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RESUMEN

Objetivos: Analizar las concentraciones plasmaticas de FSH vy la histo-
logia de los tibulos seminiferos tras la administracién crénica y en su-
pradosis de buserelina en ratones de la cepa A/Snell.

Material y método: Se distribuy6 a 40 ratones macho de la cepa
A/Snell de 2,5 meses de edad (condiciones de bioterio estindar) en
7 grupos experimentales y 1 de control (suero salino). Los ratones de
los grupos experimentales recibieron, cada uno, 500 ng de buserelina
cada 24 h por via intraperitoneal. Los ratones fueron sacrificados los
dias 1, 2, 3, 5, 6, 8 y 11, previa obtencién de sangre (puncién cardia-
ca) para medir la concentraciéon de FSH (radioinmunoandlisis), y se
extrajeron los testiculos y se fijaron en Bouin alcohdlico. A continua-
cién, a través de la histologia sistematica, se obtuvieron secciones de
5 um de espesor para la tinciéon de hematoxilina-PAS, en las que se
evaluaron el didmetro de los tibulos (DTS) y la altura del epitelio
germinal (AEG).

Resultados: La buserelina indujo un descenso brusco de la FSH plas-
mitica (al 70% con respecto al control, 24 h postadministracion), que
se mantuvo baja y con valores minimos en el dia 5. En la morfometria
testicular se observé un leve aumento en la altura del epitelio germinal
(del 7 al 12% respecto al control; p > 0,05). De modo similar, el DTS
tuvo una variaciéon entre el -8 y el +8%. Al analizar la AEG/DTS, en
todos los grupos experimentales resultd ser mayor que en el grupo
control, en un rango entre el 1 y el 12%.

Discusion: La integridad funcional del ¢je hoptilamo-hip6fisis-testicu-
lo puede ser regulada farmacoldgicamente, cuyos efectos generan
cambios en la organizacion del epitelio seminifero con un aumento de
la altura de las células de Sertoli relacionadas con las concentraciones
de FSH y cambios en la espermatogemia.
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ABSTRACT

Plasma levels of follicle-stimulating hormone and

seminiferous tubule morphometry under the effect
of the gonadotrophin-releasing hormone analogue
buserelin

Aim: To analyze plasma follicle-stimulating hor-
mone (FSH) levels and seminiferous tubule histo-
logy in A /Snell mice under chronic high doses of
buserelin.

Material and method: Forty male A /Snell mice,
aged 2.5 months, were housed with pellet and
water ad libitum (12,/12 dark/light). The ani-
mals were distributed in seven experimental
groups and one control group (physiological so-
lution). In the experimental groups each mouse
received 500 ng of buserelin (125 pl of
Conceptal® every 24 hours intraperitoneally).
Blood was obtained by cardiac puncture to assess
FSH by radioimmunoassay and the mice were sa-
crificed 1, 2, 3, 5, 6, 8 and 11 days after injec-
tion. The testes were extracted and processed for
routine histological technique (hematoxylin—eo-
sin) to evaluate tubular diameter (STD, pm) and
height of the germinal epithelium (HGE, pm).
The results are expressed as mean = SD.

Results: Buserelin induced a rapid decrease in
blood FSH (70% compared with controls 24
hours after injection). Thereafter, blood values re-
mained low and were lowest on day 5. During
buserelin administration HGE increased (7-12 %
compared with controls; p > 0.05). STD also in-
creased (from -8 to +8%). HGE /STD was 1-12%
higher in all experimental groups than in the con-
trol group.

Conclusion: The hypothalamus-pituitary-testicular
axis can be modified by drugs. The effects of the-
se drugs can produce changes in the seminiferous
epithelium, with enlargement of the Sertoli com-
partment related to FSH levels, and there seems
to be a reversible arrest of late stages of spermato-
genesis.

Key words: FSH. Testicular morphometry.
Buserelin. GnRH. Mouse.
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INTRODUCCION

En los mamiferos, la funcién testicular estd regulada
por el eje hipotilamo-hipdfisis-génada. El factor hi-
potalamico liberador de gonadotrofinas (GnRH) in-
duce la liberacién de las gonadotrofinas hipofisiarias
(LH, FSH)!. En la regulacién de la funcién hormo-
nal, la LH estimula la sintesis y liberacién de testoste-
rona en las células de Leydig, y la FSH promueve la
sintesis y liberacién de inhibina por las células de Ser-
toli**. La liberacién de las gonadotrofinas es regulada
en sentido inhibitorio por la inhibina y la testostero-
na en la hip6fisis®. De manera paralela, la liberacién
hipotalimica de GnRH estd regulada negativamente
por las concentraciones plasmaticas de testosterona.

