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‘INTRODUCCION



‘1.~ HISTOLOGIA DEL TESTICULO

I.l.

INTRODUCCION HISTORICA

" Los primeros conocimientoe histolégicos del testfculo

se adquieren antes del nacimiento de 1a Histologia co-
mo ciencia, puesto que su principal producto de secre-
cién, los espermatozoides, son observados con el micros
copio Sptico en el siglo XVII por Hamm y Leeuwenhoek.
Desde 1a publicacién de los trabajos de KBlliker en 1841
¥y 1847 (ver BrBkelmann, 1963), la morfologia y funcién
del epitelio seminifero atrajeron a muchos invemtigado-

res.

Leydig, en 1850, desoribe la célula que lleva su nombre,
pensando en una posible funcién tréfica de la misma con

respecto al epitelio germinal.

En 1865,Sertoli informa de la existencia de una "célula
ramificada™ en el tidbulo seminffero del testiculo huma-
no, y durante el Wltimo tercio del siglo se hacen apor-
taciones tan importantes como las de Von Ebner (1871)
que, al examinar el tibuloc semin{fero de la rata en to-
da su longitud, describe una serie de asociaciones celu
lares que aparecen ordenadas, observando en un trabajo
posterior, que éstas sme replten ceda 3,2 cm. (Von Ebner,
1888), y las de Brown (1885) y Regaud (1500) que especu
len sobre la idea de que las tranéformaciones que tie-
nen lugar en la linea germinal, estén en intima ssocia-
cién con la célula de Sertoli, a la que, por otra parte,
Maximow (1899) ya habfa ssignado también la funcién de
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célula fagocitica que ingiere activamente las células
germinales muertas.

Durante la primera mitad del presente siglo se contind
an haciendo descubiimientos importantes: Regaud (1901),
utilizando el miérosoopio éptico, describe detallada-
mente la eatrucfura del tidbulo seminifero, estudiando
la membrana limitante que lo envuelve y el complicado
proceso de la espermatogénesis, e informa de la existen
cia de dos tipos de espermatogoniss, de los que el uno
es precursor del otro, y describe los cuerpos residua-
les, como estructura cuya morfologia va a variar depen
diendo del estado funcional del tibulo.

Allen (1918), confirma la existencia de dos tipos de
egspermatogonias, n las que llama A y B, puntuslizando
que las A originan por mitosis las del tipo B.

Se inicia asi el ‘camino hacia una mejor comprensién de
la organizacién de las eélulas del testiculo y su mi-

8ién en el proceso de la espermatogénesis.

La aplicacién de técnicas histoquimicas y de deteccidn
de enzimas, junto con la bisqueda de nuevos métodos de
tincién (como en el caso de Elftman -1950-, que utili-
za la 1mpregnacidﬂ argéntica —~empleada hasta entonces
para visuslizar el aparéto de Golgi- para impregnar las
células de Sertoli, lo que proporciona una idea més
claras de la citoarquitectura del tdbulo) que permitan

una mejor observacién de los distintose tipos celulares
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y sus componentes, proporcionan gran cantidad de datos

que van a ayudar a’'la mejor comprensién del proceso.

Los afios cinouenta van a suponer un avance importante.
Por una parte Leblond y Clermont (1952) a) y b) publi-
can sus trabajos; en los que establecen la existencia
de oatorce asociaciones celulares diferentes, que co-
rresponden a otras tantas etapas en el ciclo de madura
¢ién del epitelio seminifero de lﬁ‘rata. Ademds, en el
mismo affo se publica el primer trabajo en el que se
aplican las técnicas de microscopia electrénicé al es-
tudio de 1la espermatogénesis en la rata (Watson, 1952),
detectando la existencia de puentes citopldsmicos entre
las células de la linea germinal, hecho gque resultard
de la méxima importancia para la comprensién del proce

so de formacién de los espermatozoides.

Burgos y Fawcett (1955), confirman este hecho, estable
oiendo la existencia de puentes citoplesmdticos a todos
los niveles entre las células germinales y, posterior-
mente, Pawcett y Burgos (1956), hacen otro descubrimien
to tembién trascendentet las células de Sertoli no for
man un sinecitio, como se crefa, sino que se trata de
células independientes.

Wilke y Schendhardt (1958) aplican por primeras vez el
microscopio electrénico al estudio de la célula de Ley

dig.

Fawcett (1958), estudia la ultraestructura de los es-




rermatozoides de mamiferos.

Clermont (1958), estudia los componentes de la membrana
limitante del tiibulo seminifero.

Kingsley y Lacy (1959), estudian los cuerpos residua -
les, observando que éstos son fagocitados por las célu-
las de Sertoli y que sufren cambios en su ultraestructu
ra, acoplados a los que se producen en el citoplasma de
la célula de Sertoli y en la localizacién de los lipidos
en las diferentes etapas del ciclo del epitelio seminf-

fero.

Otro descubrimiento importante que he contribuido de for
ma decisiva al mejor conocimiento de la funcidn del teg
ticulo, ha sido el de la existencia de la barrera hemato-
testicular, situasda a nivel de la célula de Sertoli, en
tre la membrana basal y las células germinales (Vilar y
cols., 1962). La barrera hemato-testicular separa el tu
bulo seminifero en dos compartimentos: basasl y luminal
(Dym y Fawcett, 1970 y Fawcett y cols., 1870), y se lo-
caliza a nivel de las uniones ocluyentes existentes en-
tre las células de Sertoli (Dym, 1973).

REVISION BIBLIOGRAFICA Y PUESTA AL DIA DE LOS CONOCIMIEN
TOS HISTOLOGICOS ACTUALES.

»
En la actualidad el testiculo se considera como una glén

dula que consta de una poreién exocrina: los tubos segi—



niferos, y otra endocrina: las océlulas de Leydig, que

se disponen en grupos en los espacios intertubulares.

I.2.1.

TUBULOS SEMINIFPEROS

Pacilmente disociables entre si, se les consi-
dera hoy en dfa oomo una gldndula citdgeha, cu-—
ya secrecidén, de naturaleze holocrina, estd cons

tituf{da por los espermatozoides.

El epitelio seminifero, apoyado sobre la lémina
propia, es un epitelio estratificado complejo,
formado por dos estirpes celulares diferentes:
las células de la linea germinal o ¢élulas es-
permatogénicas y las células de sertoli, somdti
cas o de soporte, cuyas funciones todavia no son

totalmente comprendidas.

LAMINA PROPIA

La arquitectura de la ldmina propia,que envuel-

~ve a cada tibulo seminifero, verfa de una espe-

cie animnl a otra.

Ia describe Regaud (1901) por primera ves en la
rata, como una "ldmina sencilla y continua dis-
puestas entre dos capas concéntricas de una subs

tancia homogenea"™ similar a las membranas basa-

.les.

La microscopia electrénica ha demostrado que, de
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#llas, la més interns, est4 compuesta a su veg
por tres subldminasi una interna, de material
homogeneo y de moderada densidad a los electro
neg, otra intermedia, que contiene fibrillas
coldgenas de direccidn aproximadamente parsle-
la a1l eje del tbulo y, la més externa, aparen-
temente, similar a la interna, (Fig. n? 1).

En estas membranas basales se ha detectado, co-
mo era de esperar, glieoproteinas, dcido hialu~
rénico y condroitin sulfatos, pero estd prdcti-
ocamente libre de lipidos {Courot y cols., 1970).

Alrededor de la membrana basal interna y a par4
tir d@e los 7 a 10 dias de edad en la rata, empige
za a visualigzarse una ldmina de células poligo-
nales (Ross, 1967). En el citoplasma de estas cé
lulas aparecen gran cantidad de microfilamentos,
Yy su membrana estd tachonada de vesiculas de pi-
nocitosis (Burgos y cols.,1970) y presenta gren
cantidad de diferenciaciones de unién del tipo

. génula occludens (Dym y Fawcett, 1970). La natu-
ralega de esta'eatirpe celuler avin sigue siendo
tema de controversia, aunque por su seme janza con
las células musculares lisas y su organizacién
epitelioide, casi todos los sutores en la actua-
lidad se refieren a ellas con el nombre de célu-
las mioides.

También es controvertida la naturaleza de las cé
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Julas que ge apoyan sobre la membrana basal ex-
terna. A pesar de que hasta ahora se habfan des
crito como une ldmina de células de naturaleza
conjuntiva,-probablemente fibroblastos derivados
del mesénquima peritubular (Ross, -1967; Courot.y
cols., 19703 Burgos y cols. 1970)—,1los \ltimos
estudios indican que su naturaleza parece ser en
dotelial (Clark, 1976 y Neaves, 1977). Esta 14mi
na de células endoteliales, junto con la gue ro-
dea a)l tejido intemticial, delimitaria un espa-
cio linfdtico o sinusoide linfdtico peritubular
(Clark, 1976).

CELULAS DE LA LINEA GERMINAL. LA ESPERMATOGENESIS

. ESPERMATOGONIAS

El término es acuflado en 1876 por La Valette St.
George, pero refiriéndose a la célula de Serto-

1i. La primera descripcién detallads de la es-—
permatogénesis aparece en el trabajo de Regaud
(1901), informando ya de la existencia de dos

tipos de espermatogonias claramente diferencia-
dos a partir de su cromatina nuclear; finamente
granular y de aspecto pulverulento en unas, y
condensada en grupos en la otra, lo que serd
confirmado por Allen (1918), llsmando a las pri
meras espermatogonias A y & las \iltimas esperma
togonias B. Roosen-Runge y Giesel {1950) esta-
blecen que, a medida que las espermatogonias ti
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Po B Be desplazen haois la luz del tubulo, se
diferencian originando los espermatocitos I.

Cuando en 1952 Watson aplica por primera vez
el microscopio electrénico al estudio de la
morfologia del testfculo, confirma todos es-
tos datos, observando, ademds, que en la Wlti
ma mitosis sufrida por las espermatogonias, le
divisién citopldsmica ea incompleta, quedando
unidas entre ellas por puentes intercelulares,
1o que més tarde serd confirmado también por
Fawoett (1961).

En la actualidad, ia clasificacién de esperma
togonias en doa.grandes grupos, las A y las B,
se mantiene, pero, ademds, dentro de las esper
matogonias tipo A, se han establecido dos gran
des categorfab: la primsra la constituyen las
llamadas espermatogonias Ao, que permanecen
sin diferenciarse y éue, en la rata adulta nor
mal, raramente entran en mitosis, participando
?bco, por fanto, en la produccién de espermato
citos, Son células madre de reserva y se corres
. ponden con las espermatogonias Ad (dark) u os-
ouras de la terminologia antigua. La segunda
son las que van & entrar en mitosis y diferen-
ciarse para aeguir el proceso de espermatogéne
sis, Dentro de estas Wltimas se pueden diferen
ciar cuatro géneraciones diferentes: las‘Al(que

pueden diferenciarse, o funcionar como células

[y
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madre), las Ay, A3 y A4. Son las también lla--
madas Ap (pale) o claras. Ademds, Regaud des-
cribié una célula de caracteristicas interme-
dias entre las A y las B, llamadas por ello
espermatogonias In o intermediams (Clermont y
Leblond, 1953), de las que parece ser que en
la rata sélo existe una generasoién,(Leblond y
Clermont, 1952), pero que en otras especies
pueden haber dos o més generaciones. De cual-
quier forma, son diffciles de diferenciar so-
bre bases exclusivemente morfolégicas, inclu-

80 con microscopia electrénica.

El citoplasma presenta carascteristicas seme-
jantes en todos los tipos de espermatogonias.
En general, es un citoplasma relativamente
escaso, que se dispone alrededor del micleo,
ocon pocas orgenelas y de baja densidad a los
electrone. Aparecen algunos perfiles de reti
culo endoplésmiéo, un aparato de Golgi peque
flo y algunos grdnulos densos a los electro-
nes. Las mitocondrias, redondas u ovales, po
seen pocas crestas gque son bastante rectas y

paralelas entre sf: (Br8kelmann, 1963).

Hoy dia estd perfectamente establecido que
86lo la espermatogonia mds primitiva comple-
ta la divisién ecitoplasmdtica. En el resto
la oitocinesis es incompleta, quedsndo las

0é6lulas hijas unidas entre s{ por puentes
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citoplasmdticos, & cuyo nivel la membrana ce--

luler aparece engrosada (Watson, 1952, Fawcett,

1961 y Dym y Fawcett, 1971).

Las células de Sertoli rodean a’las espérma-
togonias cubriéndolas con sus expansiones ci-
topldsmicas (Neaves, 1977). En las regiones
de contacto entre la membrana plasmdtica de
la espermatogonia y 1la de la célula de Serto-
1i, aparecen especialigaciones de unién, des-

oritas primero por BrSkelmann,(1963), y poste

riormente por Nicander (1967) y Russell (1977),

quienes indicen que estas uniones son seme jan
tes a desmosomas, aunque el espacio intercelu
lar es mds estrecho y el material electroden-
g0 que aparece en €l no llega a formar un dis
co. (Kaya y Harrison, 1976).

ESPERMATOCITOS

Los espermatocitos X, resultentes de la divi-
8ién mitética de las espermatogonias B, antes
de entrar en divisién, aparecen como esperma-
tocitos en reposo (Clermont y cols., 1959).Es
tos espermatocitos preleptoténicos son muy pa
recidos a las espermatogonias de las que pro-
ceden, y con las que es fdoil confundirlos.
Todavia aparecen muy cerca de la lédmina pro-
pia (Dym y Clermont, 1970), aunque ya empiezan
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a perder contacto con ella, por interponerse
una prolongacién citoplasmitica de la célule
de Sertoli. .

Las primeras células que apare&én totalménte
geparadas de la lédmina propia mediante una
prolongacidn citoplasmdtica de la célula de
Sertoli, son los espermatocitos leptoténicos.
Su citoplasma, mds grande, se diferencis por
una proliferacién del retfculo endopldsmico,
"as{ como por un mayor desarrollo del aparato
de Golgi. (Burgos y cols., 1970). Las mitocon
drias adquieren el asgspecto caracteristico que
presentan en los espermatocitos: crestas irre
gulares que, a menudo se ramifican. (BrBkel-
menn, 1963).

En los espermatocitos zigoténicos, s causa

del apareamiento y' formacién de bivalentes,

la tincién es mds intensa y los cromosomas se
pueden observar mejor que en la etapa anterior.
Los complejos sinaptonémicos sirven como msrca
dor morfolégico de estos espermatocitos y de
los paquiténicos. El aparato de Golgi comiensza
a aumentar y las mitocondrias inician su des-
plazemiento hacia la periferfa de la célula.
Ambos procesos continmdian en los espermatocitos

paquiténiocos.

Coincidiendo con la etapa VIII (segdn Leblond
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y clermont; 1952) del ciclo del epitelio seq!
nifero, en los espermatocitos paquiténicos spa
rece un corpisculo que, aunque descrito hace
néds de noventa afios por Benda (1891), su ori-

gen, composicién quimica y funcién no estédn

todavia dilucidados (Parvinen y Parvinen, 1979).

E1l desarrollo del reticulo endoplésmico, del
aparato de Golgl y del cuerpo cromatoideo, cm
racterizan la evolucién del citoplasma de los
espermatocitos paquiténicos, diploténicos y
diacinéticos.

Las mitocondrias de los espermatocitos II son
muy parecidas & las de las espermdtidas,y el
cuerpo cromatoideo presenta un aspecto muy si
milar al que tiene en las espermdtidas tipo 1.
El aparato de Golgi estd muy desarrollado.

Todos los espermatocitos guedan envueltos to-
talmente por las prolongaciones citoplasméti-
cas de las oélulas de Sertoli, con las gque se
mantienen unidos por diferenciaciones de sus
membranas plasmdtioas similares a desmosomas,
el igual que las espermatogonias (Kaya y Ha-
rrison, 1976 y Russell, 1977 a).).

ESPERMATIDAS

Allemés de la formacién del acrosoma, caracte-
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riza a las espermdtidas la morfologfia de sus -
mitocondrias -cuyas crestas aparecen como hin
chadas, rechagando la matriz hacia la perife-
ria, en donde se observa como una lémina elec
trodensa- y la localizacidén periférica de és-
tas. (BrBkelmann, 1963). El retfoulo endoplés
mico estd muy desarrollado y algunas cisternas
del mismo aparecen estrechamente aplicadas a
la cara oonvexa del aparato de Golgi, separa-
das de 61 por una regidén que contiene numero-
sas vesiculas pequefias y tibulos, ocasionalmen
te‘interooneotadoa entre s8i. (Susi y cols.,
1971).

En las cercanfas del ndcleo se sigue aprecian
do,en las primeras etapas evolutivas, el cuer
po cromatoideo, con los dos éomponentes que

le caracterizant una masa compacta e irregular
que encierra zonas de densided méds baja, y un
grupo de grénulos laxamente dispuestos de unos
150 £ (ribonucleoproteinas). Estudios realize
doa con utridine tritiada, indican que el RNA
sintetizado en el nicleo haploide se transpor
ta a este orgénulo (SBderstrém y Parvinen,
1976), lo que se acompafla de movimientos del
cuerpo cromatoideo a 10 largo de la membrana
nuclear, con contactos con el spareto de Golgi,
lo que ha sido demostrado por cineautorradio-
grafia (Parvinen y Parvinen, 1979). Ademés del

RNA, parece ser que el cuerpo cromatoideo con
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tiene proteinas bdsicas ricas en argininsa.

Las gotas lipidicas, escasas en las espermato
gonias y en los espermatocitos, van aumentan-
do en las espermdtidas, hasta formar grandes

vasuolas.

ESPERMIOGENESIS

Las pequefins vesiculas ligeramente PAS positi
vas, cuya aparicidén en el seno del complejo
del Go;gi marca el uomienzo de la espermiogé-
nesis, vistas el mioroscopio electrénico, sue
len observarse asociadas a cisternas del R.E.R.
y su contenido es moderadesmente denso a los
electrones. En las cisternas del Golgi se apre
cia un material de densidad similar y los sd-
culos mds internos contienen un meterial algo
més denso. Son los grédnulos proacrosémicos,
cuya coalescencia originard el gfénulo acrosd
mico. Este grdnulo es rico en carbohidratos y
se adhiere a la cara externa de la membrana
nuclear, en una regién donde la cara interna
aparece como reforzada por un materiml electro
denso. (Burgos y cols., 1970 y Courot y Gols.
1970).

En el citoplasma se empiezan a apreciar los
microtidbulos cuya orgenizacién daréd lugar mds

tarde a la formacién del manguito.

et e o e e e
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El REL estd bien desarrollado, en forma de cié
ternas cortas que parecen anastomosarse entre
s8i, existiendo con frecuencia zonas de conti-
nuidad entre ellas y el aparato de Golgi, lo
que gse ha confirmado en cortes gruesos de ma-
terial tratado con Ur-PB-Cu y observacién con
microscop{a electrénica de alto voltaje. (Dym
y Cavicchia, 1978). También, ocasionalmente,
se observan cisternas de reticulo endopldsmi-
“ co entre los sdculos del aparato de Golgi, que
parecen como clesternas colaterales de las que
cubren la cara cis del aparato de Golgi. Asi-
mismo, aparecen cisternas de reticulo endopléds
mico en la regién central del aparato de Gol-
£1, interconectadas unas a otras por estrechos
puentes, formando un sistema continuo. Algunas
de estas cisternas estdn en intima asociacién
con la cara trans del aparato de Golgi, aunque
siempre quedan separadas de éstas por un espa

cio de unos 12 nm. (Hermo y cols., 1979).

Por ello, se ha asignado al R.E.L. un papel,
activo en la formacién de los componentes del
acrosoma (Dym y Cavicchia, 1978), lo que con-
cuerda con su localizacién entre la membrana
plesmdtica y la cara convexa del aparato de
Golgi. (Hermo y cols., 1979). A nivel de los
puentes intercelulares, el reticulo endopléds~
mico parece continuarse con el de las espermd

tidas adyacentes.
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Después de la adhesién del grdnulo acrosémico
a la membrana nuclear, el complejo del Golgi
continua contribuyendo a la formacién del sis
tema acrosémico, apareciendo nuevas vesiculas.
Parece que el cuerpo cromatoideo intervienel
en las primeras etapas de formacién del sis-
tema acrosdmico, a travéds de las relaciones
que establece con el aparato de Golgi (Parvi

nen y Parvinen, 1979).

Una vegz formado el acrosoma, toda la superfi-
cie de contacto de éste con la membrana nu-~

clear aparece engrosada. Los miorotibulos del
manguito parecen dirigir el desplazamiento

del oitoplasma en la elongacidén de la espermd
tida. Durante la elongacién, el cuerpo croma-
toideo aparece generalmente cerca del aparato
de Golgi, yendo a localizarse en las inmedia-
ciones de la zona de arranque del flagelo en
formacién, en 1o que, posteriormente, serd el

cuello del espermatozoide.

