vitro de manera similar a lo
observado in vivo Se observa que la estimulacion crénica con FSH incrementa la

secrecion de inhibina-B en células testiculares humanas prepuberes entre 1 y 9 meses de
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edad. La falta de respuesta 2 LH observada in vitro sugiere que en los primeros meses de
vida probablemente sélo la FSH estimule la sintesis de inhibina-B y que la inhibina-B podria

ser considerada como un marcador de células de Sertoli inmaduras in vitro.

La correlacion observade entre la secrecion de testosterona y la de inhibina-B sugiere que
hay une activacidon paralela sobre la funcion de las células de Leydig y de Sertoli durante el

primer semestre de vida postnatal en ausencia de desarrollo espermatogénico.

El desarrollo de la técnica de subcultivos a partir de cultivos primarios de <élulas
testiculares prepuberes b imanas y de la criopreservacion, basado en el potencial mitotico
de las ceélulas jovenes y en su capacidad de diferenciarse in vitro permite obtener un
material de estudio en forrna permanente (225). Aunque los resultados presentados sean
preliminares se podria afirmar que las células esteroidogénicamente activas provenientes
de testiculos prepuberes son viables en los subcultivos y iuego de la cnopreservacion. Si
bien. a lo largo de los subcultivos, se observa un enriguecimiento del cultivo en células
fibroblasticas con la pérdida de la heterogeneidad celulzr caracteristica del cultivo primario
asi como una disminucion de la testosterona basal, el ¢ _regado de substratos (colesterol o
pregnenolona) permite afirmar la presencia de las enzimas d< la biosintesis de
tes*osterona. Quedan por responder interrogantes como la capacic: 3 de respuesta de los
subculivos ai estimulo con LH, su modulacidn por otras hormonas o factores y la

posibilidad de establecer lineas cejulares a partir de los mismos.

El modelo expenmental desarroliado en esta tesis demostrd ser util en el estudio de la

fisiopatologia de divarsas alteraciones de la funcion testicular en los ninos.

A partir de los resultados obtenidos in vivo y del estudio in vitro del cultivo de células
testiculares provenientes de la orquidectomia de ur paciente con sindrome de Smith-Lemli-
Opitz que presentaba ambigledad genital se puede concluir que los niveles basales de
testosterona in vivo e in vitro fueron, paradojicamente, mas elevados que lo normal en lz
edac prepubera!l. Esto podria interpretarse como un retardo en la inhibicion fisiolégica del
eje GnRH-LH-gonaca que ocurre luego del primer trimestre de vide Por otro lade. el
inhibidor de la 7-DHC A 7 reductasa fue capaz de inhibir |2 respuesta a LH en un cultivo de
células testiculares control, produciendo una 2lte-acidn similar a la observada en células
testiculares del paciente con SLOS. EI déficit de colestero! y/o el exceso de su precursor 7-
dehidrocolesterol propios de este sindrome afecta la respuesta de la testesterona a LH in

vitro y a hCG in vivo a pesar de que los valores basales son altos, mientras que la
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respuesta a insulina y a FSH no estaria afectada. Este hallazgo podria explicar la

ambiguedad genital presente en el paciente.

En el estudio del cultivo de células testiculares de un paciente con sindrome de
iInsensibilidad a los andrégenos y de acuerdo a los datos obtenidos se puede concluir que
el cultivo de células testiculares de un paciente con sindrome de insensibilidad a los
androgenos tiene capacidad de producir testosterona y tiene activa la enzima aromatasa,
mientras que los cultivos de células testiculares de pacientes sin esta patologia endocrina.
tienen capacidad de producir testosteronz pero no tienen activa la enzima aromatasa.
Estas actividades funcionales son estimuladas por insulina. Se postula que la ausencia de

receptor de andrégenos facilitaria la expresion de la actividad aromatasa.

Los tumores de células de Sertoli prepuberales suelen producir ginecomastia bilateral. Esto
sugiere que las celulas tumorales son la fuente de estrégenos (287). También se
observaron niveles anormalmente elevados de SHBG sérica. Esto podria ser una expresion
del efecto de los estrogenos. En el paciente descripto con un tumor calcificante de células
grandes de Sertoli (LCCSCT), la elevacién de los androgenos en suero correlaciona con la
presencia de signos clinicos de comienzo de masculinizacién. Los estudios hormonales in
vivo antes de la remocion del tumor indican ausencia de liberacién de gonadotrofinas
después de estimulacién con GnRH, sugiriendo un bloqueo de las gonadotrofinas por parte
de las hormonas sexuales y una actividad gonadal independiente de las mismas (288).