En el testiculo, la FSH promueve el inicio de la es-
permatogenia y la testosterona participarfa en su ma-
nutencion®.

En el eje hipotilamo-hipéfisis-génada, tanto las
hormonas tipo glucoproteinas (GnRH, FSH) como
las esteroideas act@ian por mecanismos via receptores
especificos”S.

Entre los mecanismos de regulaciéon por el recep-
tor, la desensibilizacion consiste en la ausencia de res-
puesta celular ante la presencia ininterrumpida del li-
gando que acttia sobre el receptor por internalizacion,
destruccién o cambios morfologicos de éste, o bien
por alteraciones posreceptor. Paralelamente, los efec-
tos de la desensibilizaciéon celular por la presencia del
ligando son una propiedad de los mecanismos via re-
ceptor que se pueden manejar farmacoldégicamente
con fines terapéuticos o cientificos’!2.

Especificamente, el receptor del GnRH esta unido a
la proteina G y su activacion induce la entrada de cal-
cio en la célula hipofisiaria con la activacién de la pro-
teincinasa C y la calmodulina, lo que permite la des-
carga a la circulacién de LH y FSH preformadas!!-3.

En el aspecto farmacolégico, la buserelina es un
nonapéptido andlogo del GnRH con la presencia de
2 sustituciones: D-serina en posicién 6 y prolina en
posicion 10, ademas de la ausencia del aminodcido 9.
Por tanto, la buserelina permitirfa inducir la liberacién
de gonadotrofinas hipofisiarias a través de los recepto-
res especificos segtn la dosis y la duracién de su efec-
to. Experimentalmente, serfa posible realizar un con-
trol exégeno de las concentraciones plasmaticas de
FSH vy, de manera indirecta, controlar la actividad go-
nadal6s1315

Por ultimo, concentraciones plasmaticas crecientes
de GnRH o de sus andlogos sintéticos, como la buse-
relina, desencadenarfan una respuesta del tipo desen-
sibilizacién hipofisiaria, cuya cuantificaciéon estarfa
representada por una concentraciéon baja de FSH san-
guinea.
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En el presente trabajo se analizan las concentracio-
nes plasmaticas de FSH y la histologia de los tibulos
seminiferos en relaciéon con la administraciéon crénica
y en supradosis de buserelina para ello se utiliza como
modelo biolégico ratones de la cepa A/Snell.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 40 ratones macho de la cepa A/Snell,
de 2,5-3 meses de edad, mantenidos con estindares de
bioterio. Los animales fueron distribuidos en 7 gru-
pos experimentales y 1 grupo control (n = 5 en cada
grupo). En los grupos experimentales, cada ratén re-
cibié 500 ng de buserelina (125 pl de Conceptal®)
cada 24 h por inyeccion intraperitoneal, a las 12:30 h
de cada dia. El grupo control recibié inyecciones de
suero salino.

Durante el experimento, los animales fueron sacrifi-
cados de acuerdo con las normas de bioética de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de Chile. Antes
de proceder al sacrificio, y por puncién cardiaca, se
obtuvo sangre para recuperar el suero: se midi6 la
concentraciéon de FSH mediante radioinmunoandlisis
(RIA), con suero anti-FSHh preparado en conejo
(primer anticuerpo) y suero anticonejo preparado en
cabra (segundo anticuerpo). A continuacién se extra-
jeron los testiculos y se fijaron en Bouin alcohdlico
durante 8 h. Se utilizaron las técnicas histologicas sis-
tematicas: impregnacion en parafina de punto de fu-
sién entre 56 y 58 °C y obtencién de cortes de 5 um
de espesor. Con tincién de hematoxilina-PAS se reali-
z6 el examen histolégico, en el que se evaluaron el
didmetro de los tibulos (DTS) y la altura del epitelio
germinal (AEG).

Durante el periodo experimental de administracién
de buserelina, las muestras de sangre y las génadas
fueron obtenidas los dias 1, 2, 3,5, 6,8 y 11.

Los resultados obtenidos de las concentraciones plas-
miticas de FSH, asi como los didmetros y las alturas de
los epitelios, fueron analizados con estadisticos de pro-
medios, desviacion estandar, razones y pruebas de sig-
nificacién mediante el test de la t de Student para
muestras pareadas y andlisis de varianza multiple,
siempre considerando como significativos los valores
de p £0,05.