Parece ser que'la sintesis de RNA se para cuan
do el nfcleo de la espermitida comienza a elon
garse. Sin embargo, la sintesis de proteinas
continia y esc en este momento ouando van a te
ner lugar los cambios morfolégicos mds nota-
bles. Se ha asignado al cuerpo cromatoideo un

papel de lugar de almacenamiento y. conserva-
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cién del RNA, habiéndosa demostrado que la ma’
yor parte de éste estd en forma especial de
RNA Hn estable (SBderstr®m y Parvinen, 1976).

_En la fase de maduracién, el oitoplasma, to-
talmente desplarado en sentido caudal, se lo-
caliza de tal manera que parte del axonema
queda cubierto por él y parece flotar en la
luz del tiubulo. E1l reticulo endoplédsmico pre
senta claros signos de regresién, con disolu
cién de sus tdbulos. Las cisternas tubulares
que quedan tienden a acumularse alrededor del
flagelo, formando una lamela anillada perifla

&elar que termina por desaparecer.

Al principio de la fase de maduracién el cuer
po radisl se observa particularmente bien de-
sarrollado y ain podemos verlo después de la
regresién masiva de todo el reticulo endoplds
mico y del aparato de Golgi, pero 21 final s¢é
lo quedan algunos restos, en forma de vesicu-

las aisladas.

Durante la maduracidén de la espermdtida, el
cuerpo cromatoideo se condense y parece que
participa en la formacién de una estructura
subacrosémica densa, la ldmina densa postnu-
olear que, posiblemente, interviene en la ac-
tivacién del oocito (Reger y cols., 1977 y
Parvinen, 1979).
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La eliminaoidén del citoplasma que no necesita
el espermatozoide maduro, se va a producir

por dos mecanismost

a) Eliminacién progresiva de pequefias canti-
dades de citoplasma, a través de comple-
jos tdbulo-bulbosos, que mentienen unida
la espermdtida a la célula de Sertoli por
la cara ventral y el cuello deajuélla. La
desapariocién de estas uniones, va a supo-
ner la liberscién del espermatoroide a la
luz del tdbulo, como mds adelante descri-

biremos.

b) Eliminacién masiva, ‘al desprenderse la go
ta citopldsmica, mediante un proceso acti
vo por parte de las células de Sertoli.
(Pawcett y Phillipa, 1969).

Las espermdtidas, unidas entre si por puentes
oitoplasmdticos, se encuentran ademds rodea-
das por las prolongaciones de las células de
Sertoli, con las que establecen uniones espe
clales. En la prolongacidén citoplasmética de
la célula de Sertoli que rodes la espermdti-
da, la membrana plasmédtica aparece mds fina
que la de la espermdtida. Algunos autores opi
nen que las relaciones gque se establecen en-
tre las células de Sertoli y las de la linea

germinal, semejantes a desmosomas, se modifi
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can cuando comienza la elongacién de 1a espegv
métida (Kaya y Harrison, 1976), aunque otros
interpretan que se trata del mismo tipo de
unién.

Cuando el nucleo de la espermdtida comienza a
condensarse, en el citoplasma de la célula de
Sertoli aparecen las vesiculas y cisternas de
reticulo endopldsmico alineadas entre si, a
una distancia de unos 800 A de la membrana
plasmdtica que rodea la zona del acrosoma (Brd
kelmann, 1963), delineando una regidén en el
citoplasma de la célula de Sertoli que contie
ne un material) mAs electrodenso, por la pre-

sencie de haces de microfilamentos.

La superficie de contacto se extiende un poco
més alld de la regién acrosémica, para cubrir
también la parte anterior del manguito. (Ross,
1976).

Br8kelmann, 1963, observa que en el citoplas-
ma de la célula de Sertoli, situado debajo de
la zona ventral de la cabeza de la esperméti-
da, existen varias estructuras tubulares, que
preasentan dos o méds membranas, rodeadas de cis
ternas, en el seno del citoplasma de la célula
de Sertoli. Nicander, 1967, indica que de las
espermdtidas slargadas emergen evaginaciones

tubulares que contactan con las células de Ser
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toli. Russell y Clermont, 1976, son los prime
ros que desoriben el complejo tdbulo-bulbar,
como una serie de evaginaciones que emergen
de la regién ventral de la cabeza de la esper
mdtida, para hundirse en la prolongacién cito
plasmdtica de la célula de Sertoli, terminan-
do en un ensanchamiento o formmcién bulbosa.
Estos autores atribuyen al Complejo una fun-
cién de anclaje, y su disolucién contribuiria
a la espermiacidén. Las membranas que rodean
estas evaginaginaciones son mds finas y no po
seen glioocalix. El tidbulo sigue un trayecto
sinuoso y la longitud del complejo entero es
de 3 a 4 nm., teniendo un didmetro aproxime-
do de 1 nm. en la zona tubular y de 2,5 nm.
en la bulbosa. La.mayoria contisnen un mate-
rial floculoso disperso y algunos una substan
cia densa homogenea. A veces, después del bul
bo se aprecia un nuevo estrechamiento tubular.
En yuxtaposicién a los bulbos eparecen gran
centidud de vacuolas y vesiculas. El material
floculoso disperso corresponde a tiibulos dige
ridos por lisosomas de la. ¢élula de Sertoli.
(Russell, 1979, &). Al existir varias genera-
ciones sucesivas de complejos tiibulo-~-bulbosos,
éastos constituirfan una forma de eliminacién
progresiva del citoplasma de las espermdtidas,
que fluirfia por ellos hasta la célula de Ser-
toli. Durante ls formacién de los complejos
tudbulo-bulbosos, se elimina asf{ hasta un 70$‘
del ocitoplasma (Russell, 1979 b) cgue, de otra
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forma, impedirfa el movimiento del espermato-’
goide (Regaud, 1901). Esto explicarfia la dis-
posicién de) retfculo endopldsmico asociado,
descrito por Clermont y cols. (1980).

ESPERMATOZOIDE

Los espermatozoides se encuentran entre los
primeros elementos que llaman la atencién de
los microscopistas. Henle (1843), en su Trata
do de Histologfa, siguiendo a K8lliker, les

da el nombre de “filamentos espermdticos" o
"espermatogzoarioas” (ya que entonces ge incluian
en la clasificacién de los protozoarios), pa-
ra expresar “de una forme positiva que no los
oconsidera habitantes accidentales del esperma"”,
y cita a Leecuwenhoek quien, en sus Transaccio
nes Filoséficas (1677) atribuye su descubri-
miento a Hamm, al estudiar la "materia gono-
rrejca en la cual encuentra animales dotados
de cola que, segyn 61, eran producidos por la

putrefecoidén®.

El anélisis de su estructura con el miorosco-
-pio de luz ge realira a lo largo del siglo XIX
(Eimer, 1874, Retzius, 1881, Benda, 1887, Jen
sen, 1887, Ballowith, 1891 y Lenhossek, 1898).

Sin embargo, debido a su pequefio tamafio, la




23
mayor parte de los conocipientos que poseemos
aoerca de la estructura del espermatozoide los
debemos, caei exclusivamente, & los estudios
realizados despuéds de la aplicgci6n de la mi-
oroscopia electrénica. (Anberg.?1957 y Fawcett,
1958).

Durante los afios de 1960 a 1970 numerosos au-
tores estudian la ultraestructura de los esper
matozoides de varias espeoies‘animaleé {Bloom
¥ Nicender, 1961, Hadek, 1963, Bedford, 1964,
Fawcett, 1965, Fawcett e Ito, 1965, Nicander
y Bane, 1966, Fawcett y Phillips, 1969), lo
que crea cierta confusién en la terminologia.
Para unificar oriterios, Fawcett (1975) publi
ca una revisién que recoge todos los conoci-
mientos que se tienen hasta ese momento acer-
ca de la ultrazestructura del espermatozoide
de los mamf{feros y que sintetizamos en la fi-
gura nf 2,

No hemos encontrado en 1la bibliografia traba-
jos posteriores que apor?en nuevos datos mor-
folégicos de interés, y ello a pesar de que
adin quedan muchas parcelas oscuras, tanto en
relacién con el origen y significacién de al-
gunas estruoturas, como en cuanto a la morfo-

logia de éstas.
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CICLO DEL EPITELIO SEMINIFERO. LA OLA ESPERMATO
GENETICA.

Von Ebner, en 1871, examinando el tdbulo semini

feros, encuentra series ordenadas de asociaciones

celulares que se repiten y que su longitud en
el tibulo seminifero de la rata es de 3,2 cm.,
llamando a cada serie completa ola del epitelio
semini{fero. (Von Ebner, 1888).

Regaud (1901), observé que en un punto determi-
nado del tibulo se desarrollan simulténeémente
varias generaciones de célules germinales. Esta
sucesién de las distintias asocimciones celula-
res hasta la resparicién de la primera en wun
punto dado del tdbulo, constituye el ciclo del
epitelio seminifero, y, cada una de ellas, se

corresponde con una etapa diferente del eciclo.

Utilizando la técnica del PAS, Leblond y Clermont
(1952), diferencian en la evolucién del acroso-
ma de lag espermdtidas 19 estadios diferentes;
correspondiendo los tres primeros a la fase de
Golgi, los cuatro siguientes a la del casquete,
sliete mds a la fase aérosdmica ¥ los cinco res-

tantes a la fase de maduracién. (Figura n? 3).

Tomando como base los diferentes tipos de esper
mitidas que mparecen en cada asociacién celular,

Leblond y Clermont (1952), establecen las cator
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ce etapas del ciclo del epitelio seminffero de
la rata (Figura'n? 4).

La puests en marcha del desarrollo de una nueva
generacién estd acoplada,de forma preestableci-
da, con ei desarrollo de las precedentes (Courot
¥y ocols., 1970).

Desde el trabajo de Leblond y Clermont éste ha
sido el método mds utilizado para establecer una
olasificacién de las distintas etapas por las
que atraviesa el ciclo del epitelio seminifero,

¥y serd el que utilicemos en nuestro trabajo.

Sin embargo, ee'han descrito otros métodos co-
mo, por ejemplo, el que toma como base los cam
bios morfolégicos que ocurren a nivel del ni-
cleo de las células germinales en su proceso
de maduracién (Roosen-Runge y Giesel, 1950),es
tableciéndose en eate caso ocho etapas diferen
tes. 0 el que utiliza las claras diferencias
existentes en la distribucidén de los lipidos y
de las fosfatasas dcidas y en la actividad de
la sorbitol deshidrogenasa, de la fosfamidasa
y de la glicerofosfatodeshidrogenasa en el
acrosoma de las espermdtidas, para establecer,
por métodos histoquimicos, la etapa evolutiva
del ciclo. ™
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DURACION DEL PROCESO ESPERMATOGENETICO,

La organizacidén del epitelio seminifero implica
una coordinacién en el desarrollo de las diferen

tes células germinales.

La duracién del ciclo del epitelio seminifero va
ria con factores tales como la edad, la tempera-
tura ambiente, factores hormonales, la raza, ete.
As{, dentro de una misma especie animal, como por
ejemplo la rata, en la cepa Sherman la duracién
de un ciclo completo es de 12 dias, en la Sprague-
Dawley de 12,9 y en la Wistar de 13,3 dias. (Cou
rot y eols., 1970).

La duracién total del proceso espermatogenético

también veria con la cspecies 32 dias en el cone
jo, 74 diss en el hombre y unos 48 dias en la ra
ta, segin Clermont y cols., 1959. (Figura n? 5),.

CELULA DE SERTOLI

Cuando Sertoli en 1865 describe esta célula por
primera vez como una célula ramificada que exis-
te en 8l tubulo seminifero, ya indicaba que, po-
siblemente, las transformaciones que se producian
en las c¢élulas de la linea germinal debian estar

en Intima asociacidén con ells.
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A partir de esie momento, y en 1lo que queda del a;i:
glo XIX, varios autores vean a dedicar su atencién
a esta célula. La Valette St. George (1876, 1878)
las 1llama células foliculares. Prenant (1887) ha-
bla de ellas como de pequefins células epiteliales.
Maximow (1899) informa de su capacidad para fago-'
citir célules muertas y agentes de tincién. Tam-

biér Regaud (1901) trata de ellas e informa de que,

efectivamente, su aspecto varia de forma paralela
a lig transformaciones sufridas por las células

de la linea germinal, A

A psar de que es una célula que se describe muy
prmto, debido a las dificultades que presenta su
eatudio con el microscopio 6ptico, durante toda
la primera mitad de nuestro sigio se avanza muy po
co en la aportacién de nuevos datos y serd una cé
lula mal conocida hasta prédcticamente la segunda
mitad de nuestro siglo.

La primera aportacién importante la hace Elftman
{1950), utilizando para la visualizacién de las

cé.ulas de Sertoli técnicas de impregnacién con

plita, que hasta entonces se habian utilizado pa
ra el estudio del sparato de Golgi. Elftman des-
eribe 1la célula de Sertoli como si fuese un "ér-
bol" que se insertara directamente en la membra-
na basal, y cuyas ramas se extienden hacia la luz
del ti¥bulo, interndndose entre las células de la

1inea germinal, a las que sirve de soporte. La
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aplicacién de esta técnica permite a Elftman pu—b
blicar en 1963 sus hallazgos acerca de la citoar-
quitectura del epitelio seminifero, en la que el
papel que juegan la forma y disposicién de la cé-
lula de Sertoli son fundamentales. En un corte
tangencial que afecte al cuerpo celular (tronco,
en la comparacidén que se hace de su forma con la
de un drbol), aparece con un contorno poligonel,
alrededor del cual se disponen los espermatocitos
paquiténicos segin un patrén regular, formando un
anillo de seis espermatocitos rodesndo a cada cé-~
lula de Sertoli, Cada dos anillos, correspondientes
a 0élulas de Sertoli vecinas, comparten tres es-
permatocitos entre sf. A medida que en etapas su-
cesivas los espermatocitos I aumentan de tamafio,
no caben en los espacios que quedan entre las pro
longaciones del citoplasma de la célula de Serto-
11 que los mantiene en posicién, por lo que apare
cen con sus caras facetadas y en dos capas, una
dispuesta sobre la otra. Las eapermdtidas a que
dan lugar, por el mismo motivo, se digpondrén en
cuatro filas, apiladas unas sobre otras, también
envueltas en las ﬁrolongaoioneé citoplasmdticas
de las células de Sertoli.

El primero que estudia la célula de Sertoli con
microscopio electrénico es Watson (1952), y el
descubrimiento de que las célules de Sertoli no
forman vn sincitio se produce poco después, gra-

cias a los trabajos de Fawcett y Burgos (1956).
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La aplicacién sistemdtica a partir de este momento
del miorosoopio electrénico en el estudio de la
morfologia de 1la 0élula de Sertoli, hace que se
hayan aportado gran cantidad de datos, que nos
dan una idea mds clara de su ultraestructura y de

las funciones que la estdn encomendadas.

Se trata de una célula ¢olumar, alta, que Be ex-
tiende desde 1la base del epitelio hasta la luz
del tdbulo, emitiendo prolongaciones citoplasmdti
cas laterales, que rodean directamente a las célu
las germinales (Dym y Caviechia, 1978), y cuye
morfologia parece ser que varia dependiendo del
estado funcional del epitelio seminifero. Asi,
desde que el espermatozoide se libera a la luw
del tdbulo hasta la formacién de nuevas espermdti
das, el micleo aparece de forma mds o menos trian
gular y con una posicidén cercena a 1a membrana ba
sal; mientras que cuando las espermdtidas empie-
zan su elongacidn, algunos micleos de laam células
de Sertoli aparecen como bastones entre las célu-

las germinales. (Courot y eols, 1970).°

En el citoplasma, los érganulos se localiran pre-

ferentemente en la regidén basal o perinuclear.

El R.E.L. es més abundante que el R.E.R., y suele

estar conectado a 61. En cada momento, el aspecto

que adopta estd en relacién con la etapa del ciclo
del epitelio seminffero. (Clermont y cols., 1980),

El amparato de Golgi aparece normalmente desarrol}g



30

do. En cortes ultrafinos y a microscopia electrdni
ca convencional, se observa como unos cuantos sdcu
los paralelos asociados a una serie de vesiculas
aisladas, distribuides fundamentalmente por las re
giones basal y supranuclear. En cortes gruesoé, y
con microscopia electrénica de alto voltaje, los
elementos de la cara cis aparecen comunicados en-
tre sf. Utilizendo técnices especiales de tincién
con Ur-Pb-Cu, a pocos aumentos y con microscopio
electrénico de alto voltaje, aparece como una es-
tructura citoplasmética densa, que se diferencia
facilmente de las cisternas del reticulo endopléds
mico, ¥y que nunca llega hasta las prolongaciones
citoplasmdticas. A mayores aumentos se ven zonas
amplias, correspondientes a cisternas interconec-
tadas por tibulos, apareciendo como una estructu~
ra esponjosa y fenestrada en forma de cono y, a
menudo, penetrada por elementos del reticulo endo
plésmico, con el que existen relaciones frecuen-
tes a nivel de los sdculos de la care trans, sin
que se haya podido comprobar la continuidad entre
ambas estructuras. (Rambourg y cols., 1979). (Fi-

gura n? 6).

La variabilidad con que gparecen las gotas lipidi
cas depende también del estado funcional en que

se encuentra el epitelio seminffero, De tal mane-
ra que, cuando la gota eitoplasmdtica fagocitada
por la célula de Sertoli se desplaza hacia el po-
lo basal en forma de cuerpo residual, encontramog

en esta regién grandes cantidades de 1lipidos que,



) §

a nedida que la espermiogénesis progresa, se frag'
mentan y movilizan haoia el citoplasma y sus rami
ficaciones (Von Ebner, 1888), seguramente para ser
reutilizados en el siguiente ciclo.

Las vesiculas de pinocitosis son frecuentes. Oca-
sionalmente, se encuentran también grédnulos de 1i
pofucsina, de RNA y de un material PAS positivo
que, seguramente, en su mayor perte, corresponde

a grénulos de glucégeno.

Se ha comprobado el paso de grédnulos de RNA, 1ipi
dos y glucégeno a las células germinales, siguien
do un ciclo acoplado a 1la espermiogénesis, lo que
podria ser prueba de la mediatizacién del metabo-
lismo de las células germinales por las célules
de Sertoli. '

Su complicada forma se mantiene por la presencia
de un oitoesqueleto constituido por microtidbulos
y filamentos de témaﬂo intermedio de vimentina y
de actina (Toyama, 1976). Los microfilamentos es-
tén implicados en el mantenimiento de la forma cg
lular (Chevalier y Dufaure, 1981), en la formacién
de la barrera hemato-testicular (Neaves, 1977),
en la translocacién de las 6élulas germinales (To
yoema, 1976) y en 1la secrecién de proteinas, Los
microtibulos intervienen también en la secrecién
de proteinas. Parece ser que, tanto la sintesis

de microfilamentos, como la de microtidbulos, es-
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tén bajo el control de la pituitaria, disminuyen
do éstos en animales hipofisectomigados (Cheva-
lier, 1979).

La célula de Sertoli ogenta ademds con un equipo
engimdtico importente, formado port: fosfatasas doi
das, 5~nucleotidasas,mono, bi y trifosfatasas, DPB
y IPN diaforasas, citocromo oxidasas, Heshidroge
nasas, sulfatasas, esterasas, lipasas, ete., que
podrian estar asociadas al intercambio metabéli-

co con las células germinales,

Especializaciones de membrana de la célula de Ser-

t0li. La barrera hemato~testicular.

El contorno de la célula de Sertoli es muy irre-
gular, por las numerosas prolongeciones y criptas
en las que se alojan las células de la 1inea ger
minal y los cuerpos residuales, Ademés, este con
torno no es estdtico, sino que varia continuamen
te en el ciclo del epitelio seminifero, como ve-

remos posteriormente.

Las prolongaciones del citoplasma de las células

de Sertoli son fundamentalmente de dos tipos:

1 - Prolongaciones laterales, que surgen
del tronco celular, como léminas que
se extienden entre las espermatogonias,

espermatocitos y las espermétidas jéve
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nes, a las que cubren.

2 - Prolongaciones apicales, que van a alo
ﬁar a las espermdtidas en maduracién,
hasta su liberacién a 1ld*luz. (Gravis,
1978).

Tanto unas como otras, establecen contactos con
las células germinales a todos los niveles. La
morfologia y auténtica naturaleza de estos contac
toa, as{ como su significecién, es tema de contro
versia. Fawcett (1975), opina que las células ger
minales (eon excepcién de las espermétidas), es-
tén libres de adherencias a las 0élulaes de Serto-
11, lo que facilitari{a su movilidad. Por el con-
trario, para Russell (1977), las uniones existen
a todos los niveles, siendo su complejidad progre
siva con lnkmaduracién de las células germinales,
Otros autores establecen diferencias entre las
uniones de la célula de Sertoli con las egspermato
gonias, espermatocitos y espermdtidas todavia es-
féricas y las que existen entre las células de
Sertoll y las espermétidae'en fase de maduracién.
{Br8kelmann, 1963, Burgos y cols., 1970).

