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Chalones are physiological inhibitors of cell proliferation that act either at the G, or G, phase
of the cell cycle. They have been described for a variety of tissues, including the semini-
ferous epithelium. In vivo and in vitro characterization of rat G, spermatogonial chalone dem-
onstrate that it is a glycoprotein, heat-labile, molecular weight under 5,000 D, tissue specific
but not species-specific, active at physiological pH, with a mechanism of cell action mediated
by cyclic AMP. The origin of the substance are the differentiated cells of the spermatogenesis
from primary spermatocytes up to round spermatids. The target cells are the type A (and
perhaps only the Ag) spermatogonia. The inhibitory effect, measured as a decrease in the
uptake of H3-thymidine into testicular DNA, is not dependent on testicular steroids, Sertoli
cell products (inhibin or the like) nor on the hypothalamic-hypophyseal-gonadal axis, since
it occurs in vitro.

In the mouse, the biological half-life (in vivo) of the G, spermatogonial chalone is around
14 hs. Chronic administration for the entire length of mouse spermatogenesis does not
alter spermatogenic kinetics nor does it result in azoospermia.

The biological effect of the G; spermatogonial chalone can be counteracted in vitro by
means of an immune rabbit serum raised against a partially purified rat testicular extract

(source of the chalone).
INTRODUCCION

La proliferacién gonial en el testiculo esta
regulada en gran medida por inhibidores
fisiologicos que act@ian en diferentes eta-
pas del ciclo celular de las espermatogonias
del tipo A. A estos factores se les ha desig-
nado con el nombre general de chalonas.
La presencia de chalonas en el testiculo
fue demostrada hace mdis de una década
por Clermont y Mauger (1-2) al encontrar
que un extracto testicular inhibia la incor-
poracion in vivo de 3H-timidina, tanto en
ratas irradiadas localmente al escroto como
en ratas prepuberes. En ambos casos la
proliferacidon espermatogonial esta significa-
tivamente aumentada con respecto a la rata
adulta normal. Esta chalona actuaria a
nivel de la etapa G; del ciclo celular, im-
pidiendo que las células entren en S.
También se ha demostrado la existencia
de una chalona espermatogonial G, (3),
cuya accion disminuye notoriamente el in-
dice mitotico en el testiculo de ratas irra-
diadas. Se ha postulado que las chalonas
testiculares actuarian fundamentalmente
sobre las espermatogonias A, inducidas a

proliferar por irradiacion del epitelio semi-
nifero, y que serian producidas por la po-
blacion mas diferenciada, A; - A,.
Thumann y Bustos-Obregbn (4) ob-
servaron que tubulos seminiferos de rata
irradiada localmente, incubados in vitro
con extracto testicular (sobrenadante de
105.000 g) presentaban una importante
disminucién en la incorporacion de 3H-
timidina. Esta fue la primera confirmacion
in vitro de la existencia de la chalona es-
permatogonial G; en el testiculo. Se en-
contr6, ademds, que este inhibidor es
termolabil, liofilizable, precipitable con
etanol y especifico de tejido, propiedades
que son compartidas con chalonas obte-
nidas de otros tejidos. Ademas se en-
contr6 que la curva de inhibicién de la
incorporacion de 3 H-timidina era compa-
tible con la teoria de ocupacion de re-
ceptores. Posteriormente, Thumann et al
(5) utilizando el bioensayo in vitro, demos-
traron que la actividad chalonica esper-
matogonial es especifica, independiente de
bacterias contaminantes, médxima a pH
fisiologico, y especie inespecifica. Por otra
parte, extractos acetdnicos testiculares

* Los resultados expuestos pertenecen a trabajos realizados en colaboracion con: Alex Thumann, Roberto Carboni,

Patricia Arenas, Enrique Castellon.
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mantenian la actividad inhibidora, lo que
indica que su accion es independiente de
lipidos y esteroides testiculares. Ademas,
mostraron que la produccién de esta cha-
lona estd asociada a las células de la linea
germinal del tibulo seminifero de rata y
que existe una correlacién entre la produc-
cibn de este inhibidor mitoético, la edad
del animal y la aparicién de células mads
diferenciadas (tales como espermatocitos)
en el testiculo de la rata prepuber, por lo
que postularon que en las condiciones
usadas, los espermatocitos serian las cé-
lulas responsables de la produccidén de la
chalona espermatogonial. Paralelamente
se observd un aumento progresivo de la
sensibilidad en las células que responden a
este inhibidor, la cual es mé4xima a los 25
dias de edad para disminuir posteriormente
como consecuencia del establecimiento de
la linea germinal completa, ya que con ello
se determinan las condiciones de autorre-
gulacidén propias del testiculo adulto nor-
mal.

