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Con intencién de facilitar el desarrollo del tema propuesto,
como objeto de esta nuestra Tesis para adquirir el grado de Doctor, co-
menzamos exponiendo en esta seccidén de Introduccidén algunos aspectos gene
rales basicos, estrechamente relacionados con ella. Asi expondremos con—
ceptos referidos a la maduracién y desarrollo de la gonada de la rata ma-
cho asi como a receptores de la molécula esteroidea.
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A) MADURACION Y DESARROLLO GONADAL DE LA RATA MACHO

a) EPITELIO GERMINAL:

Existen variaciones considerables en cuanto a la maduracidn y de-
sarrollo testicular de las diferentes especies de animales. En los primates -
existe un intervalo de varios afios entre el nacimiento y el comienzo de un
crecimiento ostensible del testiculo, asi en el mono los testes presentan so-
lo muy pequefias variaciones en el peso durante los primeros dos afios y medio
de vida, que es seguido de un crecimiento acelerado a esta edad, asociado
con la aparicidén de la espermatogénesis (VAN WANGENEN,G., @y SIMPSON,M.E. -
1.954}, de forma parecida, en el hombre, existe un periodo silente entre el
nacimiento y el momento de la pubertad en que el testiculo comienza un desa—
rrollo ripide hasta alcanzar su tamafio adulto (ALBERT, A., UNDERDAHL,L.O., -
GREENE,L.F. .y ' LORENZ,N., 1.953). En la rata por el contrario el aumento de
peso es de forma mds progresiva hasta que se alcanza el tamafio adulto (PAYNE,
A.H., KELCH,R.P., MURONO,E.P. y ' KERLAN,J.T., 1.977), este incremento testi-
cular estd asociado con un aumento en el didmetro y longitud de los tibulos -
seminiferos (ALBERT,A.,y cols., 1.953).

El desarrollo de los tGbulos seminiferos ha sido estudiado en nume
rosas especies de mamiferos; la rata (CLERMONT,Y. vy ' HUCKINS,C., 1.961), el -
gato (SCOTT, H.G., vy SCOTT,P.P., 1.957), el mono (VAN WANGENEN, G.,y cols.,
1.954) y el hombre (ALBERT,A.,y cols., 1.953) entre otros. En la rata sc han
hecho estudios muy exaustivos , desde el dieciseisavo dia de vida embrionaria
hasta la edad adulta (CLERMONT,Y.,y Cbls,, 1.961). En el testiculo fetal de ra
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ta existen de 21 a 31 cordones sexuales que se disponen en forma circular en -
torno a al eje longitudinal del testiculo, al crecer en longitud estos arcos
se pliegan sobre si mismos originando una serie de circunvoluciones que alcan-
zan en el momento del nacimiento el ndmero de 90, a partir del nacimiento es—
tos pliegues pequefios aumentan en longitud pero no es su nimero lo que trae co
mo consecuencia la formacidn de unos conos con una zona estrecha orientada cau
dalmente y su porcién mis ancha orientada cranealmente (FIGURA A). En su desa-
rrollo, no s6lo aumentan en longitud los tébulos sino que tambien lo hacen en
su didmetro existiendo una relacién estrecha entre el didmetro de los ttbu—

los v peso testicular y edad del animal fundamentalmente hasta 60 dias (FIG.B).

Los tiibulos seminiferos estidn cubiertos de un epitelio que en 1la
vida fetal estd compuesto de dos tipos de células distintas; los gonocitos de
un lado y de otro las células denominadas de soporte, ambos tipos celulares -

presentan una gran actividad mitdtica antes del nacimiento.

Ha existido controversia sobre si los gonocitos son precursores -
de las c€lulas germinales definitivas del adulto o si estos degeneran y las -
células germinales se forman a partir de células indiferenciadas de soporte
(ALLEN,E., 1.949), en trabajos mis recientes de CLERMON,Y. 'y PEREY,B. (1957)
se aportan evidencias de que las células germinales definitivas proceden de -
los gonocitos mientras que las células de soporte son las precursoras de las
células de Sertoli. Este concepto estd posteriormente apoyado por otros inves
tigadores (ROOSEN-RUNGEN,E.C. 'y'\LEIK,J., 1.968) (SAPSFORD,C.S., 1.963), en
el hombre han sido apuntadas tambien parecidas conclusiones (ALBERT,A.L. y cels.
—., 1.953, entre otros), siendo en el momento actual esta teoria aceptada -
por la mayoria de los autores. CLERMONT,Y.y.cols. (1.957) concluyen que en la
rata algunos gonocitos degeneran pronto después del nacimiento, pero las célu
las que le restan al cuarto dia postnatal se dividen para formar la espermato
gonia tipo A, la cual sirve de base de la definitiva linea de células germina
les. MANCINI,R.E., SEIGUER,A.C. .y. LAVIERI,J.C. (1.960) utilizando técnicas

~histoquimicas e histolégicas ha estudiado la evolucién de las células de sos-
tén durante el desarrollo, llegando a la conclusion de que en el hombre 1las
células de soporte no cambian durante el desarrollo temprano, mientras que en
la pubertad se transforman en las células de Sertoli maduras y no dan lugar a

otro tipo de células, los gonocitos forman las espermatogonias tipo A muy tem
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FIGURA A,

Representacibn de un tibulo seminifero y su conexibn
al nete testis. Varndios tdbulos nectos se muestran en Los as-
pectos Laterales e internos de La nete testis. (CLERMONT,Y.
y HUCKINS,C., 1.961).
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FIGURA B,

Peso testicularn y didmetrno de Los tdbulos semnifernos
en el desarnnollo de Las natas. (STENBERGER, referido en HAND—
BOOK OF PHYSIOLOGY, Endocrinology, vol. 5, 1.975: pag. 4).



15.

pranamente despues del nacimiento, degenerando la mayor parte de estas célu—
las y quedando una minima parte que es la que entraria en el proceso de la es
permatogénesis en la pubertad.

Una vez que se descubrié que el desarrollo del espermatozoide se
conseguia a partir de células que residian en el testiculo (VON KOLLIKER,R.A.
1.841) se iniciaron una serie de investigaciones sobre las caracteristicas -
morfoldgicas de los tGbulos seminiferos y se pasé a la descripcién del proce-
so de desarrollo de los espermatozoides a partir de las células menos maduras
que residian en los tGbulos seminiferos, rapidamente los diferentes estadios
de desarrollo de la célula germinal fueron clasificados y se puso en claro -
que la célula mds inmadura germinal, la espermatogonia, se divide para formar
el espermatocito primario, los cuales mediante un proceso de divisidén reduc—
cion forman células haploides que son las espermitides. La espermatide se
transforma en espermatozoide por una complicada metamorfosis que envuelve mo-
dificaciones estructurales en el nucleo, formacién de nuevas organelas y ad—

quisicidén de un mecanismo que permite su movilidad.

LEBLOND,C.P. -y CLERMONT,Y. (1.952) han descrito 19 bien defini-
das etapas en el desarrollo de las espermitides de la rata, y parece bastante
evidente que cada seccién de un tubo seminifero contiene espermitides en una
de las 14 primeras etapas de desarrollo, las restantes células del epitelio
seminifero forman una asociacién de células germinales menos maduras unidas a
dicha espermatide, esto did origen al concepto de ciclo del epitelio seminife
ro, definiendose éste como "una senie de cambios en una dada drea del epite-
telio seminigeno entre dos mismos estadios de desarrolle de Las asociaciones
celulares descritas”. En la rata el ciclo completo consiste en 14 estadios o
asociaciones caracteristicas. La formacién de estas especificas asociaciones
celulares y la secuencia de su aparicién en una determinada drea del tGbulo -
seminifero estd muy sincronizada, por otra parte la relacién numérica entre -
los varios tipos celulares de una asociacién celular y su nimero absoluto den
tro de una seccién del tubo seminifero es muy fija (CLERMONT,Y., 1.962) (STEIN
BERGER,E., 1.962). En el hombre se han presentado grandes dificultades al defi
nir el ciclo del epitelio seminifero, asi CLERMONT,Y.(1.963) describe el ciclo

del epitelio del tubo seminifero en el hombre de forma similar al de otros ma-
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miferos pero constituido por seis estadios, no obstante la composicidn detalla
da de las asociaciones celulares asi como las relaciones muméricas entre 1las

distintas células de estas asociaciones permanecen definidas muy pobremente.

La duracién de la espermatogénesis ha sido determinada en varias
especies de mamiferos, asi CLERMONT,Y., LEBLOND,C.P. y. MESSIER,B. (1.959)
han calculado que la espermatogénesis en la rata dura 48 dias , hecho confir
mado por STEINBERGER,E. (1.962). En el hombre la duracién es de 74 + 5 dias
(HELLER,C.G., y ' CLERMONT,Y., 1.964). La diferente duracién de la espermato
génesis no es s6lo una caracteristica de cada especie de mamifero sino que
tambien puede variar dentro de distintas familias de la misma especie; asi en
la linea de ratas SHERMAN y LONG-EVANS la duracién es de 48 dias mientras que
en las SPRAGUE-DAWLEY es de 51 dias (CLERMONT,Y. 'y HARVEY,S.C., 1.965) y en
las WISTAR es de 53 dias (HUCKINS,C., 1.965).