Estructuralmente, se han descrito como fbrmadas

por un material electrodenso, smorfo y homogeneo,
que aparece a ambos lados de las membranas yuxta
puestas (Br8kelmann, 1963 y Nicander, 1967), ha-

biéndose comparado con los desmosomas (Nicander,967
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' Kaya y Harrison, 1976 y Russell, 1977) ¥y que, &
medida que evolucionan, en el citoplasma de la
célula de Sertoli subyacente irian apareciendo
haces de filamentos y cisternas de reticulo en-
dopldsmico paralelas a la superfioié de contﬁo—
to.

Las medidas que se dan para el-espacio interce-~
lular a nivel de las uniones también varfan, aun
que todos los autores estdén de acuerdo en 1la
existencia de un estrechamiento, pero que puede
oscilar entre los 20 nm y los 3 a 5 nm. Burgos
¥y cols. (1970) son los primeros en sdvertir que,
s veced, es posible distinguir en el citoplasma
de 1a célula de Sertoli adyacente a una esperma-
togonin une diferenciacién similar a la mitad de
un complejo de unién del tipo de las que se en-~
cuentren entre células de Sertoli (vedse més ade
lante). Ross (1976), también interpreta de esta
forma el tipo de uniones que halla sobre la su-
perficie de la espermdtida 1 recien formada, e
indioca que, si en ocasiones da la impresidén de
que no existe ningin tipo de unién especializada,
podria ser porque el plano de corte no hubiera

incluido esa zona.

A nivel de la espermdtida tipo 19 y la prolonga-
cién apical que le sirve de soporte, las imdgenes
se complican por la aparicién de una nuevg estruc

tura, los complejos tdbulo-bulbosos, antariormenT
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te deseritos.

Las propias células de Sertoli establecen también
relaciones entre si, apareciendo entre ellas ade-
més de complejos tiibulo-bulbosos (dgl mismo ﬁspeg
to de los que existen entre las células de Serto-
1i y las espermdtidas maduras, descritos anterior
mente), complejos de unién especimlizados, que son
los responsables de la existencia de la BARRERA
HEMATO-TESTICULAR, por lo que su importancie fun-

cional es trascendente,

Vilar y cols, 1962, sitiian la barrera hemato-testi
cular entre la lémina propia y las células de Ser
toli. Brdkelmann, 1963, observa ciertas uniones
entre las células de Sertoli semejantes a estre-
chamientos, en los que las membranas de ambas cé-
lulas implicadas distan entre si 70 £, confirmén-
dogse posteriormente su existencia por numerosos
sutores (Nicander, 1967, Flickinger y Fawcett,1967,
Burgos y colse., 1970, Dym y Fawcett, 1970, Fawcett
y cols., 1970, Dym, 1973, etc.), sin que por el mo
mento se hayan establecido todos los tipos de unién

que aparecen en el complejo.

Existe scuerdo '‘general en que formando parte de es
tos complejos de unién especinlizados hay zénulas
occludens y nexos o uniones comunicantes (Dym y
Pawcett, 1970, Pawcett y ‘cols., 1970, Dym, 1973,
Bigliardi y Talluri, 1976, Neaves, 1977, Russellg
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1977 y 1979). Ademds se han deserito estructuras
similares a desmosomas (Kaya y Harrison, 1976,
Russell, 1977 y 1979), = zénulas adherentes (Kaya
y Harrison, 1976, Burgos y cols., 1970), y simples
-estrechamientos del espacio inbvercelular (Nicander,
1967, Dym, 1973, Neaves, 1977, Russell, 1977). Es
tos sistemas de unidén se acompafian de haces hexago
nales de filamentos y cisternas de retfculo endo-
pldasmico que se sitiian en los oitoplasmas sertolia
‘nos subyacentes, paralelos a la superficie de con

tacto, méds o menos visibles megin los casos.

La barrera hemato-testicular, puesta de manifiesto
desde un punto de vista fisiolégico por Voglmayr
y cols, (1966), y confirmada por Setchell (1967) ¥y
desde un punto de vista morfolégico,y ya de forma
inequivoca, por Flickinger y Fawcett (1967), tiene
su expresidén morfolégica a nivel de las zénulas
occludens o fight junctions. (Dym y Fawcett, 1970,
Fawcett y ocols., 1970).

Esta barrera hemato-testicular estd constituida
por alineaciones paralelas de uniones ocluyentes
(Fawcett, 1974 y Bigliardi y Talluri, 1976), loca
lizadas entre las prolohgaoiones citoplasﬁéticas
de las células de Sertoli que se arquean sobre las
espermatogonias y espermatocitos preleptoténicos,
Yy a las que se asocian haces de filamentos y cis~

ternas del reticulo endopldsmico. (Figura n? 7).

e
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Los trazadores del espacio extracelular, como el |
lantano, nunca penetran mds alld de estas alinea-
ciones de zénulas occludens (Neaves, 1977). Utili
zando criofractura se ve que las zonas de oclusién
estén constituides por particulas ihtramembrénosas
de diferentes tamafios, que siguen alineaciones
bastante rectas y paralelas, en nimero mucho mayor
de 1o que es habitual en este tipo de uniones
(Neaves, 1977), lo que podria hacerlas més resis-
tentes a la rotura (Fawcett, 1975). El que las
particulas que aparecen alineadas sean de diferen
tes tamafios, se debe a la nsociacién especial exis
tente a este nivel entre zénulas ococludens y nexos
(Bigliardi y Talluri, 1976).

La existencia de esta barrera, divide el epitelio
seminifero en dos compartimentos: el basal, en don
de sme encuentran las espermatogonias y los esper-
matooitos preleptoténicos, y el luminal, donde se
sitdan el resto de las células de la linea germi-
nal. (Dym y Fawcett, 1970, Fawcett y cols., 1970).
Los espermatocitos gigoténicos quedarfen nade mds
atravesar la barrera, sobre las uniones ocluyen-
tes, (Russell, 1977).

Funciones de 1la c¢élula de Sertoli.

Dada esu posicién particular, su estructura y su

intensa actividad metabdlica, la célula de Serto-
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11 juega un papel fundamental ent

1) El mentenimiento de la citoarquitectura y ding
mica del epitelio seminffero. :

2) Los intercambios metabélicos que ocurren a ni-

vel de las células germinales.

3) La coordinacién y regulacién de la espermatogé

nesis y de la funcién endocrina del testiculo.

Citoarguitectura y dindmica del epitelio seminife-

ro.

Aunque ya con anterioridad se suponia que el pa-
pel desempefiado por la célula de Sertoll en el
mantenimiento de la arquitectura de la pared del
tibulo era fundamental, son los trabajos de Elft-
man (1950, 1963) los que lo van a poner claramen-
te de manifiesto: "las células de Sertoli, direc-
tamente epoyadas sobre la ldmina propia, suponen
centros élrededor de los cuales se disponen las

células germinales™.

Mientras que el mimero y distribucién de las célu
las de Sertoli a lo largo de la lémina propias no
ge modifican durasnte el ciclo (Bustos Obregén,1970
y Lino, 1971), la estirpe de lzs ¢élulas germina-
les 8{ gque est4 sometida a modificaciones. En la

1inea germinal, los estratos periféricos o basa-
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les (que oonstituirian en realidad la "capa germi;
nativa” del epitelio estratificado, altamente espe
cializado, que es el epitelio seminifere) ven a re
poner las oélulas ya maduras que se liberan en ia

luz (los espermatozoides).

Durante mucho tiempo se discutié la forma de reno-
vacién de esta poblacién celular, hasta 1la publica
cién del trabajo de Clermont y Leblond,(1953) en
el que se eatablece la llamada "Teoria de Renova-
cién de las Células Madre™. Segin eata teoria,
aproximadamente al principio de cada ciclo, las
espermatogonias Ao entran en mitosis, originando
nuevas espermatogonias A (que, a su vez, origina-
rian el resto de los tipos de espermatogonias y un
pequefio nimero que quedaria como "espermatogonias
durmientes" o de resé}va, que'no gse dividirdn du-~
rante las primeras ocho etapas del ciclo. Sin em-
bargo, en la etapa IX, cada célula"durmiente” ini-
oiarfa una serie de divisiones para producir los
digtintos tipoa de células A, Al principio del si-
guiente ciclo, una de cada cuatro células deja de
dividirse para convertirse en una nueva célula de
regerva, mientras que las otras tres originarian
gelis esﬁermatogonias de las llemadas intermedias,
las que, & su vez, se dividirfan hasta originar do
oe espermatogonias B, cuya mitosis darfa lugar a
veinticuatro espermatooitos I. (figura n? 8).

El esquema propuesto por el mismo grupo de traba-
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Jo afios méds tarde (Clermont y Bustos-Obregén, 1968) .

fue el que aparece en la Figura n? 9,

Este eaquema pafeoe concordar con losg resultadOS
obtenidos por Dym y Clermont (1970), tras la uti-
Mracidén de rayos X, para la irradiacién de tibu-
los seminiferos de rata y que, clargmente, indi-
can que las espermatogonias Ao se comportan como
radiorresigtentes y que entran en mitosis a inter
valos fijos y predeterminados, es decir, parece
ger un proceso regulado rigidaments. Las esperma-
togonias Ao y las Aj-Aj constituirfan, por tanto,
dos poblaciones distintas de células madre que
coexisten en equilibrio en el animal adulto. Los
tipos A1~A4, en condieciones normales, podrian inhi
bir la proliferacién de las Ao pero, como conse-
cuencia de la degeneracién, esta inhibicién desa-
parecerfia y el tipo Ao podria comenzar a prolife-
rar, y restablecer la poblacién celuler normal. A
medida que las espermatogonias Aj-As se restguran,
su accién inhibitoria volveria a ejercerse, Asi.
pues, en \dltimo término, las espermatogonias Ao
serfan las auténticas células madre de reserva.
Los picos de mitosis coincidirisn con las etapas
IX (A7), XII (Ap), XIV (A3), I (A%), IV (In) y VI
(B) (Dym y Clermont, 1970), (Cf. Pigura n? 4).

Como ya indicamos, los espermatocitos preleptoté
nicos son los que comienzan e despegarse de la

ld4mina propis por interposicién de una prolonga-

e e g oo -
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0ién del oitoﬁlasma gsertolisno (Russell, 1977).
En algin punto del procesé espermatogénico las cé
lulas del compartimento basal tienen que atrave-
sar la barrera y pasar al compartimento luminal.
Este paso de la barrera ha sido estudiado por
Russaell (1977), quien establece 1la necesidad de
la existencia de un nuevo compartimento: el inter
medio, y lo define como aquel que permite el movi
miento de las células germinales hacias le luz, sin
perturbar la continuidad de la barrera hemato-tes
tioular.

Viptas dos células de Sertoli contiguas, las espe
cislizaciones de unién aparecen como una lémina
que ge extiende varias micras en direccién a 1la
luz y que terminan en el punto donde las células
de Sertoli se separan para rodear s los primeros
espermatocitos que encontramos después de la barre

ra .

Los espermatocitos preleptoténices empiezen a per

der contacto con la lédmina basal en las etapas VII

y VIII del ciclo del epitelio seminifero, empuja-

dos por las prolongaciones citoplasmédticas de las
células de Sertoli, con las que se mantienen en

estrecho contacto por las diferenciaciones exis~

tentes a nivel de sus membranas, que ya hemos desg

erito. En la siguiente etapa, los espermatocitos »
leptoténicos amparecen ya separados de la lédmina

propis por las prolongaciones de las c¢élulas de
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Sertoli contiguas, que entran en contacto y esta-
blecen uniones firmes, del tipo zénule adherens.
A medida que avanza la etapa IX, el drea de con-
tacto entre las expansiones citoplasmidtiocas de
las células de Sertqli auments, y'%ueden identi-
ficarse zénulas occludens como uno de los compo-
nentes del complejo de unién especial que se esta
blece. A medida que la superficie de contacto en
tre las prolongaciones de las células de Sertoli
se hace mds amplia, el espermatocito leptoténico
es desplazado hecia la lus del tibulo. Va a ser,
por tanto, el espermatocito leptoténico el que
atraviese este compartimento indermedio, empujado
por las prolongaciones de la célula de Sertoli,
extremo con el que también estdn de acuerdo los
resultados de Dym y Cavicchia, 1978: Ya que los
espermatocitos no presentan movimientos ameboides,
ni pierden los contactos de unidén semejantes a
desmosomaz con las células de Sertoli circundan-
tes, es de suponer que la célula de Sertoli jue-
gue un papel activo en la transferencis de los
espermatocifoa al compartimento luminal (Russell,
1977). (Pigura n? 10).

A medida que avanga el ciclo -etapa XI-, é%arece
ya la asociacidén caracteristica de filamentos y
cisternas de retfculo endopldsmico con las zénu-
las occludens, que desaparecen posteriormente (etg
pa XI1I) y ya en la etaps siguiente (XIII) sélo

aparecen complejos de unién recien formados, por

e ey ——— g e
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debajo de los eémpermatocitos.

Dym y Pawcett (1970), postularon la rotura y for-
macién de zdénulas occludens., como el mecanismo
por el cual tiene lugar la transferencia del es-
permatocito. Ross y Dobler (1975), aunque funda-
mentalmente estén de acuerdo con esta hipétesis,
opinan que, a pesar de que las dos membranas se
separan para dejar pasar sl espermatocito, las es
pecializaciones quedan intaotas, observédndose co~-
mo una "hemi-unién® en la membrana sertoliana en
contacto con el espermatocito que estd pasando.
La unién vuelve a eatablecerse una vez que éste
ha pasado. Russell (1977), propone que durante el
paso del espermatocito leptoténico las zénulas
adherentes podrian actuar como uniones intermedias
reguladoras del pasoc de flufdos o que, al menos,
el material adhesivo de esta unién sea capaz de
prevenir la rdpida entrada de fluidos. Es decir,
durante las etapas IX, X y XI y parte de la XII
del ciclo, existen dos barreras: una recien forma
da debajo del esperamtocito leptoténico y otra
(formada en las primeras etapas) que queda por en
oima. Entre una y otra se localizaria el comparti
mento intermedio (Russell, 1977). Los espermatoci
tos zigoténicos nunca se han encontrado rodeados
por los trazadores cuando éstos se utilizaron pa-
ra localizar la barrera, por lo que se considera
que estas células se encuentran ya en el comparti

mento luminal. (Dym y Cavicchia, 1978).

»
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A este nivel de la bﬁrrera hemato-testicular apa-~
recen ademds los complejos tubulo bulbares entre
¢élulas de Sertoli vecinas. Estos complejos van a
tener su origen y disolucién acoplados al cicle:
durante les etapas II a V aparecen con una, confi-
guracién morfolégica que indican que son de nueva
formacién, alcanzando su méximo desarrollo en las
etapas IV y V. En la etapa VI se ven asociados a
lisosomas y comienzan a degenerar. Desde la etapa
VII a 1a I no aparecen los bulbos, y el tibulo,
cuando se ve, estd sobre las espermatogonias o de
bajo de los espermatocitos leptoténicos. Se ha
propuesto que la misién de los complejos tiibulo-
bulbosos seria la de mantener a las células germi
nales en el compartimento basal y, en el momento
cportuno, su disolucién las permitiria emigrar
(Russell, 1979). Si tenemos en cuenta que es el
espernatocito leptoténico el que traspasa la ba-
rrera durante las etepas IX, X y XI (Russell,
1977), esta proposicién podria ser ;élida, ;uesto
que coincide con momentos en los que el desarrollo
de los complejos es minimo, aunque su digposicién
no parece que tenga polarizecién alguna, ni que
estén en relacién con lasg células germinales. Los
espermatocitos paquiténicos aparecen en la etapa
X1V, dispuestos en anillo hexagonal alrededor de
la célula de Sértoli. El aumento de tamafio en las
slguientes etapas, hard que se dispongan en dos
eatratos de carass facetadas, y cuando la meiosis

se completa, las espermdtidas resultantes se dis
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ponen en cuatro lédminas zigzaguesntes entre las
células de Sertoli. (Elftman, 1963).

Entre las espermdtidas 1 y ias cé1ulas de Sertoli
se establecen uniones que parecen corresponder a
la mitad del oomplejo de unién especiaml que encon
tramos a nivel de la barrera hemato-testicular y
que 86 localiza en el lado de la célula de Serto-
1i. Hacia esta zona va & girar el polo nuclear cu
bierto por el capuchdﬁ acroséﬁico, orientdndose
hacia el ndcleo de la célula de Sertoli (etapa VII)
Eate momento, coincide con el principio de 1la fa-
se acrosémica, emigrando a partir de entonces ha-
cia la profundidad del epitelio seminifero. En las
etapas XIII y XIV vamos a encontrar las espermdti
das ocon su regidén mds craneal casi en la periferia
del tubulo, profundamente hundidas en una cripta
de la célula de Sertoli. En el citoplasma sertolia
no aparecen a este nivel las especializaciones de
unién ya descritas, aloanzando su mixima compleji-
dad en cuanto a haces de filamentos y cisternas de
retfculo endopldsmico asocisdoa. Easta zona de unién
especializade cubre toda la cabeza de la espermdti
da. La etapa siguiente (etapa I), coincide con la
formacién de nuevas espermdtidas que, por la falta
de espacio, habrédn de disponerse en cuatro filas.
Es posible que, sl menos en parte, este hecho in-
duzca el que la espermétida 1%, ya en fase de ma-
duracién, comience a desylﬁzafae hacia 1la 1lug .
(Elftman, 1963). En este desplazamiento intervie-
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ne también ia célula detsertoli. La regidﬂ.cito- ’
plasmdtica que aloja a la espermdtida en fase de
maduracién, va a acompafiarla en su desplazamiento
. como 8i fuera el estuche en el que se transporta,
pero que, al mismo tiempo, actida corio medio de

transporte,

Tengamos en cuenta que, en la fase I, no s6lo aca
ba de aparecer la nueva generacién de espermdti-
das tipo 1 -que en este momento inician la esper-
miogénesia y que tienen que spilarse para caber
en el espacio disponible-, sino que ademéds, las
espermatogonias A4 entran en mitosis para originar
las nuevas espermatogonias Aj y las espermatogo-

nias In.

En la siguiente etapsa (¥I) encontramos las esper-
matogonias In y los espermatocitos paquiténicos
que contindan aumentando de tamaiio, por lo que va
a ser necesarjo el desplazemiento dé parte del ei
toplasma de la célula de Sertoli desde 1la base ha
cia la luz del tibulo. La porcién citoplasmdtica
que se desplaza corresponde precisamente s }a que
aloja a las espermdtidas en maduracién, formando
coro una copa que contiene la cabeza de la esper-

mdtida.

En 1la etapa III, los espermatocitos paquiténicos
continuan aumentaendo de tamafio y las espermdtidas

tipo 3 finalizan la fase de Golgi. Mientras, si-
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gue el camino de las espermdtidas 16 hacia la lug,
siempre protegidas por esta porcién,altamente espe
ctalizada, del citoplasma de la célula de Sertoli.

En la etapa IV, mientras las espermdtidas 4 estén
iniciando la fase del casquete, los espermatocitos
paquiténicos siguen aumentando de tamafio y las es-
permatogonias In entran en mitosis para originar
las espermatogonias B, que aparecen ya en la si-
guiente etapa (V). El ascenso hacia la luz de 1las
eppermdtidas en maduracién (espermdtides 17), con-
tinda.

En la etapa VI, las espermatogonias B entran en mi
tosis para originar los espermatocitos preleptoté-
nicos, mientras el espermatbcito paquiténico conti
nia su aumento de tamafio y en las espermdtidas 6
sigue evolucionsndo la fase del casquete, Las es-~
permétidas en fase de maduracién (espermdtida 18),
al final de esta etapa ven a aparecer profundamen-
te insertadas en el extremo de la prolongacidén api
cal, toacamente discoidem, en que me ha convertido
el citoplasma de la célula de Sertoli a ella aso-
ciado. Esta prolongacién, localizada en la luz del
tibulo, se mantiene unida al soma de la célule de
Sertoli por un estrecho conducto, que finaliza en
una espeoie de maza con una ranurae. En esta ranu~
ra ird flojada la espermdtida, ye a punto de con-
iertirae en espermatozoide, La prolongacién cito-

plasmética de la célula de Sertoli cubre completa

| 1
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mente la cabeza y el cuello de la espermdtida, eEA
tendiéndose por el dorso de la misma 86lo una de-
licade ldmina, mientras que en 1la regién ventral

el citoplasme es mds sbundante. (Figura n? 11).La
diferencigacién alcenzade por la zona de contacto

es méxima, apareciendo gran cantidad de cisternas
de reticulo endopldsmico y de filamentos. La gota
citoplasmédtica, que hasta este momento envolvia.

la cola de la espermdtida, va a comenzar a desli-~

zarse hacia el cuello de la misma.