En la mayoria de los mamiferos, el t0-
bulo seminifero presenta una ordenacidn
espacial en estratos celulares que van desde
la membrana basal hacia el lumen. Junto
a la membrana basal se encuentran las
espermatogonias que daran origen por mi-
tosis a los precursores de los espermatozoi-
des. En ratén, al igual que en la rata, las
espermatogonias reciben denominaciones
de A, (células troncales de reserva), A,,
A,, A;, A; (células troncales en renova-
cibn), intermedias y B (espermatogonias
diferenciadas) (6). Normalmente las esper-
matogonias del tipo A, estin en reposo
mitotico, pero pueden ser inducidas a en-
trar en mitosis luego de una irradiacion
local al escroto con una dosis determinada
de rayos X (por ejemplo, 300 r, que produ-
cen una deplecién parcial del tibulo semi-
nifero). Fundamentalmente son destruidas
las células en activa proliferacion (A; - Ay,
Intermedias y B), mientras que los esper-
matocitos y las espermatidas no son afec-
tados y contindan su evolucidon hacia
espermatozoide. Sin embargo, las esper-
matogonias A, s6lo disminuyen en un pe-

RDNA (control) — RDNA (experimental)
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quefio porcentaje. lLas espermatogonias re-
manentes entran en activa proliferacion y
son capaces de repoblar el tabulo semini-
fero. En la rata a los 11 dias y en raton a
los 7 dias postirradiacion (7), se produce
una activa repoblacion del tibulo semini-
fero a expensas de las espermatogonias
A, radiorresistentes. Es este modelo de
animal irradiado el utilizado en nuestros
experimentos, tanto in vivo como in vitro,
para el ensayo de la actividad chalénica.

En el presente trabajo se muestran los
resultados de la caracterizacién biologica
de la chalona espermatogonial G; tanto
in vivo como in vitro, fundamentalmente
en lo que se refiere a su vida media bio-
logica, su produccidon y probable mecanis-
mo de accidon. Ademas se incluyen algunos
datos preliminares sobre su purificacion.

VIDA MEDIA BIOLOGICA DE LA CHALONA
ESPERMATOGONIAL G,

Se estudi6 la vida media biolbgica in vivo
de la chalona espermatogonial G,, para lo
cual se irradiaron ratones machos de la
cepa A/Sn localmente al escroto con 300 r
de rayos X. A los 7 dias postirradiacion
se inyectaron i.p. distintos grupos de ani-
males con 4 dosis de extracto testicular
(3,5 mg c/u) a intervalos de 2, 4, 8, 12,
14, 18, 24 y 48 h. Paralelamente se inyec-
taron grupos controles con solucién salina
(PBS) a los mismos intervalos. Diez horas
después de la wltima inyeccidn se les ad-
ministrdé i.p. a todos los ratones una dosis
de 1 uCi/g de peso corporal de *H-timi-
dina. Dos horas maés tarde se sacrificaron
y se procesaron sus testiculos para deter-
minacion de radiactividad especifica y
cuantificaciébn de DNA por el método de
Schneider (8) y Burton (9). Se observo
que la actividad inhibidora se mantuvo
hasta las 12 h, disminuyendo rapidamente
para llegar a niveles basales a las 18 h
(Fig. 1). La actividad bioldgica media se
encuentra aproximadamente a las 16 h.
La actividad chaldnica se expresa, en todos
los casos, como fraccion de inhibicion de
la incorporaciéon de 3H-timidina (F.L*).

RDNA = Radiactividad especifica del DNA
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Fig. 1: Analisis de la vida media de la actividad biologi-
ca de la chalona espermatogonial Gy de raton. Se inyec-
taron ratones (4 animales por grupo) 7 dias postirradia-
cion con PBS o extracto testicular (E.T.). Estos animales
reciben 4 inyecciones intraperitoneales a intervalos de
2,4, 8,12, 14, 18, 24 y 48 h. Los resultados se expresan
como la fraccién de inhibicién (F.1.) de la incorporacién
de *H-TdR.