Se ha demostrado que la FSH administrada a maduras e inmaduras ra
tas hipofisectomizadas incrementa notablemente el tamafio del teste, pero no -
acelera la aparicibén de espermatozoides maduros, asi mismo si se administra -
esta trofina sdla las células germinales no pasan del estadio de espermatoci-
to primario, siendo necesaria la presencia de andrdgenos para el proceso de
la espermatogénesis (LOSTROH,A.J., 1,963) (LOSTROH, A.J., JOHNSON,R. y = JOR-
DON,E.W., 1.963) entre otros autores. En 1.942 GREEP,R.O., VAN DYKE,H.B. .y . -
CHOW,B.F. vieron un incremento de los espermatocitos en las ratas inmaduras -
tratadas con FSH, hecho confirmado por MILLS,N.C. y : MEANS,A.R. (1.972) este
incremento de espermatocitos primarios sugiere que la FSH induce a una estimu-
lacidn en la actividad mitética en las células germinales anteriores al esper-
matocito primario, produciendo un aumento de estos pero no siendo sin embargo
por ella misma capaz de favorecer la formacién del espermatocito maduro. Res—
pecto a la accibn sobre el peso testicular se ha demostrado por los trabajos -
de ODELL,W.D., SWERDLOFF,R.S., JACOBS,H.S. y ' HESCOX,M.A. (1.973) que ratas -
hipofisectomizadas tratadas previamente con FSH en pequefias cantidades, al su-
ministrar FSH + LH se producia un incremento testicular en el peso superior a
si se suministraba FSH sola y muy superior al obtenido con LH sola, por lo que
si bien el incremento en el peso del teste va ligado fundamentalmente a la es-

timulacion del tejido germinal por la FSH, este incremento se potencia a su -
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vez por la LH.

b) CELULAS DE SERTOLI:

Independientemente de las células germinales y contorneando a la -
membrana basal de los t@ibulos, existe la célula de SERTOLI, que proceden de
las primitivas células de soporte del feto. Las células de SERTOLI se han estu
diado en el curso del desarrollo de la rata y asi CLERMONT,Y. y  PEREY,B. -
(1.957) observaron una gran actividad mitdtica de las células de SERTOLI de fe
tos de 15 a 21 dias asi como en los animales recien nacidos mientras que por -
el contrario a partir de los 15-18 dias de vida extrauterina no existia activi
dad. Estos estudios sugieren que la poblacién de las células de SERTOLI en el
animal adulto es estable, siendo utilizado este concepto por muchos investiga-
dores en el pasado como factor de correccién en el contaje de células del epi-
telio germinal (CLERMONT,Y. :y MORGENTALER,H., 1.955). Recientemente BUSTOS-
OBREGON, E., 1.970 concluye que las células de SERTOLI estan distribuidas al —
azar y que su nimero es constante a lo largo de la membrana basal de los tibu-
los seminiferos de la rata en todos los estadios del ciclo del epitelio germi-
nal. STEINBERGER,E. y TJIOE,D.Y. (1.968) han apuntado una falta de uniformidad
en la distribucidn de las células de SERTOLI en el ttbulo seminifero del teste
humano y una marcada variacidn en el nGmero absoluto de estas células en los -
testes de los diferentes individuos, no obstante hay que tener precaucién al
interpretar la conducta de estas células en el ser humano ya que son precisos
estudios mids extensos para fijar conceptos en lo que concierne a este tema. Ya
el descubridor de las células de SERTOLI sugirié que estas células de alguna -
manera nutrian a las células germinales (SERTOLI,E., 1.865) siendo este concep
to posteriormente apoyado por ROLSHOVEN,E. (1.945) entre otros al visualizar -
una estrecha relacién entre el epitelio germinal y las células de SERTOLI. Mas
recientemente FAWCET,D.W., HEIDGER,P.M., y LEAK,L.V. (1.969) han aportado mas
detallada informacidn sugiriendo el posible papel de la célula de SERTOLI en
el transporte de solutos a través del epitelio germinal. Ha sido demostrada -
por otra parte la capacidad de fagocitosis de las cé&lulas de SERTOLI, viéndose
como pueden ingerir estas células particulas procedentes de la destruccién del
epitelio germinal (GLEGG,E.J., y. MacMILLAN,E.W., 1.965) entre otros. Recien-
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temente se ha apuntado que las células de SERTOLI utilizan los 1lipidos proce—
dentes de la fagocitosis de los residuos de las células germinales para la sin
tesis hormonal (LACY,D., y PETTIT,A.J., 1.970), la evidencia de &sto se ha -
basado primariamente en cambios en la reaccibén citoquimica para lipidos del co
lesterol libre o esterificado en dicha célula, bajo ciertas condiciones experi
mentales la hormona foliculoestimulante (FSH) causa una marcada reduccién de -
esteroles no saturados, este cambio estd asociado con la restauracidn de la es
permatogénesis, la hormona luteinizante (LH) sin embargo no tiene efecto, bajo
la base de esta evidencia se sugiere que la FSH estimula la sintesis de este—
roides en la célula de SERTOLI y que a su vez esta sintesis es importante en -

el proceso de la espermatogénesis.

c) EPIDIDIMO:

Los espermatozoides una vez formados en los tGbulos seminiferos —
son transportados via rete testis y a través de los conductos eferentes y epi-
didimo hasta el conducto deferente. El esperma permanece en este sistema de -
conductos durante un cierto tiempo, antes de ser eyaculado, adquiriendo su ca-
pacidad fecundante.

El epididimo es un conducto Ginico altamente enrollado que estd ado
sado al testiculo y en el que son facilmente distinguibles tres segmentos; la
cabeza, el cuerpo y la cola. Muchos investigadores han pensado que el epididi-
mo influfa en la maduracién del espermatozoide por si mismo mientras que otros
han apoyado que los espermatozoides maduraban sin el concurso del epididimo vy
que este sdlo tenia importancia en cuanto al tiempo en que dichas células tar-
daban en atravesarlo. Estos conceptos han sido aclarados desde los trabajos de
BEDFORD,J.M. (1.966 y 67), GLOVER, T.D. (1.969), PAUFLER,S.K. y FOOTE,R.H.
(1.968) entre otros, que han demostrado que los espermatozoides retenidos du—
rante un tiempo en un segmento u otro del epididimo maduran,pero el nimero de
anormalidades en estos espermatozoides es muy elevada y en los casos en que -
existen embarazos por espermatozoides de estos retenidos hay un alto porcenta-
je de embriones muertos sin llegar a término. Por tanto, el esperma puede madu

rar por si mismo pero necesita el entorno del epididimo a través de sus dife—
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rentes porciones para que su maduracién sea correcta, por otro lado el epididi
mo precisa del esperma para su normal desarrollo anatémico y funcional (PRASAD,
M.R.N., RAJALAKSHMI M., GUPTA,G. y KARKUN,T., 1.973). Las células de la cabe
za y cola del epididimo se ha demostrado que presentan receptores especificos
citoplasmiticos y nucleares para andrdgenos, asi mismo se ha observado que tras
la administracién de testosterona las células del epididimo como otras células
diana la transforman en Dihidrotestosterona (DHI) y otros metabolitos 5-a-redu
cidos (GLOYNA,R.E., y  WILSON,J.D., 1.969) entre otros, por otra parte se sa-
be que el epididimo precisa para su normal desarrollo y funcién de la presen—
cia de niveles de andrbgenos circulantes suficientes, existiendo un descenso
ponderal cuando dichos niveles no se alcanzan (PRASAD,M.R.N.y cols.,1.973) (PU-
JOL,A., BAYARD,F., LOUVET,J.P., BOULARD,A. y BOULARD,C.L., 1.975).

d) CELULAS DE LEYDIG:

En 1.850 FRANZ LEYDIG describié las células que llevan su nombre -
en el intersticio testicular de varios mamiferos (LEYDIG,F., 1.850) especulan-
dose en posteriores trabajos sobre la funcidn de estas células, asi se pensd -
que pudieran proveer de sustancias nutritivas a los tGbulos seminiferos, que
podian producir hormonas masculinas, almacenar las hormonas producidas por los
tubulos seminiferos o que servirian para anular las sustancias tdxicas que pu-
dieran dafiar los tfibulos. La evidencia mis clara de un papel endocrino de 1las
células de LEYDIG fue presentado por BOUIN,P. y . ANGEL,P. (1.903) en una se—
rie de trabajos iniciados a partir de este afio. En la actualidad es un hecho -
perfectamente establecido que las células de LEYDIG son las que producen los
andrégenos testiculares en su mayor parte y sdlo muy pequefias cantidades de es
teroides pueden ser producidos por las células de SERTOLI u otros componentes
de los thbulos seminiferos, esteroides que a su vez tienen s6lo accidn local
(BELL,J.B.G., VINSON,G.P. 'y LACY,D., 1.971) (LACY,D. y PETTIT,A.J., 1.969).
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El teste tambien se sabe es capaz de producir estrbgenos en muy pe
quenas cantidades, siendo sin embargo la escasa tasa de estrdgenos circulantes
del macho procedentes principalmente de la interconversién periférica de los -
andrbgenos (MacDONALD,P.C., GRODIN,J.M. 'y~ SITERI,P.K., 1.971).

En la mayor parte de los mamiferos estudiados las células de LEY—
DIG pasan por dos distintos periodos de desarrollo, el primero ocurre en el fe
to y el segundo en la pubertad. En el feto las células de LEYDIG se hacen abun
dantes segregando testosterona y probablemente otras hormonas que estimulan la
diferenciacién del tracto reproductor masculino y ocasionan la regresion de -
los conductos paranéfricos de MULLER. Estas células de LEYDIG del feto comien-
zan a regresar antes del nacimiento siendo la cuantia de esta regresidon varia-
ble con las especies, en el curso de la pubertad estas células aumentan en ni-
mero y dan lugar a las definitivas células del adulto. En la rata al igual que
en el resto de los mamiferos estudiados después del nacimiento existe una invo
luci6n de dichas c&lulas (ROOSEN-RUNGE,E.C. -y ANDERSON,D., 1.959), sin embar
go las c€lulas que quedan mantienen un muy bajo pero detectable nivel de tes—
tosterona en el plasma hasta el momento de la pubertad (RESKO,J.A., FEDER,H.H.
y  GOY,R.W., 1.968).

Esta fuera de toda duda que la hormona luteoestimulante (LH) y 1la
gonadotrofina coridnica (HCG) producen incremento de la produccidn y secrecidn
de testosterona por la cé€lula de LEYDIG (EIK-NES,K.B. 'y HALL,P.F., 1.965)(CO
NNELL,G.M. .y EIK-NES,K.B., 1.968) entre otros. El mecanismo de accién de la
LH y HCG sobre las células de LEYDIG es similar el conocido para las restantes
hormonas proteicas conocidas, asi las hormonas peptidicas impactan en la mem—
brana plasmitica de sus células diana uniendose a un receptor de membrana que
aun cuando no se ha podido aislar purificado, utilizando hormonas marcadas con
tritio (H’) y con I'2?% se han encontrado criterios para la caracterizacién e
identificacién de los mismos, asi CATT,K.J. (1.976) los define como "Lugares -
del Lado plasmitico de La membrana, de alta aginidad de unién por una hormona
polipeptidica en una célula diana, cuando estos sitios estdn ocupados porn  La
honmona polipeptidica (se han identificado nGmero y cuantia de recepcién) tie-
nen La habilidad de alterarn La nespuesta de La céfula diana”. Una vez que es
tas hormonas proteicas impactan en su receptor ponen en marcha una serie de —

reacciones iniciadas en una sustancia, el 3'5'-AMP, a continuacidén tiene lugar
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la activacidn de una protein-kinasa y a partir de entonces se inicia la respues
ta caracteristica de la célula diana, en nuestro caso la esteroidogénesis. En -
la FIGURA C esquema tomado de CATT se pueden ver los pasos intracelulares desde

la ocupacidn del receptor por la hormona hasta la liberacién de testosterona.