Al final de esta etapa, o principios de la siguien
te, empieza a formarse dna nueva estructuras los
complejos tibulo-bulbosos que, partiendo de la cg
ra ventral de la cabeza de la espermdtida 19, ven

a ir a anclarse en la prolongacién citoplasmética

de ls ¢élula de Sertoli (Russell y Clermont, 1976),.

que ya hemos descrito brevemente con anterioridad.

(Pigura n? 12).

Los complejos tiibulo-bulbosos comienzan a formar-
se al final de la etapa VI o principios de 1la VII
(espermdtida 19) como pequefias evaginaciones que
emergen de las zonas laterales de la cara ventral
de 1la cabeza de la espermdtida, coincidiendo con
una invaginacién del citoplasma de 1a célula de
Sertoli (Russell y Clermont, 1976 y Russell, 1979
a).(Pigura n? 13). Los complejos recien formados
alcanzan 0,1 a 0,2 am. de longitud. Las membranas

a este nivel son més finas (7,5 nm. aproximadamen
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te) que en las demés regiones (unos 14 nm.), debi
do a la ausencia del glicocdlix. (Russell, 1979).
El fondo de la membrana invaginada de la célula
de Sertoli aparece reforzado por una densifica-
oién de aspecto velloso ("bristle coated pit")
que se ha teorizado podria ser el inductor de la
formacién del complejo. Cuando el tidbulo alcanza
clerta longitud, comienza a dilatarse pof su re-
gién central, dilatacidén ésta que va a originar
el bulbo (Russell, 1979). El espacio intercelu-
lar estd muy estrechado (6-8 nm.). Los complejos
alcanzan unas 3 um de longitud y un didmetro en
le porcidén tubular de unos 50 nm. y de aproxima-~
damente 1 um, en el bulbo. Su desarrollo es méxi-
mo durante la etapa VII, estando también presen-
tes durante 1a VIII, en la que se va a producir
su regresién antes de la liberacién del esperma-
tozoide. (Ruesell y Clermont, 1976 y Russell,
1979 a). (Figura n? 14),

Las cisternas del reticulo endopldsmico aparecen
fntimamente asocindas a los'complejos tiibulo-bul-
bosos; ml principio de la fase VII existen cister
nas saculares que forman una red en la periferiea
de la prolongacién apical sertoliana y ciaternas
tubulares que se interconectan entre si y que son
mucho:méds abundantes gque aquéllas, Esta red de
cisternas tubulares se prolonga por el conducto
de conexién, desde el cuerpo de la célule de Ser-

toli hasta la prolongacién apical, extendiéndose



50

a lo largo de la cara dorsal y ventral de la cabe’
za de la espermdtida, para terminar en forma de
copas que mbragan a los bulbos de los complejos

- tidibulo~bulbosos. (Clermont y cols., 1980). (Figu-

ra n? 15), -

Hacia la mitad de la etapa VII, las cisternas sa-
culares empiezan & entrdr en regresién, mientras
gue las tubulares se hacen mds abundantes. Al fi-
nal de la etape sélo quedan restos de las cister-
nas saculares, mientras que las tubulares forman

una tupida red en la prolongacién apical.

A medida que la etapa VII avanza, la gota citoplasg
mdtica, que se habia desplazado hacia el cuello,
forma una especie de 1lébulo dilatado en su extre-
mo distal y conectado por su perte proximal a la
regién caudal de la cabeza. Eate 16bulo va a ir
hundiéndose cada vez mds en el citoplasma de la
célula de Sertoli, acercdndose a la base del tibu
lo. En &1 se contienen los restos del citoplasma
de la espermdtida, con un aspecto electrodenso,
debido sl empaquetamiento de los orgédnulos exis-
tentes (ribosomas agrupados en una o mds masas,
gotes de 1ipidos, mitocondrias y vacuolas). (Rus-
sell, 1979 b). (Figura n? 16) '

Al mismo tiempo, las espermdtidas han seguido su
camino hacia la luz. Algunos ndcleos de las célu-

las de Sertoli las acompafian en su ascenso y apa-

e e e e e A am g g e e <
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recen desplazados de su localizacién habituel y
oon forma de bastén, seguramente debido a la es-
trechez de 1a célula de Sertoli en esta zona.
(El1ftman, 1963).

Ya en la etapa siguiente (etapa VIII), aparecen
imégenea indicativas de degradacién de los comple
jos tidbulo-bulbosos pér lisosomas (Russell, 1979
a). También las cisternas de reticulo endopldsmi-
co, cuya organizacién habia alcanzado gran comple
Jidad, han entrado en regresién. La gota citoplas
mética se ha desconeotado de la espermdtida que,
a estas alturas, ya es un espermatozoide, y queda
libre en la luz del tHibulo,

La prolongacidn apical de la célula de Sertoli,

que hasta este momento habfa sostenido a la esper
mdtida, entra en regresién, y el citoplasma conte
nido en ella se desplaza a localizaciones méds ba-
sales. También el cuerpo residual se incorpora a
este desplazamiento citoplasmético y su evolucidn
va & estar acoplada al ciclo general del epitelio

seminifero, como posteriormente veremos,

La célula de Sertoli como mediadora del metabolis-

mo de las células germinales.’

La idea de la célula de Sertoli como "célula no-
driza® de las de la linea germinal es muy enti-
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gua y actualmente se mcepta como un hecho compro-‘
bado {Vilar y cols., 1962, Nishida, 1954).

La posicién que ocupa la o0élula de Sertoli en la
pared del tibulo, junto con esu morfologia y las
relaciones que establece con las células de la 1%
nea germinal, suponen los primeros datos a apor-

tar en este sentido.

El descubrimiento de la barrera hemato-testicular
supuso un hallazgo también importante en este sen
tido. Las células germinales que se encuentran en
el compartimento basal pueden nutrirse y realizar
sus intercambios metabélicos con los capilares san
guineos a través del intersticio por difuzidén, sin
que la lémina propia suponga obstdculo para el pa-
go de la mayor parte de substancias. Sin embargo,
se ha comprobado -mediante inyeccién de trazadores—
que todos los metabolitos que llegan o abandonan
las células germinales situadas mds alld de la ba-
rrera hemato-testicular, lo hacen a través de la
célula de Sertoli.(Courot, 1970).

Ademds, en la propia célula de Sertoli, la corrien
te de difusién de las substancias nutritivas sigue
giempre una misma direccién, desde la base hacia
1a luz, lo que hace suponer ademds un paso de subs
tancias hacia las células germinales (Nishida,
1954).
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Otros datos que son interesantes en este sentido |

son la existencia de vesiculas de pinocitosis a
lo largo de las membranas plasmdtices (Nicander,
1967), la localizacién en la célula de Sertoli

de un equipo enzimdtico muy variado; que utiiizg

ria en el procesamiento de estos metabolitos (Cog

rot, 1970) y, la actividad faegocitica de las cé-
lules de Sertoli (Clegg y Mc Millan, 1965, Nican
der, 1967, Carr y cols., 1968 y Courot y cols.,

1970) que, incluso, ha hecho que algunos sutores

especulen con la posibilidad de su pertenencis

al sistema reticuloendotelial. (Carr y cols.,1968).

Se cree que en 6l transporte de los metabolitos
intervendria el reticulo endopldsmico y los mi-
crotibulos de las células de Sertoli, (Courot,
1970).

De hecho, durante la espermiogénesis, se ha com-
probado que ciertos lipidos y materiales PAS po-
pltivos siguen un ciclo entre las espermdtidas y
las células de Sertoli.

Coordinacién y regulacién de la espermiogénesis

y de la funcidén endocrina del testiculo. Inter-
vencién de la célula de Sertoli.

Si observamos la gran precisién matemdtica con

que se suceden los distintos pasos de la esper-



54

matogénesis y la exactitud con que éstos se enca-
Jan dentro de las sucesivas etapas del ciclo del
epitelio seminifero, llegaremos a la conclusién
de que la coordinacién entre las distintas trans-
formaciones ocurridas en las células germinales

es perfeote,

Los conocimientos que poseemos acerca del mecanis
no de regulacién de este proceso son adin muy par-

ciales, y no comprendidos de forma global.

Muchos autores estdn de acuerdo en partir de la
suposicidén de que la liberacién del espermatozoi-
de es un momento importante en la regulacidn y,
ya desde antiguo, se fijaron en los componentes
del cuerpo residual de Regaud, fagocitmdo por la
¢élula de Sertoli (Kingsley-Smith y Lacy, 1959),
alguno. de los cuales podria contener la substan-
cia reguladora que actuarim,a través de la célula
de Sertoli, sobre las oélulas germinales inmadu-

res, (Courot, 1970).

El componente mds estudiamdo han sido las gotas
lipfdicas contenidas en el cuerpo residusl, y se
ha intentado buscar correlaciones entre el ciclo
que siguen los l{pidos y el del epitelio seminife

ro.

El cuerpo residual de Regaud emigra hacia la pe-

riferia y, poco a poco, se va a ir degradando, pe

TNy e e o g ¢ e 1 e et e s+ )



55

ro, en su lugar, van a quedar unos cuerpos lipoi-~
deos del mismo tamafio y localizecién periférica.
(Kingsley~-Smith y Lacy, 1959).

Desde la etapa IX (la siguiente a 1la liberacién
del espermatozoide) hasta la II, los lipidos del
epitelio seminifero van a aparecer casi totalmen-
te dentro del citoplasma de la célula de Sertoli,
formando un estrecho anillo sudanéfilo alrededor
de la periferia del tidbulo. Durante las etapas
VI-VIII, los 1lipidos se hallan en la luz del tibu
lo, en el interior del citoplasma de las espermé-
tidas en fase de maduracidén, donde han hecho su
aparicién desde la etapa II. A partir de aqui, ag
oienden hacia la luz del tubo, hasta quedar en el
cuerpo residual cuando la espermdtida se libera a
la luz como eepérmatozoide en la etapa VIII, Por
otra parte, la sctividad fosfatasa dcida sigue el
mismo patrén que los lipidos, pero no se ha podi-
do demostrar en el citoplasma de la célula de Ser
toli asociada a la fagocitosis de los cuerpos re~
pidunles. (Niemi y Kormano, 1964). En las esperma
togonias y espermatocitos es rara la presencia de
1fpidos, comenzando a hacerse patentes a partir
de la espermdtida 1, aumentando su contenido en
lag espermétidas a medida que evoluciona la esperxr
miogénesis. (Br8kelmann, 1963).

Por otra parte, la inhibicién de 1la espermatogéne

sis siempre se acompafia de un aumento de lipidos
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en la célula de Sertoli. (Lacy ¥ Lofts, 1965 a),
Chung y Hamilton, 1975 y Alexaender y Tung, 1977).

Lacy y Lofts (1961), extrajeron los lipidos que
ge producian domo consecuencia de la inhibicién
de la espermiogénesis por irrsdiacién con Rayos X
o por tratamiento estrogénico y encontraron que,
en ambos casos, estos lipidos daban una respuesta
positiva al test de la progesterona y sus metabo-
litos, concluyendo que la célula de Sertoli debia
elaborar alguna hormona esteroidea que se utiliza

ria normalmente durante la espermatogénesis.

Se ha intentado valorar también la importancia que
la existencia de la barrera hemato-testicular ten
dria en el mecanismo de regulacién, lo que esta-
bleceria una diferencia importante entre la forma
de regulacién del proceso en el compartimento ba-
sal y en el luminal. (Dym y Cavicchia, 1978).

De cualquier forma, 1o mds probable es que el con
trol de la espermatogénesis esté Intimamente rela
cionado con la funcién endocrina del testiculo y
su regulacién, en la que parece gue las células
protagonistas son las células de Sertoli y célu-
las de Leydig.

ESPACIO INTERTUBULAR
INTRODUCCION

La mayoria de loa estudios morfolégicos que se

v
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han hecho sobre 1oa‘elementos del espacio inter-
tubular se han fijado en 1la célula de Leydig,
deascuidando, casi siempre, el resto de los compo
nentes, seguramente debido a lo diffcil que era
su buena preservacién utilizando ias técnicés’
histolégicas habituales.

Aproximadamente a partir de 1960 se realizan nu-
merosos estudios, fundamentalmente histoquimicos,
de locslizacién enzimdtica. y ultraestructurales,
mediante la aplicacidén de la microscopia electré
nica. (Christensen, 1959, Fawcett y Burgos, 1960,
Kretser, 1967, Fawcett y cols., 1969, Christensen,
1970, Burgos y cols., 1970, Hooker, 1970, Fawcett
y cols., 1973 y Fawcett, 1974).

La regién intertubular se describe como un espa-
cio ocupado por un tejido conectivo laxo, en el
que aparecen fibras de reticulina, algunas de co
ldgena y algunas eldsticas, ya en la ldmina pro-
pia. Este tejido conjuntivo estd ricamente vascu
larizado. Los vasos sanguineos, al penetrar en
este especio, se ramifican hasta dar arteriolas
y capilares intertubulares paralelos a los tibu-
los que, a su vez, sufren ramificaciones perpen-
diculares, constituyendo una red peritubular. Tam
bién el pistema linfdtico forma una tupida red

de vasos, mds densa que la de los sanguineos, que
se localiga fundamentalmente entre los espacios

angulosos que quedan entre los tidbulos.
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Existen ademds diferentes tipos celulares; odlu-
las mds o menos poligonales de aspecto epitelioi
de y de origen mesenquimal, que se encuentran di
seminadas o en grupos y, habitualmente, relacio-
nadas con los capilares sanguineos; Células fusi
formes, fibroblastos, también de origen mesenqui
matoso, en Intima asociacién con la pared del td
bulo o con la adventicis de los vasos. Y, ademés?
histiocitos, macréfagos, células cebadas, células

plasmiticas, linfoeitos, etc.

ORGANIZACION DEL ESPACIO INTERTUBULAR

Las relaciones entre los distintos componentes,
desde un punto de vista morfolégico, sélo se han
establecido en estudioa que combinan la microsco
pia electrénica de transmisién con la de barrido.
(Clark, 1976).

El trabajo de Clark pone de manifiesto que el es
pacio intertubular del testiculo de rata adulta

tiene una configuracién tridimensional intrinca-
da, formando un delicado estuche que rodea a ca-
da uno de los tibulos seminiferos por separado,

pero sin que en é1 se presente ninguna disconti-
nuidad. Parece como si tibulos y tejido intersti
cial estuvieran totalmente separados, sin que en
tre ellos se establezca conexién alguna, de tal

manera que los fluidos pueden pasar libremente

entre uno y otro componente, sin que ninguna ba-
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rrera se interponga. Ademds, los elementos que
ocupan el espacio intertubular dejan huecos, a
modo de fenestraciones, que comunican los distin
tos cspacios peritubulares entre si, dando al
componente intertubular un aspecto esponjoso. De
esta forma, los lfquidos que baflan directamente

a los tibulos, estén también en comunicacién abier
ta oon todos los elementos existentes en este es
pacio intertubular. (Figura n? 17).

Ademds de las células de Leydig y de los vasos
sanguineos, Clark describe la presencia de otros
tipos celulares, tales como macréfagos y fibro-
blastos, ademds de una cubierta de cédlulas endo-
teliales que se dispone envolviendo el resto de
los componentes del intersticio, quedando, entre
dicha cubierta y la lédmina propia que rodea a

los tidbulos un espacio peritubular, por donde
circula el liguido intersticial. Esta ldmina de
células endoteliales aparece con discontinuida-
des en dreas especificas, que parecen estar rela
cionadas con la forma de empaquetarse los tibu~
los, de manera que suele estar presente entre dos
tibulos enfrentados y faltar en los espacios més
abiertos. En estas éreas abiertas (espacios loca
lizados entre tres tdbulos), predominan las célu
las de Leydig, acompafiadas de algunos macréfagos.
Otros tipos celulares como, por ejemplo, los fi-
broblastos, son poco frecuentes. Taembién en estas

regiones se encuentran vasos sanguineos, fibras
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coldgenas y algunos nervios. Los vasos sangufineos.
ineluyen capilares intertubulares y vasos de ma-
yor calibre, normalmente localizados centralmen-
te y rodeados por las células de Leydig. Las fi-~
bras coldgenas son poco abundanteeiy, normalmen~
te, se encuentran agrupadas en haces de varias

fibras.

En las dreas cubliertas por células endoteliales
(espacios cerrados, entre las superficies exter-
nas de dos tubulos), lo més caracteristico es esg
ta cubierta endotelial continua. Los 1limites en-
tre dos células endoteliales adyacentes son com-
rlejos: los mdrgenes con frecuencia se solapan
en un corto recorrido, donde son frecuentes los
desmosomzsa. Las cédlulag endoteliales parecen es-~
tar edheridas al tejido subyacente por finas pro-
longaciones citoplasmdticas. Los elementos inclui
dos en el espacio cerrado por las células endote
liales, son células de Leydig y fibroblastos o
macréfagos ocasionales. De nuevo las fibras cold
genas se suelen agrupar en haces y los capilares
peritubulares discurren por este intersticio cu-
bierto, generalmente en direccién perpendicular
al eje del tibulo ~como ya hablamos indicado-.
No es frecuente encontrar vasos de mayor calibre

en estas zonsa. (Figura n? 18).

El tejido intersticial, no solamente rodea a ca-

da tdbulo, sino que también forma uns ldmina in-
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moediatamente por debajo de la tiinica albugines,

rodeandoc a los tibuloe més externos. Este inters
tiolo subtunical se contimia directamente con el
intersticio peritubular, y forma una ldmina ex-

terna de tejido que engloba a todos los tdbulos,
como una formacién en saco, cubierto por uns 1§

mina endoteliml continua, como la del tejido in-
tersticial peritubular, que se enfrenta a la tu-
nica albuginea. Esta continuidad sélo se ve inte
rrumpida en pequeilas zonas, donde grupos de ma-

oréfagos, situados en ligeras depresiones, apare
cen salpicados por la superficie externa. Los va
sos sanguineos de mayor calibre discurren a tra-
vés de este intersticio subtunical y quedan den-
tro del tejido intersticial a medida que se rami
fican entre los tibulos,

Entre las ldminas endotelimles de la lédmina pro-
pia de los tidbulos seminiferos y las que rodean
al tejido intersticial, se delimita un espacio
linfdtico que rodea completamente, y de forma in
dividual, a cada tidbulo seminifero, formando un
"ginusoide linfético peritubular”. Eatos sinusoi
des comunican libremente con el "espacio linféti
0o subtunical™, a través de las fenestraociones
del tejido intersticial, formando un"espacio lin
fdtico testioular", aparentemente sin dividir
por tabigque alguno. Las substancias procedentes
del plasma sanguineo y de las células de Leydig

tendrian primero que entrar a formar parte del

»
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1{quido extracelular intersticial y pasar al 1i-
quido linfético, antes de acceder a la ldmina pro
pla del tibulo, cuyo obstdculo también tendrian
que vencer hasta llegar al compartimento basal
del tudbulo.

COMPONENTES CELULARES DEL ESPACIO INTERTUBULAR

. CELULA DE LEYDIG

Descrita por Leydig en 1850, los primeros que
la estudiasn en la rata con microscopia electré
nica son Wilke y Schendhart (1958).

Esta célula polihédrica parece ser de origen
mesenquimatoso y,aunque su precursora mds inme
diata no haya sido locaslizada con certeza, se
la ha descrito como una célula de naturaleza
fibrobldsticae (Mancini y cols., 1963). Una vez
alcanzeda la pubertad, se presume gue las célu
las precursoras pueden aiin madurar, pero nunca
se han visto figuras de mitosis, asumiéndose
que, una vez alcenzada la madurez sexual, ad-
quiere una condicién estable, permaneciendo en
relativo equilibrio. (Hooker, 1970).

Se diferencia del resto de los tipos celulares
que encontramos en el intersticio por la dispo
sicién en grumos periféricos de su cromatina.

“ E1 oitoplasma, generalmente abundante, es den-
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so y finamente granular, con tendencia a la aci
dofilia, probablemente debide a 1a gran sbundan
cia de R.E.L. (Christensen y Fawcett, 1966, Bur
gos y cols., 1970, Hooker, 1970 y Clark, 1976),
que es8 su caracteristica mds sobresaliente, en~
contrédndose sus‘eisternas fuertemente empaquets
das en el citoplasma, formendo una red de tiibu~-
los interconectados (Clark, 1976), en la que se
localizen parte de las enzimas involucrades en
la sintesis de testosterona (Christensen, 1970,
Hall, 1970).

El R.E.R., por el contrario, estd poco desarro-
llado y, generalmente, se localiza en zonas cer
canas al nucleo, al igual que el aparato de Gol

g1 gque tembién estd moderadamente desarrollado.

Las mitocondriass son también muy sbundantes y
en forma de bastén (Clark, 1976) y sus crestas
pueden ser laminares (Burgos y cols., 1970),
aunque lo més freouente es encontrarlas con con
figuracién tubular, con cuerpos densos intrami-
tocondriales de naturaleza desconocida (Clark,
1976). En ellas se localizan también parte de
las enzimas implicadas en la biosintesis de teg

tosterona.