TRATAMIENTOS PROLONGADOS CON
EXTRACTO TESTICULAR

Con el objeto de estudiar la accidén pro-
longada in vivo de la actividad chal6nica
se utilizaron ratones machos adultos de
la cepa A/Sn, 7 dias postirradiaciéon local
al escroto. Distintos grupos de estos ani-
males se inyectaron i.p. con extracto testi-
cular (3,5 mg) cada 12 h, durante §, 16,
24 y 32 dias. Paralelamente se inyectaron
ratones en las mismas condiciones, con
PBS como control. A las 12 h después
de la Gltima inyeccion se les administro
i.p. a todos los animales una dosis de 2,5
uCi/g peso corporal de 3 H-timidina, dejan-
doseles completar su espermatogénesis. Al
cabo de este tiempo (35 dias postprimera
inyeccién) se sacrificaron todos los rato-
nes. Uno de sus testiculos fue utilizado
para determinar radiactividad especifica y
cuantificar DNA y el contralateral fue fi-
jado en Bouin, incluido en parafina y pro-
cesado para radioautografia. Los radioauto-
gramas se tifieron con técnica corriente
(hematoxilina - eosina) y fueron examina-
dos con un aumento de 1.000x con el
objeto de establecer el tipo de célula ger-
minal marcada tanto en controles como
experimentales. Se encontré que la F.L
se mantuvo aproximadamente constante a
lo largo del tratamiento (Fig. 2). Compa-
rando el indice de marcacion y el tipo ce-
lular marcado de acuerdo a los estados del
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Fig. 2: Efecto de tratamientos prolongados con chalona
espermatogonial Gj de ratén. Se inyectaron ratones in-
traperitonealmente 7 dias postirradiacién con PBS o ex-
tracto testicular cada 12 h, durante 8, 16, 24 y 32 dias.
Doce horas después de la Gltima inyeccion se administrd
a todos los animales *H-TdR (2,5 uC/g peso corporal) y
se sacrificaron 35 dias después de la primera inyeccién
de PBS o extracto testicular (E.T.). Los resultados se
expresan, como se indicd, en la leyenda de la Fig. 1.

ciclo del epitelio seminifero del raton, en
los radioautogramas se encontrd que en los
animales tratados con extracto testicular
durante 8 dias, tanto en controles como ex-
perimentales, la marca se concentraba en
espermdtidas maduras de los estados VI
al VIII (Tabla I). En ratones tratados du-
rante 16 dias (controles y experimentales)
las células marcadas correspondian a esper-
matidas redondas de los estados IV al VL
En el grupo que recibié extracto testicular
(o PBS) durante 24 dias, la marca se pre-
sentd en los espermatocitos en paquiteno
de los estados IX y X. El tltimo grupo (32
dias de tratamiento) mostrd espermatocitos
en leptoteno de los estados IX al XI, mar-
cados (Tabla I). Con respecto a la histo-
logia de los tabulos seminiferos, el trata-
miento con extracto testicular no causd
un dafio significativo al ser comparado con
el tratamiento andlogo con PBS (Tabla I).

ENSAYO IN VITRO DE LA CHALONA
ESPERMATOGONIAL G,

Para el ensayo in vitro de la actividad cha-
lonica se utilizan generalmente ratas ma-
cho adultas de las cepas Donju o Sprague-
Dawley irradiadas localmente al escroto
con 300 r de radiacion X. A los 11 dias
postirradiacion (méaximo indice proliferati-
vo) se sacrifican los animales, se extraen
sus testiculos y se disgregan manualmente
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TABLA1

Porcentaje de marcacién de células espermatogénicas en distintos estados del ciclo del epitelio seminifero de
ratones bajo tratamiento prolongado con extracto testicular (E.T.)