Si bien estd claramente definido que la produccidn de esteroides -
por el intersticio testicular estd metabdlicamente relacionada con la activi—
dad de L, 1a FSH a su vez tambien podria jugar un cierto papel en dicho proce
so, asi en este sentido JOHNSON,B.H. y EWING,L.L. (1.971) mostraron que en -
testes de conejo perfundidos, la FSH unida a la LH incrementa en mayor cuantia
la produccidén de testosterona que si se perfunde LH sola, resultados similares
han sido obtenidos en los humanos (KIELD,J.M., HARSOULIS,P., KUKU,S.F., MAR-
SHALL,P., KAUFFMAN,B. y FRASER,T.R., 1.976). En el Servicio de Endocrinolo—
gia al que pertenezco se vienen realizando trabajos en este sentido, siendo -
confirmado este efecto descrito por JOHNSON y EWING en células intersticiales
de LEYDIG aisladas de testiculo de rata (HERRERA-JUSTINIANO,E., DIAZ,G.M., AZ-
NAR,M.A. y. AZNAR,R.A., 1.976) (AZNAR,M.A., 1.976), y que esta accidén poten—
ciadora de la FSH parece de alguna manera estar ligada al receptor para la hor
mona de LH.

El paso previo en la sintesis de todas las hormonas esteroideas es
la conversidén de colesterol a pregnenolona, siendo dicho paso en la esteroido-
génesis testicular regulado en gran parte por la LH. La ruptura de la cadena -
lateral del colesterol a nivel del enlace C,20-C,22 se produce tras la hidroxi
lacidn de dichos carbonos por la C,20-C,22-hidroxilasa, el sistema enzimitico
de hidroxilacidén requiere una flavoproteina (FP) una ferroproteina no-hem (NHI)
el citocromo Pyso y N.A.D.P.H...  produciendose posteriormente la separacién

de la cadena lateral por una 20-22-desmolasa.

A partir de la pregnenolona se requieren las siguientes enzimas —
hasta la formacion de testosterona; 17-hidroxilasa, 17-20-desmolasa, 17-hidro-
xiesteroide deshidrogenasa y la 5-4-isomerasa pero en diferentes secuencias, -
siendo descritas dos vias principales en la sintesis de testosterona que se re
presentan en la FIGURA D. El primer camino pasa por la progesterona como pri—
mer paso y se denomina via de la A" mientras que el segundo presenta como meta

bolito intermediario la ‘dehidroepiandrosterona (DHEA) denominandose como via
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FIGURA D
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~de la A®. La mayor parte de los estudios in vitro con tejido testicular de ra-
ta han indicado que la via de la A" es la mas importante (SHIKITA,M., KAKIZAKI,
H. y TAMAOKI,B., 1.965) sin embargo los resultados de SLAUNWHITE,W.R. 'y -
BURGETT,M.J. (1.965) sugieren que en los homogeneizados de testiculo de rata,
la androstenediona fué formada por el camino de la A" mientras que la testoste
rona se sintetiza por el de la A°. En el hombre y cn el perro tambien se ha -
comprobado la mayor importancia de la via de la A® (EIK-NES,K.B. y KEKRE,M.,
1.963) (YANIHARA,T. .y TROEN,P., 1.972).

Los enzimas para la sintesis del colesterol desde el acetato estan
situados en los microsomas de las células y asi mismo como los implicados en -
la conversién de pregnenolona a testosterona, por el contrario los enzimas res
ponsables de la ruptura de la cadena lateral del colesterol para su conversidn
en pregnenolona se encuentran situados en las mitocondrias (FIGURA E). De for-
ma andloga al posible modo de accién del ACTH estimulando la sintesis de este-
roides en la corteza adrenal (BOYD,G.S., BROWNIE,A., JEFCOATE,C.R. y  SIMPSON,
E.R., 1.971) las hormonas LH y HCG podrian actuar promoviendo la sintesis de -
una proteina transportadora que vehicularia el colesterol al citocromo P,sq in
troduciendo la 20,a-hidroxilacién en la mitocondria. Aunque el primitivo lugar
de accidn de las hormonas LH y HCG se sabe es favoreciendo la ruptura de la ca
dena lateral del colesterol, la prolongada estimulacién con dichas hormonas pa
rece que conlleva a un incremento en la concentracidn de todas las enzimas en

vueltas en la sintesis de testosterona.
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B) RECEPTORES DE ESTEROIDES

En el plasma las hormonas esteroideas estdn en su mayor parte li-
gadas de manera no covalente a proteinas, quedando una pequefia fraccién libre
la cual es reconstituida a medida que se vd degradando, existiendo un equili—
brio entre fraccién libre y fraccién ligada. La fraccién libre de la hormona -
es la que tiene suma importancia ya que es la que va a actuar a nivel periféri

co provocando su accién bioldgica.

La accidén de los esteroides hormonales en la periferia, se desa—
rrolla sobre su célula diana en la que la hormona tras pasar a la membrana ce-
lular se une a unas proteinas de situacidn citoplasmitica, de gran afinidad pa
ra con ella (del orden de K = 10'° x M"! a 4°C, siguiendo la ley de accidn de
masas) lo que implica una disociacién lenta del complejo hormona-recéptor y -

por tanto una saturacidén facil a las concentraciones fisioldgicas hormonales.

La alta especificidad de estas proteinas se nos sugiere al no en-
contrar receptores en los tejidos no sensibles a la accién hormonal asi como -

por la no respuesta a compuestos diferentes por un mismo receptor.

El n@mero de receptores para una determinada hormona en una célu-
la diana puede variar eventualmente, hecho que probablemente tiene gran inte—

rés fisioldgico y en casos patoldgicos al interpretar la respuesta hormonal de
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los tejidos.

En la mayor parte de los casos, estas proteinas receptoras se a—
grupan en medio hipoténico en el que tienden a adquirir una conformacién cuyo
coeficiente de sedimentacién es del orden de 6-10 S.

La localizacidn exacta de estos receptores es dificil. Si se some
ten a ultracentrifugacién células diana, que no han estado en contacto con la
hormona, nos encontramos con que la fraccidn sobrenadante o citosol se sitda -
el receptor,por lo que se:deduce que bajo las anteriores condiciones la totalidad
del receptor o al menos su mayor parte es citoplasmitico; por el contrario si
la experiencia la repetimos con células que previamente han estado sometidas a
la hormona observamos que existe una disminucién de la forma citosoluble del -
mismo mientras que aparece una localizaci6én nuclear del complejo hormona-recep
tor. In vitro se ha reproducido este fenémeno y cuando se estudian los nucleos
para obtener de ellos el complejo, se extrae una molécula de 3-5 S. de coefi—
ciente de sedimentacién.

Estas experiencias nos indican que el receptor proteico citoplas-
mitico pudiera ser un sistema de transporte de la hormona hasta el nucleo don-
de se encontraria el verdadero RECEPTOR hormonal o bien que el mismo complejo
citoplasmitico fuera el que pasara al nucleo convirtiendose en el receptor nu
clear, punto de inicio de los mecanismos de respuesta de la hormona que-termi

naria con la sintesis de proteinas por el D.N.A.



OBJETIVO DEL TRABAJO
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El pasado ano EVAIN,D., MORERA,A.M. y SAEZ,J.M. -
describieron dentro de la cé&lula intersticial la existencia
de receptores para glucocorticoides, tanto citos6licos como
nucleares y cuyas caracteristicas de identificacibn -—alta -
afinidad de unibén, saturabilidad y especificidad hormonal—,

hablan en favor de una funcién metabélica especifica, si -
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bien por el momento ésta no ha podido afin ser determinada.

En forma general, el tema que nos propusimos co-
mo objeto de nuestras experiencias, esti estrechamente rela
cionado con los hallazgos anteriormente descritos y en 61 -
intentamos asignar una significacibn fisiolbgica a los re—
ceptores de glucocorticoides antes mencionados y para lo -
cual es critico la demostracibén de una modificacién de ia
funcidn especifica de la célula, trds llevar a &sta a una -

situacidn de hiperimpregnacibén glucocorticoidea.

En el momento actual ya contamos con datos obte-
nidos sobre el presente tema, resultados que expondremos -
brevemente pués constituyeron en su dfa el motivo de nues—
tra Tesina de Licenciatura y que represeﬁtan la justifica—
cibn y punto de partida del tema propuesto, asi ratés WIS—
TAR adultas con 90 dias de vida se distribuyéron en tres -
grupos de seis animales cada uno. Tr&s recibir una dosis -
difiaria durante 20 dias, via subcutanea, de 5, 25 y 50 ug.. /
100 g./dia de fosfato de dexametasona, las ratas fueron sa-
crificadas, comparandose a continuacifn los siguientes pard
metros obtenidos en cada uno de los grupos —peso de rata,
peso de teste, peso de epididimo y niveles circulantes de -

testosterona plasmitica—, comparando todo ello con los de
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- un grupo de animales de las mismas caracteristicas conside-
rados control y que recibieron suero salino fisiol8gico en
lugar de la droga. Entre los resultados que obtuvimos mere-
cen destacarse, para los grupos tratados con 25 y 50 pg.,. -
un mucho menor desarrollo corporal, un menor peso de epidi-
dimo (6rgano que necesita en gran parte de una buena activi
dad androgénica para su desarrollo), y menores niveles de -

testosterona plasmética circulante.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expues-
to y basados en dichos resultados nos propusimos como moti-

vo de esta nuestra TESIS DOCTORAL estudian:

12.- EL papel que La célula de LEYDIG podria fugarn en el
descenso de Los niveles de testosterona cincwlante trhds el tratamiento

de La rata con glucocorticodides.

22,- S{ de akgdn modo, el proceso madurativo del teste po
drnia ingluin sobre La nelacién GLUCOCORTICOTIDES/FUNCION CELULAR INTERS
TICIAL.

Para ello inyectamos ratas WISTAR machos en los
tres estadios de desarrollo gonadal (prepuberal, puberal y
adulta), por via subcutanea con 5, 25 y 50 ug. /100 g,/dia

de fosfato de dexametasona durante 20 dias. Tr&s dicho pe-
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riodo se sacrificaron los animales estudiindose la capaci—
dad de liberacibn de testosterona por la célula de LEYDIG -.
aislada de cada uno de los grupos, tanto de dosis como de
edad. Paralelamente én las ratas se valor6 junto a los nive

les de testosterona circulante el peso de epididimo y teste.