RESULTADOS

Durante el experimento, los animales no mostraron
cambios conductuales ni en los hdbitos de alimenta-
cién ni de bebida, ni cambios significativos en los pe-
sos corporales ni de las génadas.
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Concentracion plasmatica de FSH

La administraciéon de buserelina indujo un descenso
brusco de las concentraciones sanguineas de FSH (24 h
postadministracioén), con valores porcentuales cercanos
al 70% con respecto al grupo control. Posteriormente,
la FSH alcanzé valores minimos en el dia 5. En gene-
ral, la administracién crénica de buserelina indujo un
rango de inhibicién de la FSH sanguinea del 70-87%.
Esta informacién se presenta en la tabla 1.

Morfometria testicular

La integridad estructural del testiculo, segun el dia-
metro de los tibulos seminiferos (DTS) y la altura del
epitelio germinal (AEG, epitelio germinal citogéni-
co), aseguraria la calidad de la espermatogenia. La
FSH actaa directamente sobre la fisiologia del testicu-
lo y su integridad estructural. Sin embargo, y de
acuerdo con los resultados expuestos en la tabla 1, se
muestra que, en los adultos, las concentraciones plas-
maticas de FSH necesarias para la manutencion de la
arquitectura del testiculo podrian estar por debajo del
30% sanguineo. Especificamente, durante los periodos
de administracién de buserelina se observéd un leve
aumento de la altura del epitelio germinal, en un ran-
go entre el 7 y el 12%, respecto del control. Estas di-
ferencias no fueron estadisticamente significativas (p >
0,05), con excepcién del dia 8, en el que la AEG fue
un 2% mas baja que en el grupo control. Paralelamen-
te y de modo similar, el DTS tuvo un rango de varia-
cién entre el -8 y el +8% respecto al grupo control.

La razén AEG/DTS en todos los grupos experi-
mentales resulté ser mayor que en el grupo control,
con un rango entre el 1y el 12%. Se destaca una dife-
rencia significativa (p < 0,05) en los dias 4 y 5 tras la
administracién de buserelina.

DISCUSION

La administracién prolongada y en dosis altas de ago-
nistas del GnRH genera una supresiéon de la funcién
testicular en el varén y en los animales de laborato-
rio”!%; por ello, se utiliza para inducir una castracién
médico-bioquimica reversible®¢, con una histologia
testicular con escasa fibrosis peritubular, espermato-

genia intacta hasta citos II y espermatidas redondas o

simplemente espermatogonias'’. En el varén, los ani-
logos del GnRH se usan para disminuir las concentra-
ciones plasméticas de FSH y LH en la pubertad pre-
coz!® y como preterapia del cancer prostatico'®.

Adicionalmente, en potros, el GnRH aumenta las
concentraciones iniciales de LH e induce una mejoria de
la libido, pero no incrementa la testosterona circulante®.

En el presente trabajo, la administracién crénica de
buserelina indujo una deprivacién drastica y rdpida
de FSH que se mantuvo mientras ésta estuvo presen-
te. Es probable que esta deprivaciéon se corresponda
con una desensibilizacion de las células gonadotropas
por la ocupacién de los receptores de GnRH por el
analogo sintético, buserelina. Mas an, se conoce que
la unién del analogo sintético al receptor de GnRH es
una unién prolongada, en comparaciéon con la dura-
ci6én de la unién con el péptido natural?!.

La inhibicién de la espermatogénesis por los analo-
gos del GnRH se debe a las bajas concentraciones
sanguineas de FSH y LH, cuya reversibilidad depen-
dera de la capacidad de la hipdfisis para reiniciar la
sintesis de gonadotrofinas!”.

La deprivacién de FSH induce cambios histologi-
cos en la organizacion de los tibulos seminiferos y en
las poblaciones celulares de la espermatogenia. Estos
cambios se presentan con un aumento de la razén
AEG/DTS, principalmente sobre la base de una dis-
minucién del DTS y un aumento de la altura de las
células de Sertoli.

Segtin Moudgal et al?2, en monos, las bajas concen-
traciones circulantes de FSH alteran algunos marcado-
res bioquimicos de la funcién testicular, como la activi-
dad de la hialuronidasa y la incorporacion de timidina
tritiada en la sintesis de ADN testicular. Adicionalmen-
te, una deprivacion prolongada de FSH genera una oli-
gozoospermia aguda e infertilidad. Del mismo modo,
Aravindan et al?!y Wickings et al?® describen una pérdi-
da de la asociaciéon normal de las células germinales con
una drastica disminucién del DTS diferente de lo que
ocurre durante la senilidad del epitelio seminifero hu-
mano con la presencia de enfermedades epiteliales?®. En
la tabla 2 se muestran resultados similares y se describe
una razéon AEG/DTS mis alta en presencia de busereli-
na; esto es debido a una disminucién del DTS, pero
también a un leve aumento de la altura del epitelio se-
minifero compuesto principalmente por células de Ser-
toli extendidas hacia el lumen. Segtn Properzi et al®, el
aspecto extendido de las células de Sertoli hacia la luz