Tiempo Grupos* Indice de Tipo Estado del

(dias) marcacion** celular ciclo
Control (PBS) 40,45 Espermatidas

8 dias VI- VIII
Experimental (E.T.) 38,22 maduras
Control 39,42 Espermatidas

16 dias V- VI
Experimental 38,31 redondas
Control 44,00

24 dias Paquitenos IX- XI
Experimental 44,23
Control 38,87 Leptotenos

32 dias y IX - XI
Experimental 40,75 Zigotenos

*  Animales tratados con PBS o extracto testicular (E.T.).

** Se consideraron tres ratones por grupo, contandose células marcadas en 20 tbulos en corte transversal por cada

animal. Tomada de Bustos-Obregon (17).

los tubulos seminiferos. Estos tabulos
(150 - 200 mg por ensayo) se incuban
segln la técnica de Steinberger ef al. (10)
modificada, en medio de cultivo minimo
con sales de Hank y glutamina, suero fetal
de ternera al 10%, Hepes 10 mM pH 7,2
y piruvato de Na 1 mM. Dependiendo del
ensayo se adiciona 0,7 ml de la fracciéon
a la cual se desea determinar actividad
chalonica totalizando un volumen de 7 ml
por placa de cultivo. Después de 2 h de
incubacién a 310, se da un pulso de 25
¢Ci de 3H-timidina por placa, y luego se
incuba por 1 h mas en las mismas condi-
ciones. Posteriormente, los tdbulos son
congelados hasta la cuantificacion de DNA
y radiactividad especifica. Los resultados
se expresan como la fraccidn de inhibicion
de la incorporacion de 3 H-timidina (F.L).
Cuando se incuban tabulos seminiferos de
rata irradiada con 35 mg de extracto tes-
ticular de rata adulta por placa de cultivo,
se obtienen F.I. de aproximadamente 0,50.

TIPO CELULAR INVOLUCRADO EN LA
PRODUCCION DE LA CHALONA

En trabajos previos (11) se sugeria que la
actividad chalonica era producida funda-
mentalmente por las células de la linea

germinal, ya que un extracto obtenido de
ratas ‘““Sertoli solo”*, no presentaba activi-
dad chalonica, la que coincide con la apari-
cibn de poblaciones celulares en diferen-
ciacibn (espermatocitos).

En experimentos recientes hemos usado
fracciones enriquecidas con distintos tipos
de células testiculares. Para ello se utiliza-
ron testiculos de ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley de 2,5 meses de edad, los
cuales fueron descapsulados y cortados en
trozos de 2 mm. Los tubulos cortados se
trataron con agitacién y luego con una
solucidn de tripsina al 20% mas DNAsa
S% por 20 min en las mismas condiciones
anteriores, segin la técnica propuesta por
Welsh y Wiebe (12). Luego de una serie de
filtraciones en mallas de seda de diferente
tamafio de poro se obtuvieron las siguientes
fracciones celulares:

a) Fraccion de células de Sertoli: 85%
de pureza determinada por microscopia
optica en frotis fijado con metanol acéti-
co y tefiido con orceina acética.

b) Fraccidon de espermatocitos y esper-
matogonias: 90 y 10, respectivamente,
determinada por microscopia Optica en fro-

* Ratas macho carentes de linea germinal, nacidas de
hembras tratadas con Busulfan, en el dia 13 de prefiez.
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tis fijado con Bouin y tefiido con PAS-he-
matoxilina.

¢) Fraccion espermatidas redondas: 95%
de pureza determinada como en b.

d) Fraccion espermatidas elongadas:
95% de pureza determinada en b,

Ademas se obtuvo una fraccion de esper-
matozoides mediante flotacion de mace-
rado de epididimos de rata adulta.

La viabilidad de estas fracciones se esti-
moé mediante la exclusidbn del colorante
azul tripan encontrindose en todos los
casos sobre el 90% de las células no te-
fiidas.

Se ensayaron in vitro para actividad
chalbnica, extractos celulares de todas las
fracciones anteriores, encontrandose que
sOlo presentaban una importante F.I. la
fraccibn de espermatocitos y espermato-
gonias v la fraccidon de espermétidas redon-
das. La carencia de actividad inhibitoria de
la fraccion de células de Sertoli confirmo
el origen germinal de la chalona testicular
(Tabla II).