MATERTIAL Y METODOS



MATERTIAL
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A) ANIMALES:

Ratas WISTAR macho de 90, 30 y 7 dias de vida con pesos que os
cilaban entre 230 y 290 g. para las primeras, de 95 a 130 g. para las segun
das y de 12 a 16 g. para las Gltimas, a una temperatura ambiental de 20 a 25

°C dieta "ad £{bitum”, procedentes del animalario de la Facultad de Medicina
de Sevilla
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B) FARMACOS UTILIZADOS:

- 21-Fosfato de dexametasona.
MERK & CO INC (RAHWAY N.J. - EEUU)

- Soluci6n salina CINa 0.9 g. %.
GRIFOLS. ’

C) HORMONAS:

1.- Marcada
Testosterona (4-androstan-178-01-3 one) 1A, 2A (N) * H
con actividad especifica de 49 Ci/mmol.

Radiochemical Center Ltd. Amersham.

2.- Standards
Testosterona No. T-1.500
Sigma Chemical Company

3.- Hormonas empleadas como estimulo del sistema celular.
Hormona Coridnica Gonadotréfica humana. 1 mgr. = 6.600 U.I.

Serono Inmuno Chemicals.

D) ANTICUERPOS:

- Anti-Testosterona 3-oxime BSA

Endocrine Sciences.

E) SOLUCIONES:

- Buffer Borato ph:8 0,05 M.
- Buffer Fosfato ph 7 0,5 M.
- Buffer fosfosalino (PBS) ph 7,4 y 0,15 M.
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Liquido de Centelleo PCSTM solubilizer

Amershan Searle.

Medio de incubacidén Medium 199

Difco Laboratories. Detroit Michigan USA.

Solucidén de Azul de Metileno 2 %

Panreac.

Solucidén de Sulfato Amdnico a saturacidn.

Schwarz/Mann.

F) APARATOS UTILIZADOS:

- Camara fria. Irmaf.
- Contador de Centelleo, para registro de radiacion.
B-débil. L.K.B.- Wallac 1.210 ultrobeta.
- Centrifuga refrigeradas
T1.E.C. P-R-6.000.
Janetzki K 23
- Bano de incubacidn metabdlica
Eto Denmark.
- Balanza de precisidn Mettler tipo H 16 cap. 80 grs.
E. Mtter, Zurich.
- Balanza Zenit modelo S-3
- Microscopio ZEISS.
- Desecador de tubos Medi-56-CEA IRE SORIN
- Agitador magnético COWELL
- Vortex Atomixer.
- Pipeta automitica Biopette.
Schwarz/Mann.
- Calculadora Hewlett PacKard 9815 A.

G) MATERIAL FUNGIBLE:

a) REACTIVOS:

1.- Gammaglobulina bovina. Fraccién II . Schwarz/Mann.
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Seroalbtmina bovina. Fraccién V.
Schwarz/Mann.

Enzimas: .

Colagenasa CLS 45 D 006
Worthington. Biochemical Corp. Freehold.

Solventes orginicos:

Ethyl eter. Pro Analysi
Merck

Metanol. Analytical Reagen
Mallinckrodt

S6lidos:

Acido bbrico. BO3;H; Analytical Reagen.
Mallinckrodt.
Azul de Metileno substancia

Merck.

Carbonato de sodio CO3Na,. 10 H,0
Panreac.

Citrato S6dico. Na;CgHsO,. 2 H,0
Analytical Reagen. Mallinckrodt.
Cloruro calcico ClCa . Pro Analysi
Merck.

Cloruro Potasico CIK Analytical Reagen
Mallinckrodt.

Cloruro S6dico CI1Na Analytical Reagen
Mallinckrodt. _
Cloruro de Magnesio Cl,Mg . 6 H,0 Pro Analysi.
Merck.

Fosfato Disbédico PO HNa, . 2 H,O Pro Analysi.
Merck.

Fosfato de Potasio PO4H,K Pro Analysi.
Merck.

Sulfato Aménico. Ultra Pure.
Schwarz/Mann.

Sulfato Caprico SO,Cu . 5 H.0

Riedel.



39.

b) VARIOS:

Tubos de polietileno. Cap. 50 ml. Fisher.
Viales de Centelleo:
* Vidrio Packard.

* Polietileno Packard

Tubos de vidrio 8 mm. de didmetro x 10 cm. de longitud.

Tubos de vidrio de 12 mm. de didmetro x 10 cm. de longitud.

Tubos desechables 10 mm. de didmetro x 5,5 cm. de longitud.



METODO
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El método que hemos utilizado lo dividiremos en los siguientes
apartados:

I) MANIPULACION DE ANIMALES.
IT) OBTENCION E INCUBACION DE CELULAS INTERSTICIALES DE LEYDIG.
III) ANALISIS RADIOINMUNOLOGICO DE TESTOSTERONA.

IV) ANALISIS MATEMATICO DE LOS DATOS OBTENIDOS.
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I) MANIPULACION DE ANIMALES:
1.- Seleccidn y establecimiento de grupos.

Se separan ratas adultas, puberales y prepuberales de 90, 30
y 7 dias de vida respectivamente, escogiendo al azar diez ratas de cada esta—
dio de desarrollo y calculando su media y desviacidn standard, fueron utiliza-
das para el experimento todas aquellas ratas comprendidas entre la media y *
dos desviaciones standards.

2.- Tratamiento farmacoldgico.

El farmaco utilizado fué 21-fosfato de dexametasona en su —
forma comercial de concentracién de 4 mg. /c.c., diluyéndolo al preparar las
soluciones en suero salino fisiolégico como vehiculo y administrando diariamen
te y en una sola dosis 5, 25, 50 yg. /100 g. de peso/dia a los grupos II,III
y IV respectivamente mientras que al grupo I (control) s6lo se le administrd -
solucién salina, se ajustaron las dosis a los 10 dias de tratamiento corrigien
do &stas segfin peso. El volumen de solucién a inyectar fué de 0,05 c.c. para -
las ratas prepuberales mientras que para las puberales y adultas fué de 0,175

C.Cc. y la via utilizada fué la subcutanea.

3.- Sacrificio de los animales.

A los 20 dias ininterrumpidos de tratamiento se sacrificaron
los animales con Eter, pesando éstos después de muertos y extrayendo los tes-
tes trads su abordaje por via abdominal, se separaron los epididimos y pesamos
tanto &éstos como aquellos en balanza de precisidn, obtuvimos sangre de la vena
cava inferior conservindose en tubos heparinizados, guardindose tras centrifu-

gacién el plasma en congelador a -20 °C para posterior determinacién de testos
terona.
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1I) OBTENCION E INCUBACION DE CELULAS INTERSTICIALES DE LEYDIG:
a) Obtencidn de las células intersticiales de LEYDIG.

Los testes una vez separados del epididimo y pesados se des-
capsularon incubandose en una solucién de Medium 199 con Seroalblmina bovina -

(BSA) conteniendo a su vez colagenasa.

Los tubos asi preparados, tras gasearse con carbdgeno, se ce
rraron, incubdndose a continuacién a 37 °C; con una agitacién mecinica a 150 -
ciclos/min., el tiempo necesario para conseguir la disgregacién de los tfibulos
y en un paso posterior, tras centrifugacién durante 10 min. a 1.000 r.p.m. y -
entre 0 y 4 °C, se obtuvo un "pelfet" y tras decantar el 1iquido sobrenadante
se redisolvieron finalmente las células. Todo el proceso fué desarrollado en
camara fria entre 2-4 °C.

b) Incubacién de las células intersticiales en presencia de HCG.

Viales conteniendo 2 ml. de volumen de la suspensién de célu
las preparadas fueron incubados conteniendo 10 mU de HCG, a temperatura de 37
°C y agitacién a 125 ciclos/min. en atm6feras de carbégeno constante durante -
180 min., al final de este tiempo el contenido de los viales fue decantado en
tubos de polietileno y centrifugado a 1.500 G durante 15 min. siendo el sobre-
nadante congelado a -20 °C. hasta el momento de la dosificacién de testostero-
na.
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I11) ANALISIS RADIOINMUNOLOGICO DE TESTOSTERONA:

El método seguido es similar al descrito por FURUYAMA,S., MAYES,D.
M. and NUGENT,C.A., (1.970).

EXTRACCION DE MUESTRA PLASMATICA:

Alicuotas de plasma de rata y del medio de incubacidén depen-
diendo de los niveles de testosterona sospechados, se extrajeron con eter-die-
tilico 4 ml. mediante 3 min. de agitacién vertical (vortex) y 5 min. de agita-
cién horizontal. La fase eterea se separd en tres alicuotas por cada muestra y

tras su decantacidén estos mismos tubos recibieron la mezcla radioinmunoldgica.

SISTEMA RADIOINMUNOLOGICO:

Se ha utilizado:

* Anticuerpo antitestosterona 3-oxime conjugado con
alblmina obtenida de conejo a dilucién final 1:16.000. Dicho anticuerpo presen
ta una reaccidén cruzada de un 44 % con dihidrotestosterona, siendo desprecia—

ble la obtenida con el resto de otros compuestos esteroideos.

* Testosterona tritiada con actividad especifica de
49 Ci/mmol. Se depositaron aproximadamente 4.000 D.p.m. por tubo.

Ambos componentes se adicionaron a los tubos en Buffer Bora-
to pH:8 0,05 M., 200 ul enriquecido con seroalbtimina (1,5 %) y gammaglobulina
bovina (2 %).

Las concentraciones standards desarrolladas paralelamente —
fueron de 0 a 150 pg .

El tiempo de incubacidén fué de tres horas a temperatura am—

biente, desarrollandose al final de éstas la separacidén de las fracciones li—
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bres y ligada por precipitacién de ésta Gltima mediante sulfato aménico al 50%,
midiendose la radioactividad correspondiente a la fraccién libre por centelleo

liquido.



46.

IV) ANALISIS MATEMATICO DE LOS DATOS OBTENIDOS:

Tanto las medidas fisicas como las determinaciones analiti-—
cas se sometieron a estudio estadistico con la calculadora Hewlett Packard 9815
A. obteniendo media, desviacidén standard, error standard, t paired e impaired

y significatividad de P por el test de "'Student'.



RESULTADOS OBTENIDOS
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COMPORTAMIENTO DE LOS ANIMALES A LO LARGO DE LA EXPERIENCIA.

En las ratas tratadas con las miximas dosis del farmaco se obser-
vdo un adelgazamiento progresivo y pérdida de vitalidad asi como intensas amio

trofias, muriendo en el grupo IV de los estadios puberal y adulto tres de sus
ratas al final del tratamiento.

En el estadio prepuberal murieron al inicio del tratamiento dos -

de las ratas del grupo II y todas las del grupo III por dificultad en la crian
za por las madres.
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RATAS PREPUBERALES

A) PESO DE RATAS PREPUBERALES AL INICIO Y FINAL DE LA EXPERIENCIA.