TABLA 1. Concentracién plasmatica de FSH en ratones adultos con administracién diaria de buserelina (500 ng)

Inyeccion dias Control 1 2 3 5 6 8 1
ESH (ng,/100 ul) 57+13 1,7+1,1 154+025 135+021 0,76+039 14+02 149:0]12 152039
Inhibicién (%) 70 74 75 87 75 74 74

13

Rev Int Androl. 2005;3(1):3-6 5



Rodriguez H, et al. Concentraciones plasmaticas de FSH y morfometria testicular bajo los efectos de un andlogo del GnRH: la buserelina

TABLA 2. Altura del epitelio germinal (AEG) frente al didmetro de los tabulos seminiferos (DTS) en ratones
con administracion diaria de buserelina (500 ng)

Grupo Control 1 dia 2 dias 3 dias 5 dias 6 dias 8 dias 11 dias
AEG 0,57 0,07 06108  0,62+0,06 063006 061005 064x0]17 056009 0,61 0,1
Variacion (%) +7 +9 +10 +7 +12 -2 +7

DTS 1,73+0,17 1,82:0,13 184+009 176=015 16501 186+041 159+022 1,76=+0,14
Variacion (%) +5 +6 +2 -5 +8 -8 +2
AEG/DTS 0,33+0,02 0,347 = 0,03 0,336+ 0,02 0,357 + 0,02* 0,371 = 0,01° 0,334 + 0,03 0,349 + 0,03 0,334 = 0,03
Variacién (%) +5 +2 +8 +12 +1 +6 +1

*p <£0,05; °p < 0,01.

de los tabulos seminiferos es caracteristico de células in- 8. Souza S, Selmin F, Murty S, Qiu W, Thanoo B, De Luca P. As-

maduras y simula una hipofisectomia farmacolégica.

El descenso de las concentraciones plasmaticas de
FSH en los animales tratados con buserelina (500 ng)
se situd entre el 70 y el 80%, probablemente por
la desensibilizacion de la hipofisis como respuesta a la
presencia permanente del andlogo del GnRH a través
de la ocupaciéon del mismo receptor. Estos hallazgos
coinciden con los descrito en monos, en los que la ad-
ministraciéon crénica de buserelina indujo un descenso
del 80% de la FSH circulante?!. Paralelamente a la de-
sensibilizaciéon de la hipoéfisis se describen alteraciones
de la histologia testicular, principalmente en las esper-
matidas redondas y elongadas, con total desorganiza-
cién de los estados del ciclo de la espermatogenia.

Por ultimo, es posible concluir que la buserelina
administrada durante periodos prolongados induce
un dréstico descenso de las concentraciones plasmati-
cas de FSH y, con ello, una detencidn fisiologica y re-
versible de la espermatogenia en etapas tardias.

Bibliografia

1. Zhang F, Pakarainen T, Zhu F, Poutanen M, Huhtaniemi I.
Molecular characterization of postnatal development of testi-
cular steroidogenesis in luteinizing hormone receptor knoc-
kout mice. Endocrinology. 2003;145:1453-63.

2. Kitahara S, Kotsuji F, Keeping H, Oshima H, Troen P, Win-
ters S. Interrelationship between the actions of testosterone
and primate Sertoli cell inhibin in the control of gonadotropin
secretion by cultured pituitary cells. Endocrinology. 1991;128:
710-6.

3. Anderson L, Hoyland ], Mason W, Eidne K. Characterization
of the gonadotrophin-releasing hormone calcium response in
single alpha T3-1 pituitary gonadotroph cells. Mol Cell Endo-
crinol. 1992;86:167-75.

4. Anderson R, Wallace E, Groome N, Bellis A, Wu F. Physio-
logical relationships between inhibin B, follicle stimulating
hormone secretion and spermatogenesis in normal men and
response to gonadotrophin suppression by exogenous testoste-
rone. Hum Reprod. 1997;12:746-51.

5. Weinbauer G, Nieschlag E. Gonadotrophin control of testicular
germ cell development. Adv Exp Med Biol. 1995;377:55-65.

6. Properzi G, Francavilla S, Vicentini C, Cordeschi G, Galassi P,
Paradiso G, et al. Testicular changes after treatment with a
GnRH analog (Busereline) in association with cyproterone ace-
tate in men with prostatic cancer. Eur Urol. 1989;16:426-32.