PROBABLE MECANISMO DE ACCION DE LA
CHALONA ESPERMATOGONIAL

Se ha propuesto que la proliferacion celu-
lar esta relacionada con las concentraciones
intracelulares de cAMP, de tal manera que
una poblacion en activa divisibn presenta
bajos niveles de este nucledtido ciclico y,
por el contrario, células en reposo proli-
ferativo tienen altas concentraciones de
cAMP (13). Por otro lado, se ha sugerido
que el receptor de chalona podria actuar a
través de una activacion de la adenilato
ciclasa (Dye 1968, citado por Iversen) (14).

19

Con estos antecedentes hemos medido
los niveles de cAMP en nuestras distintas
condiciones experimentales. Las diferentes
muestras se homogeneizaron en PCA, se
centrifugaron y se neutralizaron. En el
sobrenadante se determiné cAMP por des-
plazamiento isotopico, utilizando [8-°H]-
cAMP, de acuerdo a Tavey et al (15) vy
proteina ligante de muasculo esquelético de
bovino purificada seglin Gilman (16). Los
tibulos seminiferos de rata adulta normal
presentaban 8 veces mas cAMP intracelu-
lar que los tObulos provenientes de rata
después de 11 dias de la irradiacién (maxi-
ma proliferacion) y que nuevamente se ele-
vaban (aproximadamente 4 veces) cuando
estos ultimos se trataban con extracto
testicular (chalona) por 3 h a 310, El ex-
tracto testicular agregado no presentd ni-
veles detectables de cAMP, por el método
usado (Tabla III).

Paralelamente se estudid el efecto de
distintas concentraciones (107% - 102 M)
de dibutiril-cAMP junto con un inhibidor
de la fosfodiesterasa (teofilina 2 mM)
utilizando el bioensayo in vitro para acti-
vidad chalbénica. Se observo que el dibu-
tiril-cAMP presentd un efecto inhibitorio,
dosis-dependiente, sobre la incorporacion
de *H-timidina (Tabla IV). Los resultados
sugieren la participacion de cAMP como
segundo mensajero en el efecto chaldnico.

PURIFICACION PRELIMINAR DE LA
ACTIVIDAD CHALONICA

La caracterizacidon bioquimica de la chalo-
na espermatogonial G, ha resultado dificil

TABLA 11

Efecto de chalona G, in vitro, debido a poblaciones celulares aisladas de testiculo de rata

cpm/mg DNA

Grupo* (X + E.S) F.L** n p(vsl)
1. Control (BSA)* 12.176 = 1.094 - 4 —
2. Fraccibn células de Sertoli 12,084 = 1.329 0,01 4 > 0,05
3. Espermatogonias y espermatocitos 6.237 + 919 0,49 4 > 0,001
4. Espermitidas redondas 6.587 ¢+ 657 0,46 4 > 0,001
5. Espermdtidas elongadas 12.873 + 989 0,01 4 > 0,1
6. Espermatozoides 12,901 + 1.304 0,01 4 > 0,1

*

de las diferentes poblaciones celulares enriquecidas.

Al medio de incubacion se le agrega 0,7 ml de una solucion de albumina sérica bovina (BSA) o 0,7 ml de un extracto

** F.L: Fraccion de inhibicion de la incorporacién de * H-timidina.
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TABLAIII

Concentraciones de cAMP en tabulos seminiferos y
extracto testicular de rata

cAMP
(M)

Tubulos seminiferos de rata normal 11,9 x 1077
Tabulos seminiferos de rata irradiada 1,4 x 1077
TGbulos seminiferos de rata irradiada

tratada con BSA (control) 1,2x 107
Tabulos seminiferos de rata irradiada

tratada con extracto testicular 4,9x 1077

Extracto testicular No detectado

Los resultados representan el promedio de muestras en
duplicado.

de realizar. Su actividad es termolabil,
pero no se pierde por liofilizacién. En in-
tentos preliminares se ha logrado sb6lo un
pequefio aumento en su actividad especi-
fica (4 veces) mediante precipitacion con
etanol (fraccion 50 - 70%). La purificacidon
por Sephadex G-100 no ha sido satisfacto-
ria debido a la pérdida de actividad proba-
blemente por extrema diluciéon de la sus-
tancia activa.