En el CUADRO I se muestran en forma numérica los valores indivi-
duales, medios, desviaciones y errores standards de la media del peso de los a-
nimales tanto al principio como al final de la experiencia, estando dichas me-
dias y errores standards asi como el estudio estadistico de significatividades
resefados en la FIGURA 1 con diagrama de barras.

Se observa que partiendo de un peso similar en los tres grupos al
inicio de la experiencia sin significatividad estadistica entre ellos (P:NS),
al final se alcanzd en todos un aumento ponderal muy significativo (P<0,001) -
mientras que este incremento fué de jigual cuantia para los grupos I y II, por
el contrario en el IV fué muy inferior con una diferencia altamente significa-

tiva (P<0,001) al final de la experiencia respecto a los anteriores.



CUADRDO
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PESO DE LAS RATAS AL PRINCIPIO Y AL FINAL DE LA EXPERIENCIA

RATAS PREPUBERALES

13

13,5

13,5

14 M:
14 DS:
13,5 ES:

a2

16

14

12,5

14 M:
12,5 DS:
12,5 ES:

15

12

12 :
15 M:
15 DS:
12 ES:

13,58
0,38
0,15

13,58
1,48
0,61

13,50
1,64
0,67

GRUPO 1

b
64
61,5
68
67,5
63
56

GRUPO IT

b
66
68
68,5
76

GRUPO ITI

46
45
35
30
14
19

DS:
ES:

M:

DS:
ES:

DS:
ES:

63,333
4,400
1,796

69,625
4,385
2,192

31,500
13,187
5,383
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PESO DE RATAS / gramos

( PREPUBERALES )

FIGURA 1
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52.

B) PESO DE TESTICULO.

En el CUADRO II vy FIGURA 2 aparecen los valores individuales, me
dios, desviaciones y errores standards evidenciandose los mayores valores me—
dios en el grupo de menor dosis, siendo significativa la diferencia con el gru
po ﬁltimo'(P<0,02), mientras que no existen diferencias valorables estadistica
mente con el grupo control. Al comparar por otra parte el grupo control con el
de miaxima dosis se aprecia en éste Gltimo unos valores medios inferiores si -

bien no existié significatividad estadiatica (P:NS) apreciable entre ellos.

Cuando referimos el peso del teste al peso del animal entero, a—
preciamos un progresivo aumento de estos valores relativos, encontrando su va-
lor maximo en el grupo de mayor dosis, con diferencia estadistica significati-

va respecto a los otros dos.



CUADRO II

PESO DE TESTICULO. - RATAS PREPUBERALES

GRUPO 1 GRUPO II
0,388 0,359
0,256 0,426
0,457 0,394
0,304 M: 0,334 0,451 M: 0,4075
0,374 DS: 0,073 - DS: 0,039
0,278 ES: 0,029 - ES: 0,019
GRUPOQ 1V
0,346
0,322
0,204

0,243 M: 0,225
0,106  DS: 0,097
0,135  ES: 0,398
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FIGURA 2
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CUADRO III

RELACION PESO TESTE / PESO RATA
RATAS PREPUBERALES

55.

GRUPQ 1

5,281
4,161
6,720
4,503
5,936
4,964

M:
DS:
ES:

GRUPQ_IT

5,439

6,264

5,751
5,260 ' 5,934 M:
0,944 - DS:
0,385 - ES:

GRUPO IV

7,521
7,155
5,828
8,100 M: 7,189
7,428 DS: 7,560
7,105 ES: 0,308

5,847
0,345
0,172
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FIGURA 3

GRUPO
() aruro 11
[0 cruro 1v

. N+ SN ¢ G aa— s S—

. GEan ¢ GEENEn « g o a——

oooooo

11 4
9
7
5
3

( S3TVH3ENd34d)
(sowosB) vivd 30 0534 (Bw) 31531 30 0S3d

1P NS

“ P QO
- P < 0.02




57.

C) PESO DE EPIDIDIMO.

Referente al peso de epididimo observamos que en el grupo tratado
con menor dosis de dexametasona existe un aumento de peso epididimario, con di
ferencia estadistica significativa con el grupo control y de mixima dosis uti-
lizada (P<0,01 y P<0,05). No existid diferencia significativa entre el grupo -
control y el Gltimo grupo (P:NS).

Al relacionar el peso de epididimo con el peso de rata, observamos
un incremento de igual cuantia (P:NS) de los valores relativos en los dos gru-
pos tratados farmacoldgicamente con diferencia estadistica significativa de am

bos respecto al control (P<0,02 y P<0,05).



58.

CUADRO 1V

PESO DE EPIDIDIMO. RATAS PREPUBERALES,

GRUPO I GRUPO 11
0,023 0,041
0,013 0,075
0,030 0,072
0,042 M: 0,028 0,046 M: 0,058
0,036 DS: 0,010 - DS: 0,017
0,028 ES: 0,004 - ES: 0,008
GRUPQ IV
0,030
0,026
0,040
0,010
- M: 0,027
- DS: 0,012

- ES: 0,005
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FIGURA 4
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CUADRO V

RELACION PESO EPIDIDIMO / PESO RATA

RATAS PREPUBERALES

60.

GRUPO I

0,359
0,211
0,441
0,622
0,571
0,500

DS:
ES:

0,450
0,149
0,061

GRUPO IV

0,666
0,742
1,333
0,714

0,621
1,102
1,051
0,605

M:
DS:
ES:

GRUPQ 1T

M: 0,844
DS: 0,268
ES: 0,134

0,863
0,314
0,157
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FIGURA 5
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62.

D) PRODUCCION DE TESTOSTERONA POR LAS CELULAS AISLADAS DE LEYDIG
EN EL MEDIO DE INCUBACION (RATAS PREPUBERALES) .

La 1liberacidn de testosterona al medio de incubacién, tanto tras
el estimulo con HCG, como sin &1 se representa en el CUADRO VI . y FIGURA 6.

En condiciones basales se observa como en el grupo de menor do—
sis (5 ug. ./100 g-/dia) la liberacién de testosterona al medio es superior a
la de los dos restantes grupos, con diferencia para ambos a nivel de P<0,01,
no existiendo diferencia significativa entre las ratas del grupo control y las
tratadas con 50 pg.. /100 g./dia.

Cuando comparamos los valores tras estimulos con HCG observamos
un descenso de produccién de testosterona en los dos grupos tratados, no obs-
tante no se aprecid significatividad estadistica entre los distintos grupos,
debido a la gran dispersidén de valores existentes en torno al valor medio, e-

videnciado por el alto error standard obtenido.

Al comparar la produccién basal con la obtenida tras estimulo —
con HCG, se observa un aumento claramente significativo de esta Gltima de los
grupos I y IV (P<0,05 y P<0,02 respectivamente) mientras que en el grupo IIT -
no fué valorable (P:NS).



63.

CUADRO VI

PRODUCCION DE TESTOSTERONA EN EL MEDIO DE INCUBACION ng /teste
RATAS PREPUBERALES.

GRUPQ 1 GRUPO TI1I
BASAL 3,937 M: 3,887 BASAL 4,312 M: 4,562
3,975 DS: 0,120 4,687 DS: 0,217
3,750 ES: 0,7 4,687 ES: 0,125
H.C.G. 5,062 H.C.C. 9,375
9,375 6,750
6,750 11,250
12,187 M: 9,222 5,062 M: 7,094
8,062 DS: 3,329 3,750 DS: 2,772
13,893 ES: 1,359 6,375 ES: 1,132
GRUPO_TV

BASAL 3,937 M: 3,812
3,750 DS: 0,108
3,750 ES: 0,062

H.C.G. 8,062
7,500
6,375
5,628 M: 6,282
4,500 DS: 1,319
5,625 ES: 0,538
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PRODUCCION DE TESTOSTERONA AL MEDIO DE INCUBACON ng. / TESTE /180’

( PREPUBERALES )

FIGURA 6
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65.

RATAS PUBERALES

A) PESO DE RATAS PUBERALES AL INICIO Y FINAL DE LA EXPERIENCIA.

De igual forma a las ratas prepuberales en el CUADRO VII se ex
ponen los valores individuales de peso de rata al inicio y final de la expe-
riencia asi como sus medias, desviaciones y errores standards de la media, -
representando en la FIGURA 7 con diagrama de barras la media, error standard

y estudio estadistico comparativo entre los distintos grupos.

Se aprecia que partiende de un peso similar al inicio de la ex
periencia, en los cuatro grupos, sin significatividad estadistica entre ellos
(P:NS) al final de la experiencia este incremento en el grupo II, con diferen
cia significativa respecto al anterior (P<0,001) mientras que en los grupos -
IIT y IV de mayor dosis utilizada, presentaron una detencidén total en el cre-
cimiento ponderal, con unos valores indistinguibles estadisticamente de los
vdel inicio (P:NS).



CUADRO VII

66.

PESO DE LAS RATAS AL PRINCIPIO Y AL FINAL DE LA EXPERIENCIA

RATAS PUBERALES

GRUPO 1

a
100
197
115
.98

96
101
105
105

M:
DS:
ES:

193

206

180

190

206

103,375 187
6,022 205
2,129 195

GRUPQ I1I

a_
104
107
129

86
106
101

99

M:
DS:
ES:

b

85

91

108

124

104,571 100
12,869 145
4,864 117

M:
DS:
ES:

M:
DS:
ES:

195,25
9,706
3,431

110
20,655
7,807

GRUPO II

a

118

112

114

82

109 M:

89 DS:
100 Es:

GRUPQO TV

2
96

108
82

128

128 M:
102 DS:
84 ES:

103,42
13,587
5,135

104
18,797
7,104

b
145
135
172
122
121
164
135

b
73
70

104
99

110

DS:
ES:

M:

DS:
ES:

142
19,714
7,451

91,200
18,431
8,246
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68.

B) PESO DE TESTICULO.

Respecto a los valores de peso testicular observamos que los gfg
pos IIT y IV de maxima dosis utilizada son los inferiores de todos los grupos,
existiendo al compararlos con el grupo control una diferencia claramente sig-
nificativa (P<0,002 y F<0,05) no existiendo significatividad en la diferencia

de ellos entre si.

En grupo II presenta un peso indistinguible estadisticamente del
grupo control (P:NS) mientras que al compararlo con el grupo III si existid -

una diferencia significativa a nivel de P<0,05.