Los ribosomas y polirribosomas aparecen disper-
sos en el citoplasma. Contienen ademds lisoso~-

. mas, filamentos y varias inclusionest gotas li-

»
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pidicas (que en la rata son sudanéfilas y posi’
tivas a las reacclones indicativas de coleate-
rol. ~Hooker, 1970-), grdnulos de glucégeno,
pigmentos, eto,

Posesn, ademds, un equipo enzimdtico importan-
tet enzimas hidroliticas, lipasas, esterasas,
fosfatasas y varios tipos de enzimas oxidati-

vas,

El contorno de las células de Leydig estd eri-
zado de cortas microvellosidades que, en la mi
croscopia electrénica de barrido, las diferen-
cia olaramente de los macréfagos. Parece serxr
que entre ellas se encuentran Intimamente aso-
ciadas, habiéndose encontrado en el hombre unio

nes del tipo nexo. (Nagana y Suzuki, 1976).

FIBROBLASTOS

Forman parte de la poblacién estable mesenquima

tosa. En determinadas condiciones, pueden evolu

cionar hasta formar células de Leydig. Estas pue
den, & su vez, entrar en regresidén, adoptando

de nuevo caracteristicas de fibroblastos. (Hoo-

ker, 1970).
MACROFAGOS

Se suelen encontrar asocindor a las células de
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Leydig, aunque su citoplasma es mucho mds cla-i
ro, poseen gran cantidad de lisosomas, vacuo-
las y cuerpos residuales, como corresponde a
su capacidad fagocitica, mostran@o un contorno
con gran cantidad de vesiculas de fagocitosis.

II.- FUNCIONES DEL TESTICULO Y SU REGULACION

Ya indicdbamos al principio de esta introduccién que el

testiculo funciona como una gléndula exocrina, productora
de espermatozoides, y, a la vez, endocrina, localizdndose
en €1 la principal fuente de andrégenos en los individuos

macho,

Aunque su funcién exocrina estd centrada en el tubulo semi

nifero y la endoorina en las células de Leydig, ambas fun-

_clones estén Intimamente relacionadas y, de alguna forma,

aquélla depende de ésta.

Asi, el concepto actual es que, en la cinética de la es
permatogénenis, se dan una serie de hechos gque, necesaria-
mente, tienen que estar regulados por mecanismos hormona-
les: la duracién de la espermatogénesis, que es constante
para cade especie, asi como la duracién del ciclo y de ca-

da una de las etapas de la espermiogénesis,

En la regulacién de ambas funciones estd ademds implicado
el eje hipotdlamo-hipofisario, sin que hasta el momento se

conozcan todas las substancies implioadas y el mecanismo
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de accién de cada una de ellas en este complicadfsimo pro-’

ceso,

A oontinuacién intentaremos sintetizar, de la forma més
clara posible, los datos que figuran al respecto en la bi-
bliografia. ’

INTRODUCCION HISTORICA

Hacla el primer tercio de nuestro sigpo, se observé que la
ablacién de la hipéfisis ocasionaba atrofia testicular, lo
que se demostré posteriormente, de forma inequivoca, gra-~
cias a las experiencias de Smith (vease Steinberger, 1971),
al observar que la hipofisectomia era capaz de impedir el
desarrollo testicular cuendo se realizaba en ratas inmedu-
ras,y que este efecto podfa evitarse por implantacién dia-

ria de tejido hipofisario fresco.

El descubrimiento de la FSH y de 1la LH dirigié las investi
gaciones a asignar un papel concreto a cada uno de estos
factores gonadotrépicos, estableciéndose el concepto cldsi
c¢o de que la FSH ejerce su control en el tibulo sobre el
proceso espermatogenético, mientras que la LH lo hace so-
bre 1a funcién de las oélulas de Leydig. (Greep y cols.,
1936). Sin embargo, el hecho de que los andrégenos también
podian mantener la espermatogénesis en las ratas hipofisec
tomizadas (Walsh, 1934), suponia una nota discordante en
el modelo de regulacidén que se habia establecido. Ademds,
aungue los andrégenos son capaces de mantener la espermato
génesis, si se administran al poco tiempo de la extraccién

de la hipéfisis, no son capaces de iniciar el proceso desg-
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pués de que el testiculo se ha atrofiado. Otra complicacién

que se afiade es la dificultad de separar las respectivas

funciones de la PSH y de 1la LH,

Cuando se extirpa la hipéfisis, el proceso espermatogenéti:
co se para a partir del espermatocito I. (Mess, 1952, Nel-
son, 1952 y Steinberger y Nelson, 1955). Sin embargo, has-~
ta 1la publicacién de los trabajos de Clermont y Lebiond
(1953) y Clermont y cols. (1959), los aspectos cuantitati-
vos del proceso no se pudieron evaluar de forma adecuada.
Ademds, y auﬂque la espermatogénesis no se completa, la du
recién del ciclo se mantiene inalterada. (Clermont y Har-
vey, 1965). Los efectos de la hipofisectomia empiezen a de
tectarse muy fronto y a partir del quinto d{a emplegzan a
verse células germinsles con signos de degeneracién. (Rua-
gell y Clermont, 1977).

Por otra parte, la terapia sustitutiva con FSH o IH tampo-
co resuelve el problema de cudl de las dos hormonas es esen
cinl en el proceso espermatogenético y qué parte del proce
80 regula cada una de ellas.(Manoini y cdls.1969)Algunos expe
rimentos parecen poner de manifiesto la necesidad de las
dos hofmonas actuando sinérgicamente. (Lostroh, 1963, Mans

son y cols., 1976 y Russell y Clermont, 1977).

Se sabe ademdés que la castracién va acompafiada de un aumen
to en las hormonas gonadotrdpiéas. Y la relaocién entre el
fallo de la funcidén testicular y los niveles de excrecidn
de gonadotropinas tembién estd bien establecida. Asf, en

el sindrome de Klinefelter, los niveles de gonadotropinas
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estdn aumentados (Johnsen, 1964) y, cuando se frena la es~
permatogénesis, en la hipé6fisis tiene lugar una serie de
cambios llemados de castracién, que se acompafian de un au-~
mento de gonadotropinas. (Johnsen, 1970). Esto significa
que la influencia entre las hormonas produciéas por 1é hi-
péfisis y las testiculares, es reciproca.(mécanismo “feed~
back").

LAS HORMONAS GONADOTROPAS Y EL EJE TESTICULO-HIPOFISARIO.

Si las células de Leydig se incuban con LH marcada con 1257,

la hormona aparecerd en el citoplasma (De Kretser y cols.,
1971, Davies, 1979), 1o que parece probar la existencia de
receptores para la IH a ese nivel, actuando, pues, esta

hormona sobre la célula de Leydig.

A la misma conclusién llegaron Castro y cols. (1972) con
la utilizacién de téenicas inmunohistolégicas, afitadiendo
que, también la FSH actun sobre la célula de Sertoli. Efec
tivamente, en 1la célula de Leydig se detectan receptores
eapecificos para la LH, cuya concentracién vendria, a su
vez, regulada por los niveles de gonadotropinas. (Hsueh y
cols.,1976). La LH seria reaponaaﬁle de regular la biosin-
tesis de testosterona por la célula de Leydig (Feldman y
Bloch, 1978 y Cigorraga y cols., 1978). La unién de la LH
a los receptores de membrana, induce la activacidén de la
sdenil ciclasa, con mumento del AMPc intracelular, lo que
llevaria a la activacién de proteinakinasas, y a la subsi-~
guiente fosforilacién de proteinas, sintesis de RNA y de

proteinas y, \dltimamente, a la biosintesis de esteroides.
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La LH actia ademds como una hormona de funcién tréfica so-
bre el.desarrollo y mantenimiento de la célula de Leydig.
(Cigorrega y cols., 1978).

También en la célula de Sertoli existen receptores especi-
ficos para la FSH que, al unirse a la hormona, estimularisn
la produccién de AMPc a través de una proteina-kinasa. (Fa
kunding y Meens, 1977). Ello, a su vez, induciria la sinte
gsis de una proteinat la ABP (PFakunding y cols., 1976), con
afinidad por los andrégenos, a los que se unen de forma es
pecifica, potenciando su accién. La hipofisectomim acarrea
ria una disminucién de los niveles de ABP (Tindall y cols.,
1977) y la terapia de sustitucién, tanto con FSH, como con

testosterona, seria capaz de estimular de nuevo la produc-

cidén de ABP en ratas hipofisectomizadas. (Rotite y cols,,
1978). Ademds, la capacidad de la testosterona para mante-

ner la espermatogénesis en animales hipofisectomizados, ha

. gldo confirmada por numerosos investigadores, a pesar de

que, en condiciones normmales, ésta, administrada en gran-
des dosis, produce la atrofia del epitelio seminifero.
(Moore y Price, 1932 y Zamorano y cols., 1977 a y b), de-

bido, al parecer, a la supresién'de les gonadotropinas.
EJE HIPOTALAMO-HIPOFISARIO

La secrecién y sintesis de FSH y LH por la hipéfisis estdn
reguladas a su veg por la Gn-RH, hormona hipotalédmica que

llega hasta 1la hipéfisis a través del sistema porta hipotd

lamo-hipofisario, con mayor influencia sobre le LH, pero

que también motiia sobre la FSH, aunque no se ha excluido
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totalmente la posibilided de gque exista otra hormona hipo—‘
taldmica, con accidn vdnice sobre 1la FSH, La GnRH es un de—
capéptido que parece sctuar de forma selectiva gracias a

la existencia de receptores especificos en la membrana de
las células gonadotropas de la hipéfisis, coﬁ una 1ntérac—
cién de tipo competitivo, habiéndose propuesto el AMPc co-
mo intermediario. (Para més detalles, conmiltese Tresgue-

rres y Oriol Boach, en prensa).
ESTEROIDOGENESIS

1.~ LA CELULA DE LEYDIG

Desde principios de siglo, se tenfia conocimiento de
que las células responsables de la sintesis de andrége
nos eran las células de Leydig. (Bouim y Ancel, 1903).
Esta idea se confirmaba por el hecho de que los anima-
les criptorqufdicos, -cn los que el tejido intertubular
se conservaba bien desarrollado-, podian presentar
caracteres sexuasles masculinos, a pesar de su falta de
espermatogénesis. Ademds algunos tumores de células de
Leydig se acompafian de pubertad precoz y de niveles al

tos de cetosteroides.

Parece ser, por otra parte, que las células de Leydig
también son oapaces de sintetizer estrégenos. (Véase

més adelante).

La tegtosterona y el estradiol, ocomo todos los esteroi

des, se sintetizan a partir del colesterol. No se sabe

A e o

g an e
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todavia si el testiculo es capaz de sintetizar su pro-’
pio colesterol a partir de acetato, o bien lo toma de
la sangre, Tampoco se sabe con certeza cudl es la via
principal de biosintesis de testosterona, si a través
de progesteroha,H17-OH—pregnenolona, o bien a partir

de compuestos A5 gulfatados. En las mitocondrias de

las células de Leydig se encuentran las enzimas impli-
cadas en el clivaje de la cadena lateral del coleste~
rol, y en el R,E.L,, el resto de las enzimas necesa-
rians para la sintesis de testosterona. Existe, por otra
parte, una oorrelacién lineal entre la cantidad de
R.E.L. de la célula de Leydig y los niveles de testos-
terona (Zirkin y cols., 1980), y se ha podido aislar
testosterona a partir de cultivos de células de Leydig
egtimulados con HCG. (Hooker, 1970).

La testosterona producida en el intersticio es necesa-
ria para el desarrollo de una espermatogénesis normal
en los tibulos, donde serd transformada a DHT, gue es

su forma activa.

Las células de Leydig poseen receptores de membrana eg
fecifioos’para la LH, 1o que permite la mccién regula-
dora de esta hormona hipofisaria sobre el proceso de

biosintesis de testosterona. Este control se ejerce a
través del AMPec. Ademds, parece ser que, tanto 1la FSH,
como la PRL, son capaces de estimular a las células de
Leydig directamente o, al menos, de incrementar su res

puesta & la LH. (Mann y Lutwak~Mann, 1981).
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2,- LA CELULA DE SERTOLI

Sus caracteristicas estructurales y su R.E.L., particu

larmente abundante, indican que podrim tratarse de cé-

lulas productoras de hormonas. (Fawcett, 1975 y Flic-
kinger, 1967). Aunque aparentemente son incapaces de
sintetizar de novo gran cantidad de esteroides, si es-
td comprobado que en ellas se realiza la interconver-
sién de unos esteroides en otros. Por ejemplo, de pro-
gesterona y androstenediona a testosterona y dihidro-
testosterona (Steinberger y Steinberger, 1977, y Welsh
y Wiebe, 1975), y de andrégenos a estrégenos (De Jong,
1974, Dorrignton y Armstrong, 1975, Dorrington y Fritsz,
1975 .y Dorrington y cola., 1978). (Cf. el capitulo si-
guiente).

Para retener y captar la testosterona, la célula de
Sertoli cuenta con receptorves androgénicos altamente
especificos, uno citopiésmico y otro nuclear. Tanto la
célula de Sertoli, como los espermatocitos, son capa-
ces de reducir la testosterona a DHT por eccién de la
5~-}~reduetasa. En la célula de Sertoli, ademds, tiene
lugar una conversién posterior a 5-j)-androsteronsa,
3-} ¥y 17-fi-estradiol. (Dorrington y Fritz, 1975 y
Hanason y cola., 1976).

La FSH se une s los receptores de membrana de la célu-
la de Sertoli, activendo una adenil-ciclasa, 1o que re
sulta en un aumento del AMPc intracelular, que activa-

ré una proteina-kinasa, lo que ird seguido de estimula
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oién de la RNA-polimerasa, con sintesis de proteinas
(Mesns, 1977 y Steinberger y Steinberger, 1977).

Una de las proteinas sintetizadas por la célula de Ser
toli,bajo el estfmulo de 1la FSH, es la ABP (androgen
binding protein o proteina transportadora de andrége-
nos), que ya mencionamos snteriormente, y a la cual de
be su capacidad 1la célula de Sertoli de acumular andré
genos. (Hansson, 1973). La ABP tiene alta afinidad por
la testosterona y por la DHT, por lo que es la respon-
sable de su concentracién en el tdbulo, haciéndolas aai
accesibles a las células germinales. Se acepta que en
la regulacién de APP estédn implicadas, tanto la FSH
(Hansson, 1973), como la testosterona (Weddington y
cols., 1975, Louis y Fritz, 1979), aungue parece como
81 la testosterona por si séla estabilizara su aectivi-
ded. (Tindall y cols., 1978). Esto parece confirmado
por el hecho de que la hipofisectomia produce un des-
censo en los niveles de ABP y que el tratamiento con
testosterona devuelve dichos niveles a la normalidad.
(Aumiiiler y cols., 1978). Ademés, parece que la concen
tracién de ABP estd en relacién directa con la canti-
daed de éélulas de Léydig existente. (Lee; 1980).

Otra de las substancias implicadaes en la regulacién

‘de la funcién del testiculo, también producida por la

célula de Sertoli, es la llamada inhibina. En pacien-
tes con oligospermia o azoospermia se habia visto que
la aplasia de células germinales se acompafiaba de nive
les altos de FSH. Una explicacién podria ser que su
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respuesta a la GnRH estuviera alterada, o bien que, en
estos casos, la FSH no fuese utilizada. Sin embargo,
también podrfa occurrir que se debiers a la falta de

" una substancia inhibidora que, en condiciones norma-
les, seria elaborada por las células germinaless la in
hibina.

McCullagh (1932), postula la existencia de una protei-
na hidrosoluble capaz de regular la produccién de FSH
por un mecanismo de feed-back negativo, habidndose amcu
mulado con pogsterioriddd una serie de pruebas, mds o
menos indirectas, de su existencia. Luggaro. (1974),
aisla un factor peptidico de la cabeza de los esperma~
tozoides que inhibe a la FSH, sin afectar a la LH. Fran
chimont (1975), extrae del plasma semina) del toro una
fracoién proteinacea capaz de disminuir la respuesta
de 1la FSH a la GnRH, Steinberger y Steinberger (1976),
comparan la produccidén de FSH por cultivos de células
de pituitaria sin y con células de Sertoli, aislando
del medio de estas dltimas una macromolécula termold-
bil, que inhibe la produscidén de FSH. Main y cols.
(1978), comparando los niveles de FSH después de la
castracién y después de la interrupcién de la esperma-~
togénesis por varios métodos, llegan a la conclusidn
de que uUnicamente loe andrégenos testiculares no pue~
den ser los responsables de la inhibicién que se ob-

serva.,

Una opinién parecida tienen Hermans (1980) y Scott y
Burger (1981),
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Sin embargo, la naturaleza precisa de la inhibina y su
mecanismo de accién siguen siendo tema de controversisa.
Algunos autores propugnan la posibilidad de que la in-
hibina sea de naturaleza estrogénica o, incluso, que
la propia testosterona sea la vYinica responsable del
oontrol de la FSH, sin la necesidad de la concurrencia

de otra substancia. {Decker y cols., 1981).

Los mecenismos fundementales de regulacidén entre las
gonadotropinas y la GNRH y los productos de secrecién
testicular, siguen el principio de la retroalimenta-
cién negativa. Cuando bajan los niveles de testostero-
na, disminuye su efecto inhibitorio sobre el hipotédla-
mo y se aumenta la secrecién de GnRH que, a su vez, eg
timula las gonadotropinas. La LH gumentada producird
una elevacién de los niveles de testosterona, y al re-
vés. (Figura n? 19),

Pero este esquema propuesto no es tam sencillo, ya que
el eatradiol,.que también se secreta a nivel testicu-

lar, desarrolla un papel regulador sobre las gonadotro
rinas, Si administramos testosterona o estradiol exége
namente, observamos que este \ltimo presenta mayor ca-
pacidad de frenacién sobre la adenohipéfisis. Por otra
parte, sabemos gque la testosterona puede ser aromatiza
da a estradiol en diferentes dreas hipotaldmicas, por

lo que ésta podria ser la via de mctuacién en el meca~
nismo de retroalimentacién. Sin embargo, la DHT no tie

ne gcoién inhibitoria sobre las gonadotropinas.
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Existen ademds otra serie de factores, menos estudia-

dos, que también intervienen en la regulacién de las
funciones del testiculo. Asi,por ejemplo, se sabe que
las prostaglandinas estimulan la LH, a través de 1la
GnRH. La PRL parece actuar teamblén como inhibidor de
la secrecién de testosterona, probablemente a través
de las gonadotropinas (Hafiez y colas., 1972). Ademds,
hay que tener en cuenta a la gléndula pineal, que aec-
tda inhibiendo las génadas, probablemente a través
del hipotdlemo. (Alonso y cols., 1978, Turek, 1979).

LOS ESTROGENOS TESTICULARES

Desde que Laqueur (1927) detecta por primera vez la
presencia de estrégenos en el testiculo de ratas, se
han llevado a cabo numerosos estudios para intentar
dilucidar el lugar exacto de su producecién y su signi
ficacidén funcional. Sin embargo, por el momento, no
se ha podido eastablecer de forma cierta cudl es la cé
lula a la que estd encomendada su sintesis, ni el lu-
gar doﬁde actdan, ni cudil es su mecenismo de accidn,
ni cémo intervienen en la regulacién del complejo pro

ceso de la espermatogénesis.

En el mismo afio, Lagueur y cols. detectsn actividad
estrogénica en la orina del hombre y Zondek (1934),
en la del caballo. En 1938 Dingemanse y cols. consi-
guen aislar, a partir de la orina del hombre, el pri

mer estrégeno: la estrona, presente en cantidades re
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lativamente importantes en la orina de todos los machos
de los mamiferos. En 1940, Beall, mide la concentracién
de estradiol existente en testiculo de caballo y Levin
(1945), confirma la existencia de actividad estrogéni~

ca en la orina del mismo.

Dado que la testosterona en la periferia es metaboliza
da a estrégenos y que, ademds, éstos son producidos por
la cédpsula adrenal, slgunos autores pusieron en dude,
durante mugho tiempo, la produccién de estas hormonas
por el testiculo,

Sin embargo, la sintesis de estrona y estradiol por el
testiculo queda demostrada, sin lugar a dudas, a par-
tir de la comparacién de la concentracién de ambos es~
trégenos en sangre periférica y en la vena testicular

(Kelch y cols., 1972 ¥ de Jong y cols., 1973).