BUSTOS-OBREGON

En vista de estas dificultades sometimos
el extracto testicular (sobrenadante de
105.000 g) a un sistema de ultrafiltra-
ciébn diferencial a través de membranas
Amicon de diferente tamafio de poro. Se
encontrdé que la actividad chal6nica pasa a
través de una membrana con limite de re-
tencion de 10.000 d. La fraccion activa
contiene un 2,54 de la proteina del extrac-
to testicular inicial y una actividad espe-
cifica 17 veces superior (Tabla V).

DISCUSION

En el presente trabajo se han revisado los
hallazgos mads relevantes en relaciéon a la
caracterizacidon biologica de la chalona
espermatogonial G,;. Los datos presenta-
dos se han discutido parcialmente en revi-
siones recientes (17, 18).

Existen dos tipos de chalonas en la rata:
la chalona espermatogonial G, demostra-
da in vivo por Clermont y Mauger (1) v
confirmada in vitro por nuestro grupo (4)
y la chalona espermatogonial G, demostra-
da por Irons y Clermont (3).

El efecto de la chalona espermatogonial
G, se evidencia fundamentalmente en ani-

TABLA IV

Inhibicion de la incorporacién de * H-timidina en tdbulos seminiferos de rata irradiada por diferentes
concentraciones de dibutiril-cAMP

cpm/mg DNA
(X * ES) F.L* N P
Control (3,5 mg BSA) 18.024 + 1.629 - 4 -
Extracto testicular (3,5 mg) 9.271 + 1.392 0,49 5 < 0,001
Teofilina (2 mM) 13.203 + 1.548 0,27 5 < 0,001
dib-cAMP 107 M + Teof. (2 mM) 9.739 + 1.383 0,46 5 < 0,001
dib-cAMP 10°*M + Teof. (2 mM) 8.162 + 743 0,55 § < 0,001
dib-cAMP 1072 M + Teof. (2 mM) 7.626 + 1.199 0,58 5 < 0,001
* F.L: Fraccion de inhibicidn de la incorporacién de * H-timidina.
TABLAYV
Ultrafiltracion diferencial de extracto testicular de rata por membranas AMICON
Actividad Actividad Purificacion
chaldnica chaldnica especifica (veces)
(F.L®™ (F.1L/mg Prot.)
Extracto testicular sin filtrar 0,30 0,08 1
Remanente de la filtracion por PM 10.000 0,02 - -
Eluido de la filtracion por PM 10.000 0,26 1,33 17
Remanente de la filtracion por PM 2.000 0,25 1,33 17
Eluido de la filtracién por PM 2.000 0,00 - -

* F.L: Fraccibn de inhibicién de la incorporacién de * H-timidina.
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males adultos irradiados localmente. Sin
embargo, se ha demostrado que este inhi-
bidor puede actuar también sobre el epi-
telio seminifero de ratas inmaduras tanto
in vivo (2) como in vitro (11).

En bioensayo para actividad chaldénica
realizado in vivo en ratones adultos no irra-
diados (19) no se encontrdé una fraccion
de inhibicion significativa comparada con la
F.I. obtenida en el modelo irradiado. Es-
tos resultados se contraponen con los de
De Rooij (20), quien, trabajando con rato-
nes adultos de la cepa Cpb-N, no irradiados,
encontré que inyecciones i.p. de extracto
testicular disminuian significativamente el
namero de espermatogonias indiferenciadas
(A). Este efecto fue evaluado contando el
namero total de espermatogonias (A, + A;)
en los estados VII y VIII del ciclo del epi-
telio seminifero del ratén (21), momento
en el cual las espermatogonias A, se di-
viden para dar origen a los A,. Los ani-
males se sacrificaron a diferentes inter-
valos de tiempo después del tratamiento, en-
contrandose una disminuciéon en el nimero
de espermatogonias totales en los estados
VII y VHI, de aproximadamente un 20%
al quinto dia. Esto indica que el efecto se
produjo sobre las células provenientes de
las espermatogonias indiferenciadas que se
encontraban en la primera mitad de su ciclo
de 8,6 dias al momento de la inyeccion
(estados XI, XII y I del ciclo del epitelio
seminifero).

Sin embargo, Clermont y Mauger (1)
afirman que: “En animales cuyos testicu-
los no han sido irradiados, las inyecciones
de extracto testicular no tienen efecto so-
bre la incorporacion de ® H-timidina de las
espermatogonias de tipo A, sea cual fuere el
namero de estas células a lo largo de la
membrana que limita al tibulo™.