Al relacionar el peso testicular con el de los animales enteros
se evidencia un progresivo incremento de estos valores relativos, con diferen
cia claramente significativa entre los grupos tratados farmacologicamente vy
el control a nivel de P<0,001 para todos ellos, mientras que al comparar los
valores de los grupos de mdxima dosis III y IV no existieron diferencias apre
ciables (P:NS), asi mismo ocurrié al comparar el II y el III.(P:NS) pero por
el contrario entre el grupo IT y IV si fué valorable esta diferencia (P<0,01).



CUADRDO

PESO DE TESTICULO.

VIII

RATAS PUBERALES

69.'

GRUPQ 1

2,424
2,788
2,476
1,931
2,451
2,531
2,379
2,829

‘M:

DS:
ES:

GRUPO

2,110
1,672
2,341
2,109
2,177
2,298
2,129

II1

M:
DS:
ES:

2,476
0,276
0,097

2,111
0,216
0,081

GRUPO

2,499
2,518
2,530
2,464
1,901
2,400
2,398

2,141
1,534
2,304
2,163
2,156

II

GRUPO

IV

DS:
ES:

DS:
ES:

2,387
0,220
0,083

2,061
0,297
0,132




PESO DE TESTE / mg.
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RELACION PESO TESTE / PESO RATA

CUADRO IX

RATAS PUBERALES

GRUPOQ

12,559
13,533
13,755
10,163
11,808
13,534
11,604
14,507

[

M:
DS:
ES:

GRUPO

24,705
18,373
21,675
15,848
17,008
21,170
18,196

I11

M:
DS:
ES:

12,694
1,417
0,501

19,567
3,084
1,166

GRUPO

17,234
18,651
18,740
14,325
15,581
19,834
14,621

IV

II

DS:
ES:

DS:
ES:

16,998
2,185
0,826

22,994
3,693
1,651

71.
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FIGURA 9
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73.

C) PESO DE EPIDIDIMO.

El peso de epididimo se representa en la FIGURA 10 y CUADRO X ,
donde se observa unos valores medios menores en los grupos III y IV respecto

al control, no obstante su diferencia no resulté significativa estadisticamen
te (P:NS).

Al relacionar el peso de epididimo con el peso de la rata se evi
dencid un progresivo incremento en los valores medios, siendo significativa -
la diferencia al comparar los tres grupos tratados con el control y no exis—

tiendo esta significatividad al relacionarlos entre si.



PESO DE EPIDIDIMO.

CUADRO X

RATAS PUBERALES

74.

GRUPQO I

0,418
0,492
0,368
0,319
0,358
0,485 M:
0,579 DS:
0,534 ES:

GRUPQ I1I

0,328

0,178

0,360

0,370

0, 361 M:

0,417 DS:
0,363 ES:

0,444
0,092
0,032

0,339
0,075
0,028

GRUPO II

0,534
0,488
0,434
0,432
0,323
0,333
0,400

GRUPO IV

0,302
0,166
0,397
0,462
0,401

DS:
ES:

DS:
ES:

0,420
0,076
0,029

0,345
0,12
0,05
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CUADRO XI

RELACION PESO EPIDIDIMO / PESO RATA

RATAS PUBERALES

76.

GRUPO I

2,165

2,388

2,044

1,678

1,737 ,

2,593 M: 2,270
2,824 DS: 0,437
2,738 ES: 0,154

GRUPO III

3,858
1,956
3,333
2,983
3,610 M: 3,102
2,875 DS: 0,614
3,102 ES: 0,232

GRUPQ II

3,682

3,614

3,214

2,511

2,647

2,752 M:

2,439 DS:
- ES:

GRUPO 1V

4,136
2,371
3,817
4,666
3,645

2,979
0,520
0,196
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FIGURA 11
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78.

D) TESTOSTERONA PLASMATICA.

La testosterona plasmitica como se vé en el CUADRO XII presenta
unos valores medios en los tres primeros grupos muy similares mientras que en
el grupo IV este valor medio es claramente inferior, no obstante como se apre
cia en la FFIGURA 12 este descenso no alcanzd significatividad estadistica, da

do el muy escaso nimero de muestras que se pudieron determinar.



CUADRO XII

TESTOSTERONA PLASMATICA ng. 7 ml.

RATAS PUBERALES

79.

GRUPO 1

160
126
293
240
220
226
213
240

M:
DS:
ES:

GRUPO ITII

266
173
133
226
106
280
333

M:
DS:
ES:

214,75
51,310
18,141

216,71
82,88
31,327

GRUPO ITI

253

320

240

126

173

- M:
DS:
ES:

GRUPO 1V

166

173

166

- M:
DS:
ES:

222,400
75,008
33,544

168,333
4,041
2,333
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1.

E) PRODUCCION DE TESTOSTERONA POR LAS CELULAS AISLADAS DE LEYDIG
EN EL MEDIO DE INCUBACION. |

Los resultados obtenidos tanto en situacién basal como trds esti
mulo con HCG son representados en la FIGURA 13 y CUADRO XIIT.

En situacidn basal se observa un muy notable descenso del grupo
IV respecto al control, con una alta significatividad estadistica (P<0,01) —
siendo tambien ostensible esta diferencia al comparar dicho grupo con los de-
mas sometidos a tratamiento.

Trds estimulo con HCG observamos como existe una clara diferencia
de los grupos tratados con dosis midximas (III y IV) al compararlos con el con-
trol, con un muy alto grado de significatividad en su diferencia (P<0,01;P<0 001)

siendo a su vez significativa la diferencia de ellos entre si.

El grupo con la minima dosis utilizada fué en su produccién tras
estimulo indistinguible estadisticamente del grupo control, presentando por el

contrario un alto grado de significatividad su diferencia con los grupos III y
1v.

Al comparar la produccidn basal con la obtenida tris estimulo con
HCG se aprecia en todos los grupos un claro incremento con alta significativi-
dad estadistica (P<0,001).



CUADRO XIII

82,

PRODUCCION DE TESTOSTERONA EN EL MEDIO DE INCUBACION ngr/teste

RATAS PUBERALES

GRUPO I

BASAL 38,598
40,398
46,998

H.C.G. 195,191
107,499
183,699
123,300
230,898
178,299
146,898
157,998

GRUPQ ITII

BASAL 41,199
34,398
42,498

H.C.G. 86,100
113,850
107,298
93,999
115,200
112,500
78,798

115,200

M:
DS:
ES:

DS:
ES:

M:
DS:
ES:

M:
DS:
ES:

GRUPO 11
41,998 BASAL: 20,700
4,422 27,600
2,555 29,499
H.C.G. 131,100
130,599
132,108
145,299
142,200
165,474 186,300
40,002 144,198
14,143 174,000
GRUPO 1V
39,365 BASAL 15,300
4,35 12,699
2,51 -
H.C.G. 67,200
60,099
60,900
56,199
63,000
102,86 44,598
14,52 63,999
5,135 61,098

DS:
ES:

DS:
ES:

DS:
ES:

DS:
ES:

25,933
4,630
2,673

148,237
20,826
7,363

14,00
1,839
1,301

59,637
6,861
2,426
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PRODUCCION DE TESTOSTERONA AL MEDIO DE INCUBACION ng. / TESTE /180’

( PUBERALES)

FIGURA 13
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84.
RATAS ADULTAS

PRODUCCION DE TESTOSTERONA POR LAS CELULAS AISLADAS DE LEYDIG EN
EL MEDIO DE INCUBACION,

La liberacidn de testosterona al medio de incubacidn, tras el pe
riodo establecido, tanto en situacidn basal como trds estimulo, se representan
en la FIGURA 14 y CUADRO XIV. Se puede observar como en condiciones basales,el
grupo tratado con 5 ug /100 g-/dia, presenta mayor produccidn de testosterona,
con una diferencia significativa con los restantes grupos, obteniendose la de
mayor grado P<0,01 con el grupo III. Los grupos de mids alta dosis no presentan
diferencia significativa entre ambos, existiendo en el grupo de 50 pg /100 g~/
dia una diferencia a nivel de P<0,05 con el control y no siendo significativa

esta diferencia con el grupo tercero.

Tras estimulo con HCG se evidencia una mayor produccidn de testos
terona en el grupo segundo, similarmente a lo ocurrido en condiciones basales,
siendo significativa su diferencia con la del grupo control (P<0,01) y de mayor
grado atn la obtenida al compararse con los dos grupos restantes que a su vez -
tambien presentan un gran descenso de produccidn con respecto a la del grupo -
control con significatividad a nivel de P<0,001, siendo el grupo tercero el que

presenta un menor valor medio, inferior incluso al del grupo IV.

Junto a la marcada diferencia existente entre los valores medios
del grupo control y I al comparar la liberacion de testosterona en situacién ba
sal y trds estimulo (P<0,001 y P<0,05) contrasta extraordinariamente la falta -
de diferencia entre los valores de los grupos III y IV (P:NS), objetivandose -
por tanto la nula respuesta de las células obtenidas de las ratas de dichos gru
pos ante el estimulo especifico.



85.

CUADRO X1V

PRODUCCION DE TESTOSTERONA EN EL MEDIO DE INCUBACION ng /teste
RATAS ADULTAS

GRUPO I GRUPO II
BASAL 26,088 M: 30,528 BASAL 41,850 M: 48,716
32,898 DS: 3,848 45,699 DS: 8,773
32,598 ES: 2,222 58,599 ES: 5,065
H.C.G. 50,298 H.C.G. 90,198
52,098 108,498
46,398 69,399
53,400 86,85
49,050 80,400
46,398 M: 49,818 39,498 M: 78,943
49,500 DS: 2,531 70,800 DS: 20,094
51,399 ES: 0,895 85,899 ES: 7,104
GRUPO III GRUPO 1V
BASAL 22,200 M: 21,233 BASAL 22,980 M: 22,550
125,800 DS: 5,119 24,900 DS: 2,592
15,699 ES: 2,956 19,770 ES: 1,496
H.C.G. 22,698 26,919
22,698 31,242
21,198 28,557
19,599 30,261
16,200 17,422
16,500 M: 18,737 26,985 M: 29,900
16,899 DS: 3,262 32,226 DS: 7,822

14,100 ES: 1,153 45,588 ES: 2,766
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EPICRITICA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS



88§.

En razdn a su edad, las ratas utilizadas en nuestra experien
cia, pueden considerarse prepuberales, puberales y adultas, Segﬁn trabajos
publicados por otros autores (NEGRO-VILAR,A., KRULICH,L. y Mc.CANN,S.M., -
1.973) (GUPTA,D., ZARZYCKI,J. y RAGER,K., 1.975).