El examen microscopico muestra que el tumor estaba compuesto por células poligonales
con abundante citoplasma eosinéfilo y multiples areas de calcificacion. Estas caracteristicas
son compatibles con el LCCSCT (239). Mas aun, se han visto multiples focos de células
tumorales intratubulares en tubulos seminiferos del parénquima testicular adyacente al
nodulo tumoral. Otros tubulos tenian apariencia normal pero presentaban
espermatogénesis temprana hasta estadio de espermatocito primario. Estas observaciones
y la presencia de células de Leydig en areas esparcidas en el intersticio son signos de
iniciacidon de maduracion testicular en el parénquima no tumoral. No se esperan signos
histolégicos de maduracion testicular en nifios normales menores a 10 afos de edad.
Puesto que los estudios in vivo han demostrado que la liberaciéon de gonadotrofinas estaba
bloqueada, es aceptable pensar que la estimulacion independiente de gonadotrofinas se
origind dentro de las gonadas. Se ha informado acerca de la estimulacion de la
espermatogénesis en tubulos vecinos a tumores de células de Leydig o de Sertoli (287,
152). Esto ha sido atribuido a un efecto local de las hormonas esteroides. Sin embargo,

considerando las evidencias de multiples factores paracrinos dentro del testiculo normal
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(152) se puede pensar que las células tumorales secretan una variedad de factores
(principalmente péptidos) los cuales podrian actuar localmente estimulando células

intersticiales y tubulares inmaduras.

En resumen, la hipétesis. ilustrada en la figura C1, de que un factor trofico secretado por el
tumor estimula tanto la diferenciacion como la secrecion de esteroides en el tejido testicular
vecino esta apoyada por las siguientes evidencias: 1) evidencias histologicas de
maduracion de células espermatogénicas y diferenciaciéon de celulas de Leydig, 2)
esteroidogénesis activa en cultivo, y 3) presencia de un factor soluble en el medio
condicionado del tumor que estimula la secrecion de testosterona en células testiculares
control (288).

Estos efectos intercelulares podrian haber contribuido a la actividad hormonal de las
gonadas: ceélulas tumorales podrian haber estimulado células intersticiales vecinas a
diferenciarse a células de Leydig y secretar androgenos, los cuales, a su vez, podrian
haber sido aromatizados a estrégenos por las células tumorales. Estas interacciones célula-
célula recuerdan la interaccidn célula granulosa-céluia tecal para llevar a cabo la biosintesis

de estrogenos en el ovario normal (289).

El testiculo constituye un sistema celular totalmente integrado. La regulacién a nivel local,
intragonadal es una parte integral de la regulacion del desarrollo y del control funcional de
la gonada masculina. La interaccion extracelular dentro del testiculo se extiende mas alla
del mismo tipo celular para incluir la interaccion entre célula somatica y célula germinal.
Entre las sefales utilizadas para la comunicacion intercelular figuran los péptidos
gonadales y se acepta que una alteraciéon de la funcidn ya sea durante el desarrollo 6 en la
vida adulta puede ser responsable de ciertos casos de infertilidad idiopatica (75).

Si bien se ha descripto que el testiculo prepuber en primates, luego de una fase postnatal
temprana de actividad, entra en un estado de quiescencia, Rey y col. en un estudio
morfomeétrico, histologico y funcional lievado a cabo en mono Cebus durante la prepubertad
describen que en los primeros cinco meses de vida y durante la pubertad el volumen del
testiculo aumenta debido al aumento del diametro y de su longitud de los tubulos

seminiferos. El nUmero de espermatogonias aumenta hasta la pubertad tardia (203).

La hommona LH/HWCG es absolutamente necesaria aunque no suficiente para el
funcionamiento normal de las células de Leydig (1). Muchos factores producidos dentro de!

testiculo pueden actuar sobre las células de Leydig ya sea regulando la esterocidogénesis
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en forma aguda 6 modulando las funciones diferenciadas de las células de Leydig v,
entonces, su capacidad de respuesta a LH/hCG. Pareceria que la principal accion de los
factores producidos dentro del testiculo es regular positiva 6 negativamente las funciones
diferenciadas de las células de Leydig. Los modelos in vitro de cultivo de células de Leydig
aisladas 6 de co-cultivos son de utilidad para generar datos acerca de la regulacion
multifactorial de células de Leydig, en éstos las células se encuentran en circuitos cerrados
y la estructura testicular ha sido destruida. Por lo tanto la extrapolacion de los datos in vitro
a situaciones in vivo requiere cierta precaucion antes de asignar una relevancia fisiolégica a
dichos datos. El rol in vivo de una proteina ¢ factor determinado se podria aproximar en
estudios con animales transgénicos mediante la sobreexpresion 6 la inactivacion de un gen

que codifique para dicho factor.