Para aclarar estas aparentes contradic-
ciones es conveniente detallar la actividad
proliferativa de las espermatogonias indife-
renciadas durante el ciclo. Entre los estados
III v IX la actividad proliferativa de estas
espermatogonias es baja. Durante este pe-
riodo el nimero total de espermatogonias
A se eleva solamente a 297+8 a 340+9 por
1.000 células de Sertoli (20); en cambio,
entre los estados IX y III se produce una
activa proliferacién de espermatogonias in-

diferenciadas, elevandose su nimero de 55 a
297 por 1.000 células de Sertoli. Al deter-
minar el namero de espermatogonias en los
estados VII y VIII después del quinto dia
de tratamiento, De Rooij evalta las células
que en el momento de la inyecci6bn estu-
vieron en el periodo de maxima prolifera-
ciébn espermatogonial (estados IX al )
(20). Nuestro trabajo cuantifica la incor-
poracion de 3 H-timidina después de 2,5
dias de iniciado el tratamiento, consis-
tente en 4 inyecciones de extracto testicu-
lar a intervalos de 12 h cada una, y una
inyeccidén del precursor marcado 12 h des-
pués de la ultima inyeccién con extracto,
lo que indica que las espermatogonias sobre
las cuales se produjo el efecto se encontra-
ban en los estados de baja proliferacion.
Esto nos permite utilizar este modelo de
animal no irradiado como control de
nuestros experimentos con animales so-
metidos a irradiacién.

La vida media bioldgica determinada
in vivo para la chalona espermatogonial en
ratoén resultd ser aproximadamente 16 h.
No se han realizado experimentos simila-
res con chalonas provenientes de otros te-
jidos que nos permitan comparar nuestros
resultados. Elgjo (22) encontré que célu-
las epidérmicas sometidas a inhibicion
proliferativa, reingresaban al ciclo celular
cuando se suspendia el tratamiento con
chalona epidérmica. Elgjo y Hennings
(23) habian demostrado que la chalona
epidérmica G, tenia un tiempo de reno-
vacibn corto, mientras que la chalona G,
era mucho mdas estable. En general, los
extractos crudos de piel son inestables y
su accidn inhibitoria de la mitosis perma-
nece sblo por 30 min a temperatura am-
biente (24).

Nuestros resultados indican una man-
tencion de la actividad chalbnica esper-
matogonial in vivo por mas de 12 h. Se
desconoce hasta el momento los mecanis-
mos de degradacion in vivo de estas sustan-
cias.

El analisis radioautografico de los tibu-
los seminiferos de los animales sometidos a
tratamientos prolongados (8, 16, 24, 32
dias) con extracto testicular in vivo, y
posterior pulso de 3H-timidina, muestra
que la poblacion celular marcada, en todos
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los casos, corresponde a la encontrada en
los respectivos controles. La proliferacion
espermatogonial postirradiacibn se man-
tuvo inhibida en alrededor de un 40% en
todos los tratamientos, por lo que el resto
de las células debid seguir la misma evolu-
cibn que sus controles, y por lo tanto la
marca se concentra en cada grupo tratado
en el mismo tipo celular que su correspon-
diente grupo control (inyectado con PBS)
y aproximadamente en la misma propor-
cion. Esto significa que la accidn prolon-
gada de la actividad chaldnica no modifi-
ca la velocidad del ciclo de las células es-
permatogénicas, y, por ende, se mantiene
constante la duracion del ciclo del epitelio
seminifero en estos animales tratados.