Las ratas tratadas con el fiarmaco, tanto prepuberales como -
puberales, experimentaron un descenso ponderal significativo y mientras —
que en las primeras éste s6lo fué evidente a las dosis de 50 pg ./100 g ./
dia, en las segundas ya con 5 ug . se manifesté el déficit, si bien mds —
notable a las dosis mdximas. Descenso en el peso de los animales, trds el
tratamiento con glucocorticoides ha sido resefiada ya anteriormente por -
TICE,L.W. y ENGEL,A.G. (1.967), ELLIS,J.T. (1.956) y en una experiencia de
similar duracidn a la nuestra, con dosis altas de cortisona por TISSEL,L.E.
(1.970). Nosotros observamos idéntico efecto en trabajo desarrollado con
anterioridad, en el cual a ratas adultas se les administrd dexametasona a
dosis semejantes y con idéntica duracidon a la de la experiencia actual (RO
MERO,Z.A., 1.977).

Parece ser que los glucocorticoides pueden provocar un des—
censo en el peso, tanto en los animales de experimentacién como en el hom-
bre, por sus propios mecanismos de accidén bioldgica, fundamentalmente por
su ACCION CATABOLICA a nivel de los tejidos y por su accién inhibitoria so
bre los FACTORES HORMONALES DE CRECIMIENTO.

A 1a ACCION CATABOLICA, a nivel del tejido muscular y Oseo,
es a la que parece corresponder la mayor cuantia de esta pérdida ponderal
de los animales tratados. Pérdida de masa muscular, producida por los glu
cocorticoides, ha sido observada por TICE,L.W. y cols. (1.967), ELLIS,J.T.,
(1.956), D'AGOSTINO,A.N. y CHIGA,M. (1.966) asi como en nuestras ratas. La
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miopatia glucocorticoidea se ha intentado explicar por varios mecanismos
pudiendose comprobar un descenso en la incorporacién de aminodcidos a las
proteinas (ARIYOSHI y PLAGER,J.E., 1.970) una inhibicién del transporte
de aminoicidos (KOSTYO,J.L., 1.965) asi como alteraciones estructurales -
en las mitocondrias de las fibras musculares con pérdida de su funcién -
(BULLOCK,J.R., CHRISTIAN,R.A., PETERS,R.F. y WHITE,A.M., 1.971). Por otra
parte las acciones catabdlicas sobre el tejido &seo, descritas por STOREY,
E. (1.969) entre otros, vienen dadas por una disminucidén de la divisidn -
celular del nimero de osteoblastos y osteoclastos asi como escasez en la
formacidén de hueso, con la consecuente rarefaccidn de las trabéculas Gseas
(osteoporosis).

Entre los FACTORES HORMONALES que actGian, de forma fundamen
tal y positiva, sobre el potencial de crecimiento, se encuentran la hormo

na somatotropa (GH), las hormonas tiroideas, la insulina y los andrégenos.

Se sabe que los glucocorticoides, administrados a altas do-
sis, descienden en el hombre, la respuesta de HGH a la hipoglucemia insu-
linica, siendo mayor esta inhibicidn en tratamientos crdénicos (FRANZ,A.G.,
y RABKIN,M.T., 1.964). En un estudio WERDER,K., VON HANE,S. y FORSHAN,P.H.
(1.971) demostraron que la dexametasona inhibia la respuesta de HGH a 1la
hipoglucemia en razdn directa al tiempo en que se administrd el farmaco.
Existen por el contrario otras referencias en nifios con retraso de creci-
miento, inducido por glucocorticoides en los que la respuesta de HGH al -
estimulo fué normal (MORRIS,H.G., JPRGENSEN,J.R. y JENKINS,S.A., 1.968),
lo que sugiere que la respuesta de HGH al estimulo, no es representativa
de su produccidén, o bien que otros mecanismos son mis importantes que és-
te. Independientemente de esta probable accidn a nivel superior, se ha —
comprobado, que la administracidn de glucocorticoides retrasa el crecimien
to lineal producido por HGH en nifios con hipopituitarismo y ratas hipofi-
sectomizadas (SOYKA,L.F. y GRAWFORD,J.D., 1.965). Esto induce a pensar que
los glucocorticoides puedan ser antagonistas de la hormona somatotropa, es

tando dicho antagonismo quizds en relacidén con la formacidén o accidn de la



90.

somatomedina (factor sintetizado en el higado, que se cree dependiente de
la HGH y a través del cual ejerce su accidn dicha hormona). En este senti
do la administracién de acetato de cortisona se ha demostrado desciende -
la actividad de somatomedina en el suero de ratas hipofisectomizadas tra-
tadas con GH (PHILLIPS,L.S., HERINGTON,A.C. y DAUGHADAY,W.H., 1.973) (PHL
LLIPS,L.S., HERINGTON,A.C., MUELLER,M.C. y DAUGHADAY,W.H., 1.973) (MOSIER,
H.D.Jr., JANSONS,R.A., HILL,RR. y DEARDEN,L.C., 1.976). Asimismo niveles
muy altos de cortisol se ha visto que disminuyen la accién periférica de
somatomedina (CLARKE,J.S. y cols., 1.974). Paralelamente se ha comprobado
que la administracién de glucocorticoides puede inhibir la secrecién de hor
monas tiroideas (BROWN-GRANT,K., 1.955) asi como de TSH hipofisaria (OTSUKE,
M. y BABA,S., 1.973) y antagonizan la accidn periférica de la insulina (CZE
CH,M.P. y FAIN,J.N., 1.972), por otra parte no sabemos, a la vista de nues-
tros resultados, en la medida que podria haber influido el déficit androgé-

nico en la pérdida de peso de nuestros animales.

El PESO TESTICULAR, similar en nuestros grupos controles al
resenado por PAYNE,A.H., KELCH,R.P., MURONO,E.P. y KERLAN,J.T. (1.977) fué
menor, en las ratas puberales tratadas con las maximas dosis del farmaco,
mientras que en las prepuberales no se objetivo diferencia con el grupo —
control. La causa de este descenso de peso testicular en las ratas pubera-
les, pudiera estar relacionado con la afectacidn del tejido germinal que -
como se sabe es al que corresponde en mayor cuantia el desarrollo ponderal
del teste. A este respecto ha sido sefialado por ALBERT,A. (1.961) que los
glucocorticoides (cortisona) ejercen una accidn nociva sobre el epitelio -
geminal de la rata y el ratdén, mostrando a su vez VERJANS,H.L. y EIK-NES,
K.B. (1.975) un incremento en los niveles de FSH en ratas tratadas con de-

xametasona.

Al RELACIONAR EL PESO DE TESTE CON EL PESO DEL ANIMAL ENTERO,
encontramos unos valores incrementados de forma progresiva, paralelamente al

aumento en las dosis de glucocorticoides utilizadas, que interpretamos sea -
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debido a la importante afectacidén sufrida por el peso de los animales.

Con respecto al PESO DE EPIDIDIMO, no se obtuvo diferencia
en ninguno de los grupos de ratas tratadas al compararlas con las ratas -
controles, a excepcidn de las ratas prepuberales con la minima dosis del
farmaco en que existid un incremento. Como se resefid en el capitulo de IN
TRODUCCION, el epididimo necesita para su trofismo, junto a la presencia
de liquido seminal y espermatozoides (PRASAD,M.R.N., RAJALAKSHMI,M., GUP-
TA,G. y KARKUN,T., 1.973) triple cantidad de andrdgenos que el resto de -
las glandulas accesorias(PRASAD,M.R.N. y cols., 1.973). Nosotros en expe-
riencias antes mencionadas (ROMERO,Z.A., 1.977) pudimos observar como el
peso del epididimo disminuia trads tratar ratas adultas con altas dosis de
dexametasona, resultados que contrastan con los obtenidos en la actual ex
periencia. No hemos encontrado en la literatura otros datos en cuanto al
efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre el peso del epididimo,
pero si hay referencias bibliogrdficas de la accidén de los glucocorticoi-
des contrarrestando el crecimiento testosterona-inducido en los érganos -
accesorios de la reproduccidn (prostata y vesiculas seminales), datos es-
tos aportados por TISSEL,L.E. (1.972)

En 1o que se refiere a LA RELACION PESO DE EPIDIDIMO/PESO RA
TA, los valores encontrados, en forma similar a lo observado con el peso -
de teste, parecen estar estar mas en relacién con la gran pérdida de peso
de los animales.

LOS NIVELES CIRCULANTES DE TESTOSTERONA PLASMATICA, en el —
curso de la vida de la rata, muestran un incremento brusco en corto espa—
cio de tiempo y asi partiendo de valores de 30 ng. .% ml., alcanzan nive-
les 4-5 veces superiores al cabo de sdlo 2-3 dias. Existe alin cierta dis—
crepancia entre los distintos autores en cuanto al dia exacto en que se
produce la mencionada subida definitiva y asi mientras que GUPTA,D., ZAR—
ZICKI,J. y RAGER,K. (1.974) sithGan esta alrededor del dia 25, KNORR,D.W.,
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VANHA-PERTTULA,T. y LIPSETT,M.B. (1.970) lo hacen en el dia 35, y MIYACHI,
Y., NIESCHLAG,E. y LIPSETT;M.B. (1.973) por el contrario en el dia 18.

Nuestras ratas prepuberales controles, al final de la expe-
riencia presentaban unos valores de testosterona circulante, semejante a
los referidos por dichos autores para ratas de la misma edad. En los gru-
pos de las ratas prepuberales tratadas no hemos encontrado diferencia al-
guna al respecto a los controles. Dicho hallazgo contrasta con el obteni-
do en nuestro trabajo previo antes mencionado (ROMERO,Z.A., 1.977) y que
al tratar ratas adultas con idénticas dosis a las del actual trabajo, los
niveles de testosterona plasmitica fueron muy inferiores en los grupos —

tratados con las maximas dosis.