II1.1. ORIGEN CELULAR DEL ESTRADIOL TESTICULAR

A partir de la fraccién microsomal de homogenei
gzandos de testiculo, ha sido posible aislar y ca
razterizar el sistema enzimdtico (19-hidroxilasa
y aromatasa) implicado en la aromatizacién de
andrégencs a estrégenos, asi como el citocromo
P-450, también involucrado en dicha aromatiza-
eién. (Mann y ILutwak-Mann, 1981). Sin embargo,

y & pesar de los esfuerzos reamlizados, se desco
noce con exactitud cuil es la célula en donde

se localiza la sintesis de los estrogenos testi
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culares,

Desde los primeros momentos, Zuckerman y McKeawn
(1938) y Teilum (1949), dado que los tumores de
eélulas de Sertoli conllevan una feminizacién

de su portador, sugieren que es dicha célula le
responsable de su produccién. Esta sugerencia
venia, ademds, apoyada por el hecho de que los
tumores de células de Sertoli contienen gran
cantidad de substancias estrogénicas (Huggins y
Moulder, 1945.y Berthrong y cols., 1949).

Sin embargo, Hunt y Budd (1939), mantienen que
la produccién de estrégenos testiculares corre
a cargo de la céluls de Leydig (los individuos
portadores de tumores de esta estirpe celular
también sufren un proceso de feminizacién), lo
que, por otra parte, estd de acuerdo con las od
gservaciones de Maddock y Nelson (1952) de que
las células de Leydig parecenestimuladas por la
HCG, mientras que el epitelio germinal y las cé
lulas de Sertoli sufren cambios degenerativos,
lo que se acompafia de un aumento de excreocién

de estrégenos por orina.

La disocincién y separacién de los tibulos del
tejido intersticial tampoco ha despejado la in-
cégnita. Asi, mientras De Jong y cols. (1973,
1974) mantienen que las concentraciones de es-
tradiol en el tejido intersticial del testiculo

T et . e = et
*
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de rata son mucho menores que en los tibulos sg'
minf{feros, Payne y Kelch (1975) sostienen que
el lugar principal de sintesis de estradiol,
tanto en el testiculo de la rata, como en el
del hombre, es el tejido intersticial.

En los Wltimos afios, la aplicacién de nuevas
técnicas de cultivo de células, desarrolladas
por Welsh y Wiebe (1974) y Dorrington y Frite
(197%), han arrojado alguna luz sobre el tema,
pero los nuevosg datos aportados también han con

tribuido a aumentar la confusién existente.

Mientras que Dorrington y Armstrong (1975) afir
man que las células de‘Sertoli in vitro son ca-
paceg de sintetizar estrégenos,en cantidades
apreciables, a partir de un substrato de testos
terona, y que estn sintesis se estimula de for-
ma significativa si se afiade FSH al medio (lo
que concuerda con las observaciones de Kaya y
Harrison, 1975, Fawcetty, 1975 y Dym, 1977 b),
Canick y cols. (1979) y Vallasdares y Payne (1979),
han detectado alta actividad aromatasa en frac-
ociones de células intersticiales de ratas adul-
tas incubadas con testosterona. Esta actividad
aromatasa responde de forma positiva sl estimu~
lo con LH y no cuando el estimulo se .pretende
inducir con FSH, lo que situaria la actividad
aromatasa en la célula de Leydig, y regulada por
la LH.




I11.2.

. 80

La controversia existente, lleva & Van der Molen
y cols. (1981) a medir los niveles de estradiol

en cultivos de c€¢lulas de Sertoli, células de

Leydig, células germinales, células mioides y
células hepdticas por separado, utilizando'para
ello distintas técnicms. De los resultados obte
nidos se desprende que 1la produccién de estrége
nosg parece ocurrir, tanto en las células de Ley
dig, como en las de Sertoli, dependiendo de 1la
etapa de desarrollo en que se encuentre el tes-
ticulo el que se segregue por una u otra célula.
Estos resultados estdn de acuerdo con los de Do
rrington y cols. (1978), segin los cuales, las
células de Sertoli de testficulos inmaduros, son
mucho més activas que las procedentes de testi-
culos maduros, mientras que las células de Ley-
dig se hacen mds activas con el desarrollo. Sin
embargo, estos hallazgos hay que interpretarlos
con precaucidén, dado que ninguna de las prepars
ciones celulares era pura, y que la secrecién
de estradiol viene también afectada por las con

diciones de cultivo.

SIGNIFICACION FUNCIONAL DE LOS ESTROGENOS EN EL
TESTICULO.

Uno de los métodos de irabanjo que se ha seguido
para intentar descubiir cudl es 1 significacién
biolégica de la presencia de estrégenos en el

testiculo, ha sido someter a los animales de ex
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perimentacién a diversas pautas de tratamiento
estrogénico, y estudiar, posteriormente, sus
efeotos, tanto a nivel hormonasl, como a nivel
morfolégico, intentando correlacionar los re-
sultados obtenidos con los datos’&he se conﬁ-_
cen averce de la estructura y/o funcién de los
elementos estudindos a partir de otras investi

gaolones,

III.2.1. INTERACCION DE LOS ESTROGENOS CON OTRAS
HORMONAS IMPLICADAS EN LA REGULACION
DE LA FUNCION DEL TESTICULO.

Con respecto a los'efectos que el tratamiento
con estrégenos ocasiona en la sintesis y libers
cién de otras hormonas y las interrelaciones que
entre ellas se establecen, existe un verdadero
aluvién de articulos en la bibliografia, sin

que por ello se tenga hasta el momento una idesa
exacta de ¢6mo se regulan las funciones endocri
na y exocrina del testficulo, y de cudl es el pa
pel que en esa regulacidén degempefian los estré-

genos.,

Desde los trabajos de Moore y Price (1932), se

conoce el efecto inhibidor que sobre la funcién
testicular tienen las hormonas estrogénicas. Nu
merosos investigadores han confirmado estas ob-
servaciones desde entonces, pero las explicacio

nes que se han dado del mecenismo por el cual

3]




. ?2

tendr{a lugar dicha inhibicién, han sido contra’ -
dictorias. Asf, a partir de los resultados obte |

nidos 'en experimentos realizados tanto in vivo,
eomb in vitro, algunos autores propugnan que los
efectos inhibidores de los estrégénos sobre la
funcisén del testiculo se deben a su accién so-
bre la hipéfisis, inhibiendo la liberacién de
gonadotropinas (mecanismo de accién indirecta),
mientras que otros han puesto de manifiesto su
accién directa sobre el testiculo (mecanismo de

aceién directa),

Accién de los esirdégenos sobre la hipéfisis an-

terior., Mccanismo de accidén indirecta.

Huggins y Hodges.(1941) y Huggins y cols. (3.941),
en el tratamiento del cédncer de préstata con es
trégenos, encuentran que éstos deprimen las cé-
lulas intersticinles. Los mismos resultados ob-
tienen Albert (1961) y Segel (1964).

Desde el principio se penaé que la inhibicién
se ejerceria de forma indirecta, a través de 1a
inhibicién de la secrecién de gonadotropinas
por la hipé6fisis. Esta hipétesis concuerda con
los resultados de los experimentos de Greep y
Jones (1950), quienes empleando un tratamiento
sustitutivo en ratas hipofiséctomizadas, con 55
tractos de hipéfisis de ratastsin tratar y de

‘ratas tratadas con estrégenos, encuentran que,
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mientras el tratamiento gurte efecto en el pri-'

mex grupo, no ocurre asi en el segundo.

En 1952, Lynch, trata ratas macho adultas con
befiroanto de estradiocl durante 25 dias y comprue
ba la disminucién de peso que ocurre en el tes

ticulo, sin que estudie ningin otro aspecto.

Fue Greep (1960), quien comprobé que la atrofia
testicular ocasionade por el tratamiento estro-
génico, se acompafia de una disminucidén en las
gonadotropinas pituitarias, lo gue se confirma
posteriormente con los trabajos de Swerdloff y
0dell (1968), y los de Peterson y cols. (1969),
quienes encuentran una supresién de gonadotropi
nas en plasma después del tratamiento con estré
genos en grandes dosis. Los resultados de estos
autores también coinciden con los de Debeljuk y
cols. (1972) y de Kulin y Reiter (1972).

En 1la misma 1lInea estdn los hallazgos de Gay y
Bogdanove (1969), Vernon y Dever (1971) y Walsh
y cols. (1973): el tratamiento de ratas hipofi-
sectomizadas con benzoato de estradiol, previe~
ne el aumento postcastracién de la LH y de la
FSH en plasma. Igualmente, Swerdloff y Walsh,
(1973), tratando con estrégenos ratas macho pre
viamente castradas, comprueban una disminucidn

en plasma de la LH, asi como de la FSH, sin que

‘Be altere el contenido de ninguna de las dos
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hormonas en la hipéfisis.

Sin- embargo, los experimentos de Steinberger
(1973), Danutra y cols. (1973) y Chowdhury y
cols., 1974, indican que la supregién de testos
terona plasmétioa y testicular es previa al des
censo de LH, lo que pareceria abogar por un

efecto directo de los estrégenos en testiculo.

En contra ello se manifiestan, no obstante, di
versos autores (Verjans y cols., 1974, de Jong
y cols., 1975, Chowdhury y cols., 1980), quie-
nes, en general, observan que el descenso de
testosterona y LH se producen de forma simultg
nea. También este planteamiento ha sido contes
tado por Grotjan y cols. (1978) y Kalla y cols.
(1980}, al encontrar un e¢laro descenso de la
IH, sugiriendo que, quizds, el motivo por el
que slgunos sutores indican lo contrario sea
que se haya medido como LH la subunidad alfa
comin con otras hormonas glicoproteicas de la
hipéfisisa.

Por otra parte, Stumpf (1971), inyecta 3H-17~73-
estradiol y detecta radiocactividad en nicleos
de células de la pituitaria anterior, sugi-
riendo que quizds actie sobre el genoma de és-
tas, induciendo la sintesis de un mensajero que

ejerza un "feed-back" negativo sobre los este~

roides gonsdales. Ademds, Verjans y cols. (1974 b)

.
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estudian la accidén de varios esteroides y encuen
tran que el estradiol es el mds potente de todos
ellos como inhibidor de gonadotropinas, siendo
necesarias dosis mucho mayores para la supre-
8ién de la PSH que para la de 1la tH, y Van'Beuz
den y cols. (1978) comprueban que la administra
ocifén de LH puede contrarrestar el efecto inhibi
dor del estradiol sobre la testosterona, de don
de se desprende que la inhibicién viene mediada
por la pituiteria anterior.

Recientemente, van der Molen y cols. (1981) han
encontrado que, aunque los niveles plasmdticos
de estrégenos en sangre sean diez veces superio
res a los niveles fisiolégicos, las concentra-
ciones de IH y FSH no se ven aslteradas. Es de-
oir, en condiciones fisioldgicas, no parece que
los estrégenos sean capaces de ejercer su efec-
to inhibidor.

Accién intratesticular de los estrégenos.

Slaunwhite y cols. (1962), encuentran que en
los testiculos de animales tratadoscon estrége-
nos, la capacidad de sintesis de testosterona
estd disminuida y Samuels ycols, B64,indicenque los
efectos de los estrégenos sobre el testioculo se

explican por su accidén directa sobre el mismo.

En los afios siguientes, comienza a comprobarse
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la inhibicién que los estrégenos ejercen sobre ’
determinadas enzimas implicadas en la esteroido
génesis (Goslar y cols., 1966, Baugt y cols.,
1967, Oshima y cols., 1967, Kaur y Mangat, 1980).
Samuels (1969), Danutra y cols. (1972) y Yanahia
ra (1972), demuestran la accién ejercida por los
estrégenos directamente sobre el testiculo, y
propugnan como mecanismo la inhibicién de las
enzimas implicadas en la esteroidogénesis, por

interferencis a nivel de su sintesis.

Por otra parte, y como ya‘indicébamos anterior-
mente, se ha comprobado por varios autores que
la supresifén de la testosterona plasmdtica y la
testicular se produce de forma previa al descen
80 de los niveles de LH en plasma, lo gue pare-
ce confirmado por experimentos in vitro en cul-
tivo de células de Leydig al que se afiade estra
diol (Sholiton y cols., 1975), y por los experi
mentos realizados, tanto in vivo como in vitro,
por Saez y cols. (1978): los niveles de testos-
terona descienden m las dos horas del tratamien
to con benzoato de estradiol, cuando todavia el
descenso de IH no es significativo. Hallazgos
seme jantes ge han encontrado en hombres tratados

con estrégenos (Jones y cols., 1978).

Otro aspecto que confirma la teoria del mecanis

mo de accién directa de los estrbégenos sobre el
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testiculo de los estrégenos, es el hecho de la ~
localizacién de receptores ﬁara el estradiol en
las células de Leydig. Stumpf (1969), utilizan-
do técnices de autorradiografia, encuentra ra-
diocactividad en los nicleos de las células de
Leydig inmaduras, después de la administracién
in vivo de estradiol radiocactivo., También Brink
mann (1972), Mulder y cols. (1973), Kato (1974)
y de Boer y cols. (1976),encuentran un receptor
especifico del estradiol, tanto en 1la fraccién
nuclear, como en el citosol del tejido intersti
oial, mientras que no son capaces de localizar-
lo en el tibulo seminifero, encontrando, ademds,
que existe unas traslocacién del receptor del
citoplasma sl ndcleo, al igual que ocurre en el
caso de otras hormonas esteroideas., Asimismo,

se ha encontrado un receptor para el estradiol
en tumores de células de Leydig. (Sato, 1981).

Kalla (1980), Kaur y Mangat (1980), Chowdhury
(1981) y Leinonen y cols. (1981), encuentran
una disminucidén de las enzimas implicadas en
la esteroidogénesis en las células ds Leydig,
como consecuencias del tratamiento con estra-
diol, lo gque supone una disminucién de la sin-
tesis de testosterona, con un aumento paralelo
de la pregnenolona, por bloqueo de dicha ruta

a ese nivel.

Ven der Mden y cols,198], condwyen que, como la ac




. 88
tividad sromatasa estd tembién localizada en la
célula de Leydig (Valladares y Payne, 1979), el
estradiol puede actuar como reguledor intracelu
lar. Por otra parte, parece claro que los estré
genos pueden mctuar sobre la célula de lLeydig
como reguledores locales de la respuesta a la
IH, de tal forma que el estradiol inhibiria la
accién de la LH sobre la célula de Leydig. (Han
sson y cols., 1976).

Posible mecenismo de accidén de los estrégenos a

través de la PRL.

Recientemente, se ha sugerido un nuevo mecanis-~
mo de accién de los estrdégenos sobre el eje hi-
potdlamo-hipéfiso~-testicular a través de la PRL

(Tresguerres y cols.,, 1981), basado en que:

- La administracién de estrégenos produce un
mercado incremento en los niveles plasméticos
de PRL, (Yamemoto y cols., 1975).

~ La hiperprolactinemia ejerce una sccién inhi-
bitoria sobre el testiculo. (Fang y cols.,
1974).

~ 81 junto con el benzoato de estradiol se admi
nistra bromocriptine, no se elevan los nive-
les de PRL, y se recupera parcialmente la res
puesta de la testosterons al estimulo con HCG.

(Tresguerres y cols., 1981).
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Es decir, es posible que la presunta amccién ne;
gativa directa del estradiol sobre las células
de Leydig, pueda eatar mediade por la PRL.

IXXI.2.2. EXPRESION MORFOLOGICA DE LA INHIBICION
DEL TESTICULO POR LA PRESENCIA DE NIVE
LES ELEVADOS DE ESTROGENOS.

A pesar de los esfuerzos realizados, ain no se
conoce con exactitud la regulacién hormonal de
la espermatogénesis y el papel que desempefian
las gonadotropinas y las hormonas esteroideas
en el mantenimiento de las distintas lineas ce
lulares del testiculo. (Steinberger y cols.,
1970, Steinberger, 1971, Hansson y cols., 1976,
Mann y Lutwak-Mann, 1981).

Varios autores han utilizado la supresidén de
la funcién del testiculo con eatrégenos para
estudiar aspectos parciales de la espermatogé-
nesis, pero han sido relativamente pocos los
que han hecho un estudio detallado de los cam-
bios producidos a nivel morfolégico. Asi, la
mayor parte de los autores se limitan a consta
tar la disminucién del tamafio del testiculo en
los animales de experimentacién tratados con
estrdgenos, asi como la inhibicién de la esper
matogénesis. Son pocos los casos en los que se
hace un estudio histolégico mds detallado y es

casisimos los trabajos recogidos en la biblio-
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grafia en los que se aplica el microscopio eleg'
trénico para la descripcién de los cambios‘u1~
traestructurales ocurridos como consecuencia
del tratamiento estrogénico. Esto, unido a la
gran diversidad de hormonas estrogénices utili-
zadas, de pautas de tratamiento y de los momen-
tos del desarrollo elegidos para su aplicaciédn,
hace que los datos de que digponemos resulten

inconexos,

Ya desde 1932, y gracias a los trabajos de Moore
y Price, se habia demostrado que la mdministra-
cién de estrégenos ocasionaba una supresién de

1la espermatogénesis, lo que se suponia debido =
su efecto inhibidor sobre las gonadotropinas pi

tuitarias.

Los trabajos de Matthews y cols. (1942), traten
do a ratas macho adultas con estilbestrol, du-
rante 58 dfas, confirman la inhibicién de la eg
permatogénesis en estos animales, afiadiendo el
dato de que esta inhibicién se corresponde con
una disminucién del tamaflo testicular, indican-
do que las slteraciones producidas eran reversi

bles.

Lynch (1952), utilizendo benzoato de estradiol,
confirma que el tratamiento crénico de ratas ma
cho adultas con estrégenos, provoca una disminu

.cién del peso testicular que es reversible, pe-
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ro no entra en el estudio histolégico de los

efectos producidos.

Los trabajos de Greep y Jones (1950), daban un
soporte experimental que confirmé%a la idea que
se tenia de que la inhibicién del testiculo por
los estrégenos se producin & través de la inhi-
blcién de las gonadotropinas pituitariss. Esta

teor{a cobra mds fuerza cuando Greep (1961), de
muestra que la atrofia producida en el testicu-
lo por el tratamiento estrogénico,se acompafia

de una disminucién en las gonadotropinas pitui-

tarias,

Durante las décadas de los afios 60 y-70, parece
que la atencidén se centra principelmente en el
efecto que los estrdégenos producen sobre el de-
sarrollo y maduracién del testiculo. En 1la ma-
yor parte de los casoz, el método que se sigue
es ol del tratemiento con una dosis Vnica a ra-
tas recién nacidas, o & la madre gestante. Las
primeras descripciones de las alteraciones pro-
ducidas en eatas condiciones (Kincl y cols.,
1963), se limitan a indicar que se produce una
inhibicién de la espermatogénesis, con disminu-
cién del didmetro de los tibulos seminiferos y
aparicién de células germinales inmaduras en la
luz de los mismos, dificultdndose, ademds, el
descenso del testfculo, por lo que son frecuen-

tes las criptorquideas, Segin estos autores, di

»
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chas alteraciones son reversibles y, si el tra-’
tamiento se instaura a los 10 6 20 dias del na-

cimiento, no se produce alteracién alguma.

Jean (1961), indica que en las ratias macho naci
das de madres tratadas durante la gestacién con
une desis Unica de estrégenocs, se producen crip
torquideas con mucha frecuencia, disminuye el
peso testicular y el didmetro de los tidbulos se
minf{feros, las células de la linea germinal no
sobrepasan el estadio de espermdtids en su pro- -
ceso de maduracién y es frecuente la presencia
de células multinucleadas que parecen proceder
de 1la unidén de células germinales degeneradas.
Deagcribe tambiép la aparicién de algunos tiuibu-~
los donde sélo quedan células de Sertoli y, a ve
ces, algunas espermatogonias, mientras que en
el intersticio les célulasg de Leydig aparecen
pequefies y con el citoplasma escaso, en algunas
ocasiones, y en otras se hallan hiperpldsicas.
De cualquier forma, se hace dificil el separar
los efectos producidos directamente por los es-

trégenos o por la criptorquidea.

El mismo autor, en un trabajo posterior (Jean,
1973), indica que es posible que la disminucién
del volumen testicular en animales nacidos.de ma
dres tratadas con una dosis de eatrdgenos, no
pea valorable como tal, dado que existe una dis

minucién general en el volumen corporal propor-

TR & gt e et e ey e~
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cional a la sufrida por el testiculo. Los traba’
jos de Jean-FPaucher y cols..(1976), tratando a
ratas macho recién nacidas con dipropionato de
estradiol, confirman estos Wltimel datos, afia~
diendo que, en estos animales, existe una dismi
nucidén de la testosterona, probablemente debida
a la alteracién de las células de Leydig, mien-
tras que la LH plasmdtice se mantiene dentro de
los 1i{mites normales. Segin estos autores, las

alteraciones producidas son irreversibles.