7. Roth C, Leonhardt S, Seidel C, Luft H, Wuttke W, Jarry H.
Comparative analysis of different puberty inhibiting mecha-
nisms of two GnRH agonists and the GnRH antagonist cetro-
relix using a female rat model. Ped Res. 2000;48:468-74.

6 Rev Int Androl. 2005;3(1):3-6

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

sessment of fertility in male rats after extended chemical castra-
tion with a GnRH antagonist. AAPS Pharm Sci. 2004;6:1-6.

. Vickery B, McRae G, Briones W, Worden A, Seidenberg R,

Schanbacher B, et al. Effects of an LHRH agonist analog upon
sexual function in male dogs. Suppression, reversibility, and ef-
fect of testosterone replacement. J Androl. 1984;5:28-42.
Garnick M, Fair W. Combating prostate cancer. Sci Am. 1998;
279:74-83.

McArdle C, Franklin J, Green L, Hislop J. Signalling, cycling
and desensitization of gonadotrophin-releasing hormone re-
ceptors. J Endocrinol. 2002;173:1-11.

Pucarelli I, Segni M, Ortore M, Arcadi E, Pasquino A. Effects
of combined gonadotropin-releasing hormone agonist and
growth hormone therapy on adult height in precocious pu-
berty: a further contribution. ] Pediatr Endocrinol Metab.
2003;16:1005-10.

Limonta P, Montagnani M, Marelli M, Moretti R. LHRH
analogues as anticancer agents: pituitary and extrapituitary sites
of action. Expert Opin Investig Drugs. 2001;10:709-20.
Huhtaniemi I, Nikula H, Rannikko S. Treatment of prostatic
cancer with a gonadotropin-releasing hormone agonist analog;:
acute and long term effects on endocrine functions of testis tis-
sue. J Clin Endocrinol Metab. 1985;61:698-704.

Behre H, Nashan D, Hubert W, Nieschlag E. Depot gonado-
tropin-releasing hormone agonist blunts the androgen induced
suppression of spermatogenesis in a clinical trial of male con-
traception. ] Clin Endocrinol Metab. 1992;74:84-90.

Horvath ], Bajo A, Schally A, Kovacs M, Herbert F, Groot K.
Effects of long-term treatment with the luteinizing hormone-re-
leasing hormone (LHRH) agonist Decapeptyl and the LHRH
antagonist Cetrorelix on the levels of pituitary LHRH receptors
and their mRNA expression in rats. PNAS. 2002;99:15048-53.
Johansen T, Ogreid P, Jellevold K, Blom P. Testicular histo-
logy after treatment with LH-RH analogue for carcinoma of
the prostate. Br J Urol. 1990;65:376-8.

Wide L, Albertsson-Wikland K, Phillips D. More basic iso-
forms of serum gonadotropins during gonadotropin-releasing
hormone agonist therapy in pubertal children. J Clin Endocri-
nol Metab. 1996;81:216-21.

Limonta P, Dondi D, Moretti R, Maggi R, Motta M. Antipro-
liferative effects of luteinizing hormone-releasing hormone
agonists on the human prostatic cancer cell line LNCaP. J Clin
Endocrinol Metab. 1992;75:207-12.

Parlevliet J, Bevers M, Van de Broek J, Colenbrander B. Effect
of GnRH and hCG administration on plasma LH and testoste-
rone concentrations in normal stallions, aged stallions and sta-
llions with lack of libido. Vet Q. 2001;23:84-7.

Aravindan G, Gopalakrishnan K, Ravindranath N, Moudgal N.
Effect of altering endogenous gonadotrophin concentrations
on the kinetics of testicular germ cell turnover in the bonnet
monkey (Macaca radiata). ] Endocrinol. 1993;137:485-95.
Moudgal N, Ravindranath N, Murthy G, Dighe R, Aravindan
G, Martin F. Long term contraceptive efficacy of vaccine of
ovine follicle stimulating hormone in male bonnet monkeys
(Macaca radiata). ] Reprod Fertil. 1992;96:91-102.

Wickings E, Nieschlag E. Suppression of spermatogenesis over
two years in rhesus monkey actively immunized with follicle
stimulating hormone. Fertil Steril. 1980;34:269-74.
Rodriguez H, Rios A, Sarabia L, Araya JC. Inmunohistoqui-
mica de filamentos intermedios, tipo vimentina y desmina, y
enzima enolasa en tibulos seminiferos seniles humanos. Rev
Int Androl. 2004;2:9-14.

14