En fin ya que la célula de Leydig forma parte de un tejido compiejo en el cual interacciones
cruzadas entre los diferentes tipos celulares son necesarias para que el testiculo lleve a
cabo ambas funciones endocrina y exocrina, la regulacion de las células de Leydig debe
estar integrada con la de otras células somaticas y germinales via un sistema de feedback

corto.



TEJIDO

TUMORAL

P» ESTROGENOS
TEJIDO +
EXTRATUMORAL
v
(3> ANDROGENOS —» Q | >
LEYDIGQ

CAPILAR SANGUINEO

Figgra C1 Hipdtesis del mecanismo de accion de la célula de Sertoli tumoral sobre las células de Leydig
vecinas




Conclusiones Finales

Dada la escasa informacion acerca de la esteroidogénesis del testiculo humano prepuber y
de su modulacién y contando con ia posibilidad de realizar un proyecto de investigacion con
testiculos provenientes de necropsias, se ha elegido la presente linea de estudio como

tema de tesis doctoral.
Esta linea presenta caracteristicas necesarias de puntualizar :

a-se trata de un sistema in vitro por lo cual toda conclusiéon que se obtiene del mismo debe

extrapolarse con el cuidado necesario a la situacion in vivo

b-se trata de cultivos primarios mixtos a partir de todas las poblaciones celulares presentes
en el testiculo que se siembran, se organizan e interactuan entre si. Esta interaccion facilita
la funcién de la poblacion de células esteroidogénicas ya que sucesivos subcultivos en los
cuales una subpoblacion celular de tipo fibroblastica prevalece a expensas de las demas
presenta una caida en la capacidad esteroidogénica, tal como se observa en cocultivos de
células de Leydig y de Sertoli versus células de Leydig en cerdo y en humano adulto (141,
142).

Este modelo de estudio cuenta con la desventaja con respecto al cultivo de células de
origen animal que la fuente de testiculos no es un conjunto de animales endocriados, de la
misma edad y sacrificados en el momento justo. Cada una de las muestras de testiculos
provenientes de necropsia comesponde a un individuo diferente, con caracteristicas
genomicas, edad y patologia propia. Si bien se han seleccionado aquellas muestras que
no posean una aparente enfermedad endocrina 6 metabdlica. El estudio con muestras
obtenidas de necropsias tienen la dificultad del intervalo entre la muerte y !a necropsia y
entre ésta y el tenerla en el laboratorio para comenzar a trabajar. Varias muestras se han
desechado debido al excesivo tiempo 6 a permanecer a temperatura ambiente y no en

heladera hasta el momento de su entrega al laboratorio de cuitivo celular.

El presente es un modelo experimental para estudiar la respuesta de células testiculares
humanas prepulberes a una variedad de estimulos. También permite comparar la fisiologia
celular de cultivos preparados a partir de nifos de distintas edades. Asi se puede comparar
la secrecion de testosterona y sus precursores en cultivos de células testiculares obtenidas

de nifios desde 1 dia de vida hasta 15 anos.
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En la propia dificultad del modelo elegido reside su originalidad, la ventaja de la escasa
informacion y el haber descubierto que, en condiciones Optimas de manutencion-
esterilidad, asepsia, frio- el material proveniente de testiculos de necropsia es una fuente
de informacion nueva y original para el estudio de la fisiologia de la prepubertad testicular

humana.

A su vez, factores paracrinos podrian jugar un rol en la funcién testicular en la vida sana y
en enfermedades. Se ha tenido la oportunidad de estudiar el efecto del medio condicionado
de un tumor de células de Sertoli sobre una monocapa de células testiculares
subcultivadas, aisladas de un paciente control. El medio condi.ionado fue capaz de
estimular fa secrecion de testosterona de manera similar a la LH suginendo que las células
tumorales secretaron un factor paracrino que tuvo un efectd bstimulador sobre las células
de Leydig. Mecanismos similares pueden explicar ailgunos de los efectos de los tumores

gonaaales sobre la funcion gonadal.

Finalmente, asi como los niveles séricos de LH, FSH, GH y prolactina son mayores durante
los primeros meses de vida que en los meses posteriores, este estudio avala la posivilidad
de que la activacion postnatal temprana de! testiculo estaria bajo multiples influencias de

hormonas pituitarias.
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