Por otra parte, los tratamientos crénicos apli-
cadosg, durante un cierto tiempo, a partir de los
primeros dias del nacimiento, producen efeotos
muy parecidos, Maqueo y Kinel (1964), inyectan-
do distintas dosis de benzoato de estradiol a
partir de los cinco dias de edad de los animales
y sacrificdndolos desde los 40 a los 60 dias,
encontraban resultados muy parecidos: tidbulos
seminiferos de didmetros disminuidos, a veces
con s86lo células de Sertoli y espermatogonias,
disminuecién del nimero de las células de Leydig,
¥y membranas basales engrosadas, constatando que,
después de 170 dias de haber cesado el tratamien
to, no habian revertido estas alteraciones. Sin
embargo, si el tratamiento se iniciaba a los 10
6 20 dias del nacimiento, los efectos produci~-
dos eran minimos, lo que estaba de acuerdo con
los resultados obtenidos en trabajos anteriores.
(Kinol y cols., 1963).
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Woodruff y Umiker (1960), al tratar ratas adul-

tas con dosis de hasta 250 y 500ug en una vnica
inyeccidén, no encontraban alteracién alguna en
los tdbulos seminiferos, ni en el tejido inters
ticial, limiténdose a constatar la disminucién
del tamafio del érgano y del ndmero de las célu-

las de Leydig, ya descrito por otros autores.

Lacy y Lofts (1965), plantean que, a pesar de
estar todos los autores de acuerdo en que los
estrégenos causan una disminucién del peso tes-
ticular y una atrofia de los tibulos seminife-~
ros, no se ha llevado a ocabo ningiin estudio que
intente llegar a establecer 1a secuencia de cam
bios que han conducido hasta esta situacién. El
trabajo de Lacy y Lofts, en el que ademds se
aplica la microscopia electrénica, afiade toda
una gerie de nuevos datog, que completen la in-
formacidén ya existente al respecto, incluida la

que ellos mismos publicaran en 1961.

Llegamos as{ s finales de la década de los.se-
tenta, en que la aplicacién diaria en la clini-
ca de tratamiento estrogénico a pacientes con
céncer de préstata, despierta el interés por co
nocer mejor el mecanismo de snccidén y los efec-

tos de estas hormonas.

Rodriguez Rigau (1977), encuentra que, en los

pacientes sometidos a tratamiento estrogénico

[

Y
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durante largos periodos, la testosterona plasmg‘
tica y testicular estdn suprimidams, asi como las
gonadotropinas plasmdticas., Lu y Steinberger
(1978), publican un trabajo en el que se estu-
dia con microscopia éptica y electrénica el tes
ticulo de hombres adultos sometidos a tratamien
to estrogénico durante mds de un afio y Payer
(1980), publica un estudio ultraestructural
comparativo entre las inclusiones de las célu-
las de Leydig de pacientes tratados con estré-

genos y las de los no tratados,

No obstante,estos Wltimos trabajos, sungue apor
tan nuevos datos en cuanto a las slteraciones
producidas en el testiculo por el tratamiento
estrogénico, no establecen la secuencias de acon
tecimientos que han conducido hasta esa situa-
cién, dado que el materisl que utilizan pertene
ce a pacientes tratados con fines terapedticos
¥y las observaciones se realizan cuando ha trang

currido un tiempo relativamente largo.

Mientras tanto, en los trabajos experimentales
realizados sobre los efectos causados por los
estrégenos, se utilizan animales de experimenta
cién recién nacidos, a los que se trata hasta
poco tiempo antes de llegar a la pubertad, estu
diando, por tanto, los efectos de los estrége~
nos sobre el desarrollo. Vitale y cols. (1973)

establecen el retraso provocado por los eatrége
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nos en la formacién de la barrera hemato-testicu
lar en la rata. Libbus y Schuetz (1979) observan
la prolongacién del periodo de proliferacién de
las células de Sertoli provocade por el trata-
miento crénico con dipropionato de estradiol de
ratas recién nacidas, dato confirmado por los
mismos autores en un trabajo posterior (Libbus

y Schuets, 1980), En este trabajo se indica que
el efecto inhibidor de los estrégenos parece

que se produce al entrar las células de la 1i-

nea germinal en la fase S del ciclo celular.
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‘Como ya expusimos, la produccién de estrona y estradiol por el '

testfculo adulto quedé claramente demostrada por los trabajos
de Kelch y cols. (1972) y de Jong y cols. {1973). Sin embargo,
se desconoce cudl es la funcién que desempeflan y su mecanismo
de accidén, aunque sl parece claramente establecidg su participg
cién en la regulacién de la espermatogénesis. (Steinberger,197)
Swerdloff y Walsh, 1973, Wélsh y cols., 1973, Hansson y cols.,
1981 y Mann y Lutwak-Mann, 1981).

Nos proponemos utilizar como método de trabajo el tratamiento
con estrégenos de animales de experimentacién, en dosis sufi-
ciente para elevar la concentracién de éstos en plasma por enci

ma de los niveles fisioldégicos.

Aunque algunog investigadores han utilizado este método de tra-
bajo, entre los gue emplearon animales mdultos, prdcticamente
ninguno de ellos ha aplicado a su estudio la microscopia elec-
trénica. Ademéds empiezaﬁ sus observaciones después de periodos
de tratamiento largos, describiendo cufl es la situacién termi-

nal de las alteraciones producidas, pero no cémo se originan y

evolucionan hasta llegar a esa situacién final. Desconocemos,
por tanto, cuidl o cudles son las células primitivamente afecta
das y el mecanismo por el cual se llega hasta la descemmcién,

casi totnl, del epitelio seminifero.

Asi, pues, creemos que el modelo de t;abajo proptiesto nos pue-
de aportar datos interesantes que contribuyan a dilucidar qué
papel desempeflan los cstrégenos en la regulacién de la funcién

del testiculs.

s ——— g g s et
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‘Por otra parte, cilertas patologias tales como la criptorquidea;
el sindrome de feminizacién testicular, el sindrome de Klinefel
ter y ciertos tumores de células de Leydig y de células de Ser-
toli, cursan con niveles altos de estrégenos. (Medina y cols.
1980, Damber y Berg, 1980 y Mann y Lutwak~Mann, 1981). Ademds,
segin lo descrito en la bibliografia, estas alteraciones presen
tan imdgenes histolégicas del testiculo muy semejantes a las
que aparecen tras un tratamiento crénico con estrégenos (Moore,
1924, Clegg, 1960, 1963 a y b, Jean, 1968, Salle y cols., 1968,
Imperato Me¢ Ginley y eols,, 1980). Por todo ello, pensamos que
los resultados obtenidos del estudio de gnimales sometidos a
tratamiento eétrogénico, pueden resultar \itiles para comprender

mejor la fisiopatologia de estas slteraciones.

Asimismo, el estudiar los efectos producidos por el tratamien-
to estrogénico, puede resultar de interdés, dada su aplicacidn
en clinica humana, en situaciones tales como el cédncer de prés-
tata.

Con la aplicacidén de este método de trabajo, nos hemos propues-
to como OBJETIVOS:

1.- Establecer cudles son las primeras alteraciones producidas
en el testiculo de rata adulta, como consecuencia del trata

miento crénico con benzoato de estradiol.

2,- Establecer la secuencia con que se producen las sucesivas al
teraciones, hasta llegar & la situacién final de descamacién®

casi total del epitelio seminifero.
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" 3.~ Conocer cudles son los tipos celulares principalmente afec’

tados.

4;- Aportar datos que ayuden a esclarecer la funcién que desem
pefian los estrégenos en la regulacién de 1a-bspermato§éne~

sis.



[0

MATERIAL Y METODOS
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Con el fin de poder correlacionar nuestros resultados con los
de otros autores, a la hora de sacar conclusiones, evitando,
en lo posible, las diferencias debidas a la utilizacién de es
pecies distintas, optamos por elegir la rate como animal =
utilizar en nuestro experimento, dado que ha sido el mds uti-
lizado en el modelo propuesto de inhibicién de la funcién tes
ticular por tratamiento estrogénico. La espermatogénesis en
los roedores presenta un grado elevado de regularidad y orden

que facilita el andlisis sistemdtico del proceso.

Hemos utilizado ratas de la cepa Wistar, machos, todos ellos
de una edad aproximada de 4 meses, y un peso de unos 300 gra-
mos, que tenfan acceso libre al agua de bebida y eran alimen-
tadas "ed libitum" ocon una dieta de composicidén equilibrade
en cuanto a principios inmediatos, sales minerales, vitaminas

y oligoelementos, elaborada por Sanders.

HORMONA UTILIZADA

De los Viltimos hallaggos, parece desprenderse que la hormona
estrogénica que principglmente interviene en la regulacién de

la funcién testicular es el estradiol (Kato, 1974, Jean-Fsucher
y cols., 1976, Beurden-Lamers, 1977 Luy Stenberger;1978, Jones

y cola,, 1978, Weisenberg y cols., 1979, Kalle y cols, 1980,Keur
Mangat, 1980 y Chowdhury y cols., 1981). Hemos utilizado, por
tanto, benzoato de estradiol, quimicamente puro, en solucién
bleosa, suministrado por los laboratorios Schering (Proginoéﬁl

B-ol fuerte).

NP,
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DOSIS Y PAUTAS DE TRATAMIENTO

Los animales utilizados en nuestro experimento fueron divididos

en tres grupost

-~ GRUPO 1t A los animales de este grupo, se les administré una
dosis diaria de 250 mg. de benzoato de estradiol, en 0,25 ml.

de solucién oleosa, por via intramuscular.

- GBUPO 2: La dosis utilizada en este grupo fue de 50 ug. dia-
rios de benzoato de estradiol, también disueltos en 0,25 ml.de

aceite, y por via intramuscular.

~ GRUPO 3: Los animales que formaban este grupo fueron inyecta
dos con 0,25 ml, diarios del aceite disolvente, y se utiliza-

ron como grupo control.

Las dogis fueron elegidas teniendo en cuenta que umaiinica do-
sis de 500 pug. de benzoato de estradiol, inyectada a una rata
adulta macho de la raza Wistar, no habia sido capaz de produ-
cir alteraciones detectables en los tdbulos seminfiferos (Wood-
ruff y Umiker, 1960), pero que Lacy y Lofts (1965), si que en-~
contraban slteraciones importantes un gas después de la implen
tacibén de cdpsulas de estrégeno, que liberaban del orden de
los 430 a 250 ug. de hormona diarios.

No obstante, tras el estudio de los resultados obtenidos con
determinaciones hormonales por otros autores que utilizaban deo
sis mucho menores, decidimos comprobar si estas dosis,mds préxi
méds a los niveles fisiolégicos, mantenidas en un tratamiento

crénico, eran también capaces de producir las mismas alteracio
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nes morfolégicas, con lo que descartariemos ls posibilidad de
que los resultados obtenidos en el primer grupo, se debieran

a intoxicacidén por utilizacién de una dosis excesiva. (Sdez y
cols., 1978, Grotjan y Steinberger, 1978, Chowdhury y cols.,

1981, Leinonen y cols., 1981,.Van der Molen y cols., 1981).

Cinco animales de cada uno de los grupos 1 y 2, respectivemen
te, y dos de los del grupo 3, eran sacrificados a diario a par

tir del primer d{a de tratamiento, y hasta el dfa 35°9,

TECNICA OPERATORIA

Loe snimales eran sacrificados aproximadamente a la misma hora
(las 10 de la mafiana), pasadas unss 24 horas después de haber
recibido la \ltima dosis de su tratamiento. Bajo ligera aneste
sia, por inhalacién de éter etilico bajo una campana de vidrio,
procediamos a la exposicién del cordén espermdtico, mediante
incisién practicada en la zZona caudal de la linea alba, ¥y, por
traccidén ligers de la cabeza del epid{dimo, extraiamos el tes-
ticulo izquierdo de su posicién en el fondo del escroto. Mien-
tras sujetdbamos el érganc por la tidnica albuginea, por el po-
lo distal, ddbamos un corte aproximadamente unos 2 mm. por en-
cima del punto de sujeccién. La pieza as{ obtenida, la lavéAba-
mos rédpidamente en suero fisiolégico tamponado o pH 7,4, y 1la
introduciamos inmediatomente en el fijador utilizade para el
egtudio con microscopia electrénioan, desprendiendo entonces y
extrayendo el fragmento de tunica albugines, para facilitar la
.difusién del 1fquido a través del parénquima testicular.

Todas estas operaciones las practicdbamos con la mayor rspidez
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posible, y desde que el 6rgano era expuesto, hasta la inmersidn
de la pieze en el liquido fijador, transcurrian menos de 10 sg

gundos.

A continuacidn, colocdbamos unas pinzas de hemostasia a nivel
de 1la arteria testicular izquierda, y procediamos de la misma
meners a la exposicién del testiculo derecho, gque habfamos de

utilizar para el estudio oon el microscopio 6ptico.

Una vez expuesto el érgano en la cavidad abdominal, lo sujetd-
bamos suavemente con dos dedos de la mano enguantade y, libe-
réndolo de sus adherenciams con unaé tijeras, procedfamos a pe-
sarlo en una balanza de precisién Mettler, mod. H-80. Inmedia-
tamente, y tras rdpido lavado en suero fisiolégico, lo sumer-
giamos en el fijador utilizado para el estudio con microscopia
6pt19a. Posteriormente, procedfamos a extrmer el epididimo que,
asimismo, tras lavado en suero fisiolégico, introduciamos en

el fijador, para su estudio con el microscopio éptico.

Despuds, en los animales de los grupos 2 y 3, y a partir de los
cinco dias de tratamiento, extrafamos sangre para medir en ella
la testosterona circulante. La sangre la obtenfiamos por pun-
cién directa del ventriculo izquierdo, tras la abertura de la

cavidad tordcica, y la recogfemos en tubos estériles.

PECNICAS HISTOLOGICAS: I. MICROSCOPIA OPTICA.
1. FIJACION

Utilizamos como fijador el liguido de Bouin, tamponado a pH
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7,4, renovando el 1fquido a la primera y a la segunda hora.
Transcurridas 24 horas, practicdbamos una serie de cortes
en el érgano y trasladdbamos las piezas a una solucidn de
formalina al 10%, para concluir la fijacién en tres dias
még, con caenbios de la solucién al principio cada 2 é 3 ho-
ras, y luego a diario, para lavar los restos del liquido de
Bouin. Todas estas operaciones las practicdbamos a la tempe

ratura del laboratorio.

INCLUSION

Utilizamos una técnica convencional de inclusién en parafi-

na, previa deshidratacién de.la pieza en alcoholes de con-

~centraciones progresivas.

OBTENCION DE 1.0S CORTES

Utilizamos un microtomo tipo HMinot, para obtencién de cor-
tes seriados. Todos los cortes fueron reslizados con 8 a de

espesor,

TINCIONES

Una vez desparafinados y rehidratados los cortes, hemos uti
lizado para su tincién dos técnicas de rutina en el labora-

torio:

l.- Hematoxilina-eosina,

Hemos usado la hematoxilina de Carazzi, previa sensibi-

lizacién en alcohol de 969, y dejdndola que actie duran
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te cinco minutos, lavando a continuacién con agua abun-
dante varias veces y aplicando después durante unos 20
segundos la eosina de Ehrlich al 1%, para el contraste
de los citoplasmas. Efectudbamos un lavadd répido antes

de proceder al montaje.

2.~ P,A.S,

Somet{amos los cortes rehidratados a la accién del dci-
do periédico al 5% durante 10 minutos, procediamos a un
lavado abundante durante otros 10 minutos y aplicédbamos
el reactivo de Schiff durente 10 minutos més, cuyo exce
80 retirdbamos después con bisulfito sédico al 20 duran
te tres minutos. Después de un lavado abundante durante
un cuarto de hora, procedfamos al montaje normal he los

cortes.

Dado que estas técnicas son de prdctica diaria en todos los
laboratorios de histologia, consideramos innecesario afladir
mis detalles.

OBSERVACION CON EL MICROSCOPIO OPTICO

Todas las preparacionea se geleccionaron para obtener las
imdgenes histolégicas mds representativas. Hemos utilizado
para nuegstro trabajo un fotomicroscopio de la casa Leitz,

mod., Wetzlar,

También hemos estudisdo los cortes semifinos (1 m) utili- @
zados como cortes control para el estudio con microscopia

electrénica .
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II. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

2

1.

FIJACION

Hemos utilizado como lfquido fijador glutaraldehfdo di-
luido 8l 3,5% en buffer SBrensen, a pH 7,4 y a 492 C de
temperatura, durante 90 minutos, renovdndolo tantas ve-
ces como fuera necesario para mantenerlo transparente.
Reducido el fragmento a blogues més pequeflos (cubos de
aproximadamente 1lmm. de lado), lavédbamos con buffer S8-
rensen a 42 C hasta el dia siguiente, en que procediamos
a una postfijacién con dcido ésmico al 2% en buffer Mi-
chaelis a 42 C, durante g0 minutos.més, y sclsrado con
buffer Michaelis a pH 7,4 durante 30 minutos, con dos

cambios, uno cada 10 minutos.

2. DESHIDRATACION

3.

4.

Segin un método convencional, por inmersién en scetonas
de concentraciones ascendentes, ajustado por Merchédn
(1974).

INCLUSION

Como medio de inclusién hemos utilizado la araldita, pro
cediendo segin el método de Reynolds (1963), modificado
por Merchdn (1974).

OBTENCION DE CORTES SEMIFINOS

Hemos uéado el ultramicrotomo LKB Wrancrotomedll,ajustado
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para la obtencién de cortes de 1 n.

5. TINCION DE CORTES SEMIFINOS

3z
u

En la tincién de los cortes de control hémos utilizado
el azul de toluidina, segin el método de Richardson(1960)
modificado por Reynolds.{1963).

6. OBTENCION DE OORTES ULTRAFINOS

Hemos utilizado el ultramicrotomo ya citado, obteniendo
los cortes de la zona previamente seleccionada en los

cortes semifinos utilizados como controles.

7. TINCION DE CORTES ULTRAFINOS

Tincidn con acetato de uranilo y contraste con citrato
de plomo, segin Reynolds (1963).

8. OBSERVACION CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO

Hemos utilizado en nuestro estudio el microscopio elec-
trénico JEOL, mod. JEM-100B, operando con 60 u 80 Kv.

METODOS BIOQUIMICOS

DETERMINACION DE TESTOSTERONA EN SANGRE CIRCULANTE. TECNI-
CA DE RADIOINMUNOANALISIS.

De la sangre obtenida de los animales sacrificados, extrae
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mos el suero con 10 voliimenes de éter etflico. Sacada una ali-
cuota del extracto, se deja secar. El extracto seco lo dilui-
mos en 0,5 ml. de buffer monofosfato (pH 7,3), que contiene
o,'15 M NaCl, 1 m M~EDTA, 0,1% de gelatina y 0.02% de hidréxi-
do sbdico. La dilucién asi obtenida, se incuba a:ﬁQ C durante
18 horas con [1,2,6,7,(n)—3ﬁ)-testosterona, gegin el método des
crito por Main y cols., 1978. La testosterona marcada, se valo-
ra posteriormente mediante contador de centelleo liquido ISOCAFP

mod. 300, con una eficacia de contaje del 35%.
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I. EXAMEN MACROSCOPICO.

Abjierto el abdomen por la zona mis caudal de la linea albha
y expuestos los testiculos, en los animales del grupo utili
zado como control, éstos aparecen ovoideos con un tamafio
aproximado de 17x10x10 mm. y un aspecto turgente. Si se prac
tica una incisidén en la tinica albuginea, los #Hdbulos semi-
niferos, empaquetados a tensién en el interior, escapan por
el ojal practicado. Sin embargo, en los dos grupos de asnima
les sometidos a tratamiento estrogénico, los testiculos ex-
perimentan una clara disminucién de su tamafio, tanto mds
acusada cusnto mayor ha sido el nimero de dias que ha dura-
do el tratemiento. Paralela & la disminucién del volumen,
se aprecia una pérdida de la turgencia del érgano, hasta el
punto que si abrimos un ojal en la albuginea, o seccionamns
totalmeﬁte el 6rguno, los tdbulos seminiferos contenidos no

tienden a salir al exterior.

La disminucién de volumen lleva aparejada una disminucién
de peso, tal y como queda exprésadoven las tablas n? I, II,
Yy III y en las grdfices que las resume de las pdginas si-

guientes.
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Dias de Animal ne
Tratamiento 1 2 Media
1 1,4230 1, 3113 1,3671
2 1,2850 1,4321 1,3585
3 1,3542 1,4328 1,3930
4 1,5032 1,3240 1,4136
5 1,3876 1, 3754 1,3815
6 1,4502 1,3982 1,4242
7 1,3976 1,4531 1,4253
8 1,4328 1,3920 1.4124
9 1,3282 1,4532 1,3907
10 1,4243 1, 3958 1,4100
11 1,4030 1, 4043 1,4036
12 1,5041 1,4043 1,4542
13 1,3825 1,4540 1,4142
14 1,3762 1,3982 1,3872
15 1, 3402 1,3378 1, 3340
16 1,2987 1,4520 1,3753
17 1,3871 1,3390 1,3630
18 1, 2850 1,4530 1,3690
19 1,3453 1,4820 1,4126
20 1,4321 1,3987 1,4154
21 1,3876 1,3957 1,3916
22 1,4231 1,4031 1,4131
23 1,3875 1,4231 1,4053
24 1,5160 1,3982 1,4571
25 1,3756 1,4372 1,4064
26 1,3875 1,4132 1,4003
27 1,3965 1, 3843 1,3904
28 1,5031 1,2468 1,3749
29 1,4323 1,2486 1, 3404
30 1,3752 1,3874 1,3813
31 1,4321 1,5432 1,4876
32 1,3784 1,3852 1,3818
33 1,2934 1,3254 1,3094
34 1,3862 1, 3865 1,3963
35 1,4076 1,4233 1,4154

TABLA I

Pesos de los testfculos de los animales del grupo (en g.).co
rrespondiente & los animales tratados con 0,25 ml./d de aceite.
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Dias a. Animal n®
irata- Media
miento 1 2 3 4 5
1 1,3940 1,3602 | 1,4236 | 1,3815 1,4063 | 1,3931
2 1,3374 1,3843 | 1,3572 | 1,4003 1,4192 | 1,3791
3 1, 3801 1,3641 | 1,3418 | 1,3264 1,3564 | 1,3537
4 1,3725 1,324) 1,3664 1,3166 1,3402 | 1,3439
5 1;3516 1,2932 | 1,3342 | 1,3604 1,3003 | 1,3279
6 1,3356 1,3306 | 1,3018 | 1,3009 1,3216 | 1,3181
1 1, 3151 1,2941 | 13,3098 | 1,3066 1,2861 | 1,3023
8 1,2941 11,2692 | 1,2818 | 1,3101 1,2672 | 1,2844
9 1,2643 1,2344 | 1,2618 | 1,2733 1,2832 | 1,2632
10 1,2641 1,2342 | 1,2501 | 1,3005 1,2005 | 1,2498
11 1,1678 1,1782 | 1,1593 | 1,1703 1,1640 | 1,1679
12 0,8921 0,8843 | 0,8556 | 0,8934 0,8947 | 0,8840
13 0,8174 0,8640 | 0,7538 | 0,7433 0,8238 | 0,8004
14 0,8190 0,7578 | 0,6993 | 0,6693 0,6548 | 0,7421
15 0,6998 0,6716 | 0,6901 | 0,6644 0,6786 | 0,6789
16 0,70176 0,67717 ] 0,6616 | 0,6525 0,6546 | 0,6707
11 0,6658 0,6214 | 0,6717 | 0,6517 0,6412 | 0,6503
18 0,5362 0,5084 | 0,5160 | 0,5561 0,5694 | 0,5352
19 0,4876 0,5288 | 0,4950 | 0,5101 0,4278 | 0,4793
20 0,4488 0,4618 | 0,4430 | 0,5169 0,4308 | 0,4665
21 0,3926 0,4573_| 0,4618 | 0,4079 0,4627 | 0,4365 |
22 0,3928 0,4377 | 0,4596 | 0,3962 0,4028 | 0,4178
23 0, 3986 0,4365 | 0,3862 | 0,3518 0,3964 | 0,3939
24 0, 3265 0,3943 | 0,3761 | 0,4297 0,3862 | 0,3825
25 0, 3685 0,3213 | 0,4018 | 0,3685 0,3636 { 0,3646
26 0,3875 0,2963 | 0,3618 | 0,3546 0,2865 | 0,337
27 0, 2796 0,3294 | 0,3216 | 0,3448 0,3641 | 0,3275
28 0,2618 0,2878 | 0,3683 | 0,2815 0,3018 | 0,3001
29 0, 2906 0,2823 | 0,2625 | 0,2716 0,3276 | 0,2909
30 0, 2410 0,2876 { 0,3218 | 0,2515 0,2979 | 0,2799
3 0,2396 | 0,2713 | 0,2875 | 0,2610 0,2868 | 0,2692
32 0, 2375 0,2664 | 0,2361 | 0,2239 0,2439 | 0,2415
13 0, 2075 0,2076 | 0,2472 | 0,2315 0,2231 | 0,2218
34 | 0,2064 | 0,2162 | 0,2318 | 0,2060 | 0,2015| 0,2123
35 0,2178 0,1993 | 0,1815 | 0,2018 0,2210 | 0,2042
TABLA II

Pesos de los testiculos de los animales del grupo 1 (en g.l,eo
rrespondente a los animales tratados con 250 ug/d.de b.de estrafiol.
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I:{a.'; de Animal ne
rata - Media
miento 1 2 3 4 5

1 1,3738 1.3804 1.4432 1,3615 1,3862 1,3928
2 1,3836 1.3728 1.3643 1.3985 1.3892 1.3798
3 1.3793 1.3648 1.3275 1.3413 1.3662 1,3532
4 1,3643 1.3382 1.3793 1, 3068 1.3542 1,347
5 1.3604 1.3002 1.3114 1,3575 1.3042 1.3323
6
7
8
9

1,3457 1.31l08 1.3023 1.3107 1,3182 1.3175
1.2948 1.3063 1.3104 1.3170 1.2764 1.3009

1.2842 1,2578 1.2913 1.3243 1,2688 1.2894
1,2923 [1,2534 1.2432 | 1.2518 1.2733 {1.2601
10 1,2648 |1.2435 | 1.2445 |1.2808 1.2365 |1.2584
11 1,1578 {1.1893 1,1562 | 1.1842 1.1603 | 1,1695
12 0.8793 | 0.8945 0.8664 | 0.8794 0.9034 | 0.8846
13 0,.8640 |0.8188 0.7533 | 0,7438 0.8243 | 0.7048
14 0.7111 !0.6910 0.7131 | 0,7293 0.7598 | 0.7208
15 06893 0.5723 0.6934 | 0.6604 0.6785 | 0.6850
16 0.6793 | 0.6786 0.6934 | 0.6816 0.6503 | 0.6832
17 0.6468 |0.6413 0.6626 | 0.6621 0.6423 | 0.6582
18 0.5367 | 0.5079 0.5068 | 0,5625 0,4987 10,5242
19 0.4963 |0.4875 0.4692 | 0.4869 0.5104 | 0.4900
20 0.4563 | 0.4475 0.4642 | 0.4875 0.4616 | 0.4594
21 0.4132 | 0.4473 0.4623 | 0.3985 0.4590 | 0.4360
22 0.4266 |0.4027 0.4395 | 0.4262 0.3987 | 0.4187
23 0.4265 ] 0.3893 0.3616 | 0,.3762 0.3864 | 0.3882

24 0.3940 0.3376 0,3698 00,4196 0.3904 0.3822
25 0.3213 0. 3685 0.3213 0.3636 0. 4023 0.3554

26 0.3796 | 0.3064 0.3546 | 0.3668 0.2923 | 0.3399
27 0.3284 |0.2816 0.3443 | 0.3219 0.3740 | 0.3300
28 0.2516 | 0.2794 0.3690 | 0.2785 0.3102 | 0.2977
29 0.2823 | 0.2906 0.3264 | 0.2708 0.2625 | 0.2867
30 0.2982 | 0.2410 0.3217 | 0.2515 0.2864 | 0.2797
31 0.2723 | 0.2864 0.2406 | 0.2868 0.2612 | 0.2694
32 0.2416 0.2652 .| 0.2233 0.2390 0.2431 0.2424
33 0.2302 | 0.2219 0.2076 | 0.2463 0.2081 | 0.2228
34 | 0,2014 | 0.2059 0.2047 | 0.2251 0.234 | 0.2142
35 0.1970 | 0.2032 0.2003 | 0.1986 0.2230 | 0.2044
TABLA III

Pesos de los test{culos de los animales del grupo 2 (en g.).co
rjrespondiente a 1los animdes tratados con 50;ug/d. de b.de estradiol.
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siguientes diagramas:
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Diagrama que resume las tablas I y II, correspondien
tes a los pesos de los teaticulos de los animales de

los grupos 3 y 1 (control y tratados con 250 pg/d de
benzoato de estradiol,respectivamente.).
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Para comprobar si esta disminucién de los pesos testiculares
se puede considerar significativa, hemos comparado los resul-
tados de los grupos 3 (enimales inyectados con 0,25 ml./d. de
disolvente oleoso) y 1 (animales tratados con 250 mg./d. de
benzoato de estradiol), mediante el cdlculo de 1a t de Student.

Para ello, hemos agrupado los resvlitados en siete clases suce

givaas, segin el nimero de dfms de tratamiento:
Dias de | Pesos testic.(g)| Pesos testic.(g)
trata- Grupo 3 Grupo 1 t
miento. (control) (250 mg/d.b.e.)
n—_-i n:i e=0 . 01 5 2
1-5 X Y p.s. X * b.s. t=1,5166 g1.8
1,3827 + 0,0217 1,3595 * 0,0264 p<£0,20
n=5 n=5 e=0,0139
6-~10 X ' D.S. X * D.S. t=0,9261 g1.8
1,4125 ¢ 0,0140 |1,2835 * 0,0278 p<0,30
n=_5_ n:é e=0 ’ 0874
11-15 X ! D.s. X * b.s. t=6,0573 g£1.8
1,3986 * 0,0437 |0,8546 ¢ 0,1907 F < 0,001
ns5 n=5 e=0,0440
16-20 X ' b.s. X * b.s. +=18,776 1.8
1,387 * ,0250 |0,5604 £ 0,0952 |p <0,001
n=5 n=5 e=0,0168
21-25 X * D.S. ¥ % D.S. t=60,187 g1.8
1,4147 ¢+ 0,0248 0,3990 + 0,0284 p< 0,001
n-_-_ré n:é e=0,014
26-30 X t bp.s.. X % bp.s. t=71,837 £1.8
1,3774 * 0,0228 |0,3071 ¢t 0,0243 p< 0,001
n:_‘): n':—s_ e=0 ’ 0309
3-35 X * b.s, X * bp.s. t=37.766 gl1.8
1,3981 t 0,0641 |0,2298 + 0,0260 p < 0,001




119

Aaim“smo, y con el mismo objetivo, mediante el mismo método he

mos comparado los resultados de los grupos 3 (animales inyecta

dos con 0,25 ml/d. de disolvente oleoso) y 1 (enimales trata-
dos con 250 ug/d. de benzoato de estradiol):

Dias de | Pesos testic.(g) | Pesos testic.(g)
trata- Grupo 3 Grupo 2 t
miento, (control) (50 ng/d. b.e.)
n=5 n=5 ‘e=0,0147
1-5 X ¢t p.s. X * p.s. t=1,4731 g1.8
1,3827:0,0217 1,3610:0,0247 | p<0,20
n=5 n=5 e=0,1153
6-10 . X D.s. X t D.S. t=1,0337 1.8
1,4125 0,1400 1,2852%0,2576 | p<0,40
n=5 n=5 e=0,0933
11-15 X * D.S. X * D.S. t=6,0573 g1.8
1,3986%+0,0437 0,8329%0, 2042 p< 0,001
n=5 n=5 e=0,0466
16-20 X ¢t Dp,s. X % D.S. +=17,660 g1.8
1,3870t0,0250 0,5630t0,1013 | p<0,001
n=5 n=5 e=0,0180
21-25 X t D.S. X % D.S. t=56.588 gl1.8
1,4147 0,0249 0,3961%0,0316 p < 0,001
n=5 n=5 e=0,0157
26-30 X. ¥ b,s, X + D.S. +=68.121 g£1.8
1,3774%0,0228 0,3068%0,0267 p<0,001
n=5 n=5 e=0,0309
31-35 X ¢t Db,s. X ¢ D.S. t=37.766 g1.8
1,3981%0,0641 0,2306%0,0257 p<0,001

Si tomamos como significativa p<0,05, encontramos que, en am-

bos grupos estudiades las diferencias de pesos entre los testi

culog de los animales tratados y los utilizados como controles,
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no son significativas husta después de pasados los diez prime

ros dias de tratamiento, mientrss que, a partir de este momen

to, comienzan a ser muy significativas.

Hemos comparado también entre s{ los dos grupos de enimales

sometidos a tratamiento, para determinar si existe diferencia

significativa que dependa de las diferentes dosis utilizadas:

Dias de Pesos testic.(g) Pesos testic.(g)
trata- Grupo 1 Grupo 2 t
miento: (250 mg/d) {50 pg/a)
n=5 n=5 e=0,0161
1~5 X *+ D.s. X %t DbD.s. +=0,0938 g1.8
1,3595:0,0264 1,3610£0,0247 p<0,95
n=5 n=5 e=0,1158
6-10 X * Dn.8. X ¢ D.S. +=0,0146 g1.8
1,283520,0278 1, 28520, 2576 P <0,99
n=5 n=5 e=0,1249
11-15 X + D.s. X t D.S. t=0,1736 g1.8
0,8546%0,0190 0,8329:0, 2042 p< 0,90
n=5 n=5 e=0,0621
16-20 X ¢ D.S. X * D.S. t=0,0418 g1.8
0,5604:0,0952 ° 0,5630¢0,1013 p<0,97
n=5 n=5 e=0,0190
21-25 X ¢ D.S. X % D.S. t=0,1526 g1.8
0,3990%0,0284 0,3961¢0,0316 p< 0,90
n=5 ‘n=5 e=0,161
26-30 X * D.S. X * bp.s. t=0,018 g1.8
0,3071%0,0243 0,3068t0,0267 p<0,99
n=2 =2 e=0,0163
31-35 X t D.s. X * D.S. +=0,0489 £1.8
0,2298!0,0260 0,2306%0,025 p <0,97

Tomando como significativa la

diferencia cuando

p <0,05, encon-

g -



121

‘tramos que no hay diferencia significativa en la disminucién
del peso del testiculo por tratamiento estrogénico, debida a

las diferentes dosis utilizadas en cada grupo de animales.
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II. MICROSCOPIA OPTICA
). OBSERVACION DE 1.0S CORTES TENIDOS CON H.E. Y P.A.S,

GRUPO CONTROL e

Tvdbulog seminiferos

Las imdgenes obtenidas de les cortes de los testiculos
pertenecientes a estos enimales, coinciden totalmente
con lo hasta ahora deserito en la bibliograffs recogida,
¥y no hemos podido detectar alteracién alguna ocasionada
por la inyeccién diaria del disolvente oleoso. Los tubos
seminiferos aparecen en diferentes ‘etapas de la esperms
togénesis, como se puede apreciar en la figura nim, 20,
habiendo podido identificar cada una de las catorce eta
pas de la espermatogénesis de la rata descritas por Le-
blond y Clermont (1952), como se observa en la serie de
fignuras numeradas céﬁjuntamente con el ndmero 21. A
veces, sobre todo en las primeras etapas, results difi-
cil diferenciar entre dos etapas sucesivas, principal-
mente si la que antecede eatd yn avanzada y la siguien-
te se encuentra en sus inicios. En estos casos, resultas
Util fijarse ademdn en el resto de las célulmes de la aso
ciacién celular gque aparecen acompafiando a la espermdti

da.

Intersticio

Al igusl que ocurria en los tubos seminiferos, el aspec

to'que presentan los distintos componentes del tejido
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intersticial, coinciden con lo descrito en la literatu-
ra, {(FPiguras mim. 22 y 23),

Epidfdimo

)

Los tubos del epidfdimo de estos animales aparecen to-
talmente llenos de espermatozoides, y la cantidad de
tejido conjuntivo que los envuelve es muy pequefia. (Fi
guras nim. 24 y 2%).

ANIMALES SOMETIDOS A TRATAMIENTO

Las alteraciones que se producen parecen ser indepen-
dientes de lms dosis utilizadas, llegando incluso en
determinadas zonas a ser més graves en aquellos anima
les en que las dosis de tratamiento eran mds bajas.

(Compdrense las figuras nim. 26 y 27). Describiremos,
por tanto, conjuntamente las alteraciones encontradas

en ambos grupos de animales tratados.

Idbulos seminiferos

Es diffcil establecer diferencias morfolégicas entre
animales sacrificedos en dias muy préximos, ya que las
alteraciones ge producen de forma gradual, e incluso,
entre animales tratados el mismo mimero de dias apare-
cen distintos grados de alteraciones, Por ello, y para
facilitar la descripcién, hemos agrupado a los anima-
les de cinco en cinco dfas de tratamiento, puesto que

las diferencias van a ser mds de tipo cuantitativo que
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cualitativo.

. Animales tratados de 1 a 5 dias.

Las imdgenes que presentan los tidbulos seminiferos de
estos animales son précticamente normales. En los gnue
ya llevan cuatro o cinco dias de tratamento, empieza a
apreciarse la aparicidén de células germinales degenera
das, en una proporcién que parece estar por encima del
porcentaje de degeneracidén esponténen. Hemos podido
también detectar algin tdbule con células germinales

inmaduras en su lusz.

. Animéles tratados de 6 a 10 dias.

Las imdgenes de conjunto de los cortes de los testicu-
los de estos animales, siguen siendo, en general, préc
ticamente normales.(Figura ntm. 26 ), Sin embargo, =
partir de los nueve o diez diaes de tratamiento, des-
pués del estudio cuidadoso de todos lus cortes, se pue
den establecer casi todos los tipos de alteraciones gue

se producen.

Para hacer nuestra descripcién lo mds ordenada posibdble,

vamos & agruparlos de la siguiente forma:

-~ Tdbulos casi normales:

En ellos sélo se aprecia cierta descolocacién de al-
gunas células de la linea germinal, que encontramos

desplazadas hacia 1la luz del tdbulo., Este hecho se
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aprecia especialmente bien en los espermatocitos pa-
quiténicos, cuyos nicleos, intensamente tefiidos, des
tacan netamente entre los de les espermdtidas. (Figu
ra nim. 28 ).

.

Tdibulos con un porcentaje de células germinales dege
neradas por encima del porcentaje de degeneramcidén eg
ponténea: La frecuencia de células germinales degene
radas se eleva claramente por encima de 10 normal.Es
tas ¢células aparecen habitualmente en la localizacién
que las corresponde -lo que nos sirve para que las
podamoas seguir identificando con faoilidad- y se ca-
racterizan porque se tifien intensamente y destacan
sobre un fondo claro gue corresponde a un espacio pe
riférico vacio que las rodea, debida a la condensa-~
cién sufrida, tanto por el micleo, como por el cito-
plasma. (Figuras ndm. 29 y 30 ), El resto de las c§
lulas germinales del tiébulo contindan su proceso evo
lutivo normalmente, con liberacién de espermatozoi-

des en la luz, mientras que en la base las espermato

gonias siguen entrando en mitosis., (Figura nim. 29 ).

Tdbulos en los que aparecen espacios vacios que, pro
bablemente, ocupaban con snterioridad las células que

han degenerado. (Figura nim. 31 ).

Tdbulos gque presenten descamacién del epitelio semi-
nifero: en la luz de algunos tibulos aﬁarecen célu-
las germinales, independientemente de que presenten

0 no algin signo de degeneracidén. (Figura num. 30).

——




126

Estas células que han sido liberadas s la luz, apare
cerén después en los tibulos del epididimo, donde si
es mds frecuente encontrarlas alteradas. (Figura nim.
32).

Las células descamadas pueden pertenecer a la misma
asociacién celular que las que encontramos en la pa-
red de ese tibulo (lo qﬁé podria indicar que aca-
ban de ser liberadas), ¢ a otra asocimcién celular
diferente. (Parece que en el momeunto del sacrificio

se encontraban recorriendo el trayecto de salida ha-
cia el epididimo)l En smbos casos, siempre son células
pertenecientes todas ellus a la misma etapa del ci-

clo del epitelio seminifero. (Figura nim. 33),

Esta descamacidén, se inicia, como es légico, por aque
llas células del epitelio que son més superficiales,
es decir, las mds cercanas a la luz del tibulo. Como
en casi todas las etapas del cicio lag células méds
superficiales son también las mds avanzadas en la es
permatopgénesis, éstas son las primeras que se desca-
man, por lo gue, en un estudio rdpido, puede dar la
impresién de que la espermatogénesis no va mds alld
de la espermdtida 7 u 8, cuando lo que ocurre en rea
lidad es que estas células todavia quedan protegidas

por otras mds superficisles, que son las que primero

se descaman. Sin embargo, vemos cémo en la etapa XIII,

las espermdtidas tipo 13, que ocupan posiciones muy
basales, aparecen en la pared del tdbulo, aunque no

en la cantidad que cabris esperar, (Figura mnimero
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34).

Las relaciones celulares establecidas en las diferen
tes asociaciones del ciclo se mantienen, por muy avan
" zado que esté el proceso, de tal manera que, casi
siempre, va a gser posible reconocer hastaz el final

en qué etapa del ciclo se encuentra una determinada
zona del tubulo. Esto nos dé idea de que no existe un
punto concreto de la espermatogénesis donde ésta es-
té inhibida, ya que, de ser asf, se perderian dichas

relaciones,

Las células que guedan en la pared del tibulo tien-
den a restablecer los contactos entre ellas, repa-
rando las soluciones de continuidad dejadas por las
células degeneradas o descamadas. Esto da lugar a
que en tidbulos en los que la descamacién no ha sido