Existen escasos datos y una gran discrepancia en la litera-
tura en cuanto al efecto del tratamiento con glucocorticoides sobre los -
niveles de testosterona circulante. Asi VERJANS,H.L. y cols. (1.975) tras
someter a tratamiento a 5 ratas adultas con 1 mg.. de dexametasona y tras
compararlas con 4 ratas controles, no encontraron diferencias significa—
tivas entre ambos grupos. En el jabali LIPTRAP,R.M. y RAESIDE,J.I. (1.974)
cencuentran por el contrario un significativo aumento de los niveles de tes
tosterona con la aplicacidén de una sola dosis de 250 6 500 mg. de corti-
sol. En la clinica humana tambien se han producido observaciones sobre el
tema y asi DOERR,P. y PIRKE,K.M. (1.975) observaron que tratando durante -
3 dias con 1,5 mg. .. de dexametasona a 15 sujetos varones, los niveles de
testosterona circulante presentaron un claro descenso al tercer dia. Para-
lelamente a estos trabajos, otros autores (BEITTINS,I.Z., BAYARD,B., KOWARS
KI,A. y MIGEON,C.J., 1.973) (SMALS,A.G.H., KLOPPENBORG,P.W.C. y BENRAAD,T.
J., 1.974)'tras inyectar ACTH constataron un descenso en los niveles de —
testosterona plasmitica en los sujetos tratados, presentandose a su vez en
ellos unos niveles de cortisol plasmdtico del mismo rango que los aprecia-
dos por DOERR,P. y PIRKE,K.M. (1.976). Por otra parte HAJJAR,R.A., HILL,C.
S. y SAMAAN,N.A. (1.975) estudiando un paciente con hipersecreccién de ACTH

por probable carcinoma medular de tiroides, observaron que los niveles de -
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testosterona se encontraban bajos coincidiendo con unos niveles de corti-
sol plasmitico enormemente elevados, normalizandose los primeros trds adre
nalectomia. Se ha comprobado asi mismo que trds tratamiento de ratas adul-
tas con ACTH depot a dosis de 1 UI/100 g./dia durante 6 dias, los niveles
de testosterona plasmitica descendieron de forma clara en el grupo tratado
respecto a los controles (AZNAR,M. y cols., 1.977).

El descenso de los niveles de testosterona circulante,induci
do por los glucocorticoides podria estar condicionado a una afectacién a
cualquier nivel del eje hipotdlamo-hip6fisis-gonadas. Relacionado con una
afectacidn a nivel superior existen escasos y discrepantes datos en la 1li-
teratura. Asi EUKER,J.S., MEITES,J. y RIEGLE,G.D. (1.975) han encontrado -
que tras el streés en las ratas existe un incremento en los niveles de LH
en los primeros 15 minutos, que se suprime tras tratamiento previo con de-
xametasona. En otro estudio practicado por BALDWIN,D.M. y SAWER. (1.974) -
se ha comprobado tambien que la dexametasona desciende la sintesis y libe-
racion de IH en ratas hembras. Por el contrario VERJANS,H.L. y cols. (1.975)
en ratas tratadas con dexametasona, 1 mg./dia durante 7 dias, no encontra-
ron variacidn en los niveles de LH respecto a los controles. En humanos tam
bién se ha comprobado (SAKAKURA,M., TAKEBE,K. y NAKAGAWA,S., 1.975) que -
tras un tratamiento crdnico con glucocorticoides se suprime la respuesta de
LH al factor liberador hipotaldmico (LH-RH) en la mujer, mientras que en -

los hombre adultos no se presentd esta supresién o fué de forma moderada.

LOS RESULTADOS QUE HEMOS OBTENIDO TRAS INCUBAR LAS CELULAS IN
TERSTICIALES DE LEYDIG DE LAS RATAS, objeto de esta experiencia, creemos -
resultan de gran interés al enjuiciar las causas del descenso de los nive—

les circulantes de testosterona observados.

Nuestros resultados evidencian una gran diferencia entre 1la
produccién de testosterona al medio de incubacién por las células de LEYDIG
procedentes de las ratas prepuberales controles, que al final de la experien

cia contaban ya con 27 dias, y las puberales y adultas en que la produccidn
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de testosterona resultd diez veces superior. la estimulacidén especifica -
con HCG de los grupos controles duplicd sus valores basales en las ratas
prepuberales y adultas mientras que las puberales alcanzaron cifras cuatro

veces superiores.

PAYNE,A.H. y cols. (1.976) analizan cada 5 dias y a lo lar-
go de la vida de la rata, la produccidn de testosterona "'in vitro" por tes
tes incubados enteros, tanto en situacidn basal como trds tratamiento con
HCG, encontrando de forma similar a nosotros que sus valores basales sufren
un incremento a partir del dia 27 de vida, alcanzando veinte dias mis tar-

de cifras diez veces superiores.

En nuestra experiencia las c€lulas intersticiales procedentes
de las ratas adultas tratadas con glucocorticoides a las mdximas dosis, pre
sentan respecto a aquellas de las controles un descenso muy importante en -
los valores de testosterona liberados al medio, tanto en situacién basal co
mo trds estimulo. Estos resultados explicarian los hallazgos previos encon-
trados y reseflados en nuestra TESIS DE LICENCIATURA, de una disminucidén en
los niveles circulantes de testosterona y peso de epididimo en ratas aldul-
tas tratadas con glucocorticoides a altas dosis. Por su parte las ratas pu-
berales tambien experimentaron un descenso al utilizar las miximas dosis —
del farmaco tanto en situacién basal como trds estimulo, si bien esta afec-
tacidon fué de menor cuantia que en las adultas. Por Giltimo en las ratas pre
puberales no objetivamos descenso alguno, hecho que concuerda asimismo con
la ausencia de pérdida de peso de epididimo. No hemos encontrado en la lite
ratura experiencias que pudieramos comparar con la nuestra y s6lo posterior
mente al inicio de nuestro trabajo ha aparecido una comunicacién de EVAIN,
D., MORERA,A.M. y SAEZ,J.M. (1.976) en que utilizando ratas prepuberales de
47 dias de vida adrenalectomizadas y tratadas con muy altas dosis de dexame
tasona (200 ug../8 h.) durante un corto periodo de tiempo (s6lo 3 dias) no
encuentran diferencias respecto a los controles ni en los niveles de testos
terona plasmatica ni en la produccidén de testosterona "in vitro' por las
c€lulas de LEYDIG aisladas, no existiendo no obstante en dicho trabajo refe

rencias del ndmero de animales tratados.



95.

La diferencia en la afectacion celular obtenida en nuestras
ratas en relacidon al grado de madurez de los distintos grupos de animales,
parece estar relacionada con la capacidad potencial de dichas células pa-
ra producir testosterona y de ahi el mayor déficit objetivado en las célu
las pocedentes de las ratas adultas que por su mayor maduracién son porta-

doras de una mayor capacidad de liberacidén de testosterona.

Finalmente el importante grado de afectacidén de la capaci—
dad esteroidogenética de las células de LEYDIG encontrado en ambos grupos
de ratas adultas y puberales, plantea interesantes incdgnitas como son:
localizacidn bioquimica de la lesidén inducida, asi como su intimo mecanis
mo de produccién. En relacién con ello, ha sido observado que la mixima -
produccién de testosterona '"in vitro" coincide en la rata con el desarro-
1lo de actividad de 178-hidroxiesteroide-dehidrogenasa, producida entre -
los dias 40 y 60 de vida del animal (PAYNE,A.H. y cols. 1.976) (INANO,H.,
HORI,Y. y TAMAOKI,B., 1.967). Nuestros resultados, en los que las ratas -
prepuberales, que contaban al final de la experiencia con menos de 40 dias,
no se vieron afectadas, mientras que las puberales y adultas, por encima
de esta edad, presentaron un déficit en su produccién, podria hacer pen—
sar que la afectacidn observada pudiera estar relacionada con una disminu

¢idén en la actividad de 1a mencionada enzima.
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El andlisis de los resultados obtenidos, durante
el desarrollo del estudio nos permite establecer las siguien

tes conclusiones:

12. Al considerar el peso de los animales al fi-
nal de la experiencia, se evidencif una importante inhibi—
cién de crecimiento en las ratas puberales a todas las do—
sis utilizadas, contrariamente los animales prepuberales so

lo se afectaron tras el tratamiento con la mixima dosis.
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292, No existié alteracién valorable de peso testi
cular en las ratas prepuberales tratadas respecto a los con
troles, por el contrario en las puberales se aprecid un evi
dente descenso en las tratadas tanto con 25 ug. . como con

50 ug. . siendo este similar para ambos.

32, Los valores de peso de teste relativos al pe-
so del animal, fueron crecientes desde los grupos controles,
a los grupos de mixima dosis y tanto en las ratas prepubera
les como en las puberales, siendo ello expresifén de la ma—

yor afectacibén del peso del animal.

42, No se encontrd variacibn alguna al considerar
los pesos de los epididimos en los diferentes grupos de ani
males, si exceptuamos un valorable incremento para el grupo

de ratas prepuberales tratadas con la menor dosis.

5%. Cuando estudiamos el peso de epididimo referi
do al del animal entero, nos encontramos con que de forma -
similar a lo ocurrido con el teste, los valores medios son
crecientes de forma progresiva y con clara diferencia res—

pecto de los controles en ambos estadios de desarrollo.

62, Los valores de testosterona circulante de las

ratas puberales tratadas no mostraron diferencias respecto a
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los de las ratas controles, contrastando con lo encontrado -
en experiencias anteriores en ratas adultas tratadas con 1la

misma pauta.

72. El estudio de la capacidad de liberacién de
testosterona, por las cé&lulas intersticiales de los testes -
de los diferentes grupos de ratas, mostrd6 a nivel de las do-
sis de 25 y 50 pg. . una evidente disminucién de la funcidn
esteroidogénica siendo esta méds evidente en situacién de es-
timulo con HCG y tanto para el grupo de ratas adultas como -
para el puberal. No se apreci6 dicho efecto en las células -

procedentes de las ratas prepuberales.

82. La afectacién de la capacidad de liberar tes-
tosterona al medio de incubacibén por las células de LEYDIG -
aisladas, se mostrd en estrecha relacibén con el grado de ma-
durez del animal tratado, la afectacién fué mayor en las ra-
tas adultas, menor en las puberales y nula en las prepubera-

les.

9¢. El grado de afectacién de los pardmetros estu
diados se encuentra en relacibn tambien con las dosis de glu
cocorticoides utilizadas, siendo a las médximas dosis (25 y
50 ug. /100 g:'/dia) donde las alteraciones fueron m&s nota—

bies.
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102, Como conclusidn final, resumen de nuestras
experiencias, podemos establecer que el tratamiento de ra-
tas de diferentes edades y con diversas dosis de Dexameta-
sona produjo en las ratas adultas una disminucién de la 1i
beracibn de testosterona "in vitro" por la célula de LEY—
DIG, descenso de los niveles plasmdticos de testosterona -
circulante asi como del peso de epididimo. En las pubera—
les se obtuvo s6lo una menor liberacibén de testosterona -
por las cé&lulas aisladas mientras que en las ratas prepube
rales no conseguimos objetivar disminuéién en ninguno de -
los paré@metros analizados. Parece claro por tanto que la -
administracibén crdénica de dosis elevadas de glucocorticoi-
des produce una afectacidn de la liberacibn de testostero-
na por la célula intersticial, estando el grado de déficit

en estrecha relacién con el grado de madurez del animal.
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