La ausencia de dafio histolodgico signi-
ficativo, en nuestras condiciones experi-
mentales, avala la accidn no citotoxica de
la chalona espermatogonial. Sin embargo,
no es posible aumentar la F.I., por lo me-
nos al cabo de un mes de tratamiento.
Ademds, es muy poco probable obtener
una disminuciéon drastica en el nimero de
espermatozoides producidos por el animal,
ya que, incluso, se observa una disminucién
de 1a F.I. hacia el final del tratamiento. La
fase mas probable de accién de la chalona
espermatogonial estudiada por nosotros, es
el periodo G, o la transicidon G, -S del ciclo
celular de las espermatogonias. Monesi
(25) afirma que el promedio de tiempo
de duracion del ciclo celular es aproxima-
damente el mismo entre todas las esperma-
togonias; esto es, entre 27 y 30,5 h. El
promedio de tiempo de sintesis de DNA,
los estados mitoticos desde metafase a
telofase, y la etapa G,, tampoco son muy
diferentes v comprenden entre 7,5 y 10,5
horas. Existen, sin embargo, diferencias
significativas entre la duracién de S y G,
dentro de la poblacién espermatogonial.
Si bien es cierto que el periodo G, es rela-
tivamente largo como para que la posibi-
lidad de encontrar espermatogonias en ese
estado durante el tratamiento con extracto
testicular sea alta, es posible también que
la chalona espermatogonial G; actiie en
un lapso mas corto, por ejemplo, en la tran-
sicibn G, -S, o incluso en la fase S tem-
prana. Esto implicaria una menor probabi-
lidad de encontrar células susceptibles a la

accion inhibitoria y, por ende, se dificulta-
ria la obtencidn de un aumento significati-
vo en la F.I. ain en tratamientos prolonga-
dos.

Es posible, por otra parte, que el orga-
nismo ponga en marcha otros mecanismos
para restablecer el control normal de la
proliferaciébn espermatogonial, como, por
ejemplo, la activacion de sustancias promo-
toras de la mitosis, opuestas a la accion
de las chalonas (antichalonas). Asi, se ha
visto que la actividad de la eritropoyetina,
consecuente a la exposicidbn a un medio
hipoxico, puede ser antagonizada in vivo
por la chalona eritrocitaria (26). Se han
obtenido resultados similares con chalona
granulocitica (27, 28). No existe informa-
cibn equivalente en referencia a la esper-
matogénesis, en la cual se postula a la
FSH como hormona promotora de la pro-
liferacion espermatogonial (29).

De acuerdo a la teoria de Weiss y Kava-
nau (30), postulada para explicar la regula-
cidén del crecimiento de poblaciones celula-
res, la masa generativa (sobre la cual se
egjerce el control) corresponderia, en el
testiculo, a las espermatogonias del] tipo
A (A, + Ay — A,) vy el compartimiento
diferenciado o en diferenciacién (el cual
ejerce el control) estaria formado por es-
permatocitos y espermatidas. Los actuales
resultados, obtenidos al ensayar fracciones
enriquecidas con distintos tipos celulares,
confirman lo informado por Thumann et
al. (5), con respecto a la participacion de
los espermatocitos en la producciéon chalo-
nica, e incluyen en esta funcidén también
a las espermdtidas redondas. Las células
de Sertoli y las células germinales mias di-
ferenciadas (espermatidas elongadas y es-
permatozoides) no participarian en la pro-
duccion de este inhibidor. Asi, la regula-
cibn de la proliferacibn espermatogonial
puede entenderse como un mecanismo del
tipo feed-back negativo a través de la(s)
chalona(s).

El mecanismo de accidon de la chalona
espermatogonial G; puede estar mediado
por cAMP. Esto se desprende de los resul-
tados obtenidos al utilizar anilogos lipo-
solubles (dibutiril-cAMP) para simular el
efecto chalonico. Esto altimo también
se logra inhibiendo la fosfodiesterasa.
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Nuestros hallazgos concuerdan con lo
encontrado en varios sistemas (13) en
cuanto a que células en activa prolifera-
cion presentan bajas concentraciones intra-
celulares de cAMP, mientras que células
en reposo mitotico poseen bajo cAMP. En
tibulos seminiferos 11 dias postirradia-
cibén (activa proliferacidén espermatogonial)
los niveles de este nucledtido ciclico se en-
cuentran sustancialmente disminuidos con
respecto al animal no irradiado. La accidén
chalonica puede estar mediada, entonces,
por la activacion de una proteina quinasa
y la fosforilacion de alguna proteina es-
pecifica.

En experimentos en curso se estudia la
actividad antigénica de la chalona esperma-
togonial, con el objeto de obtener anticuer-
pos contra este inhibidor, lo que puede
aportar nuevas herramientas en su carac-
terizacion bioquimica y biolbgica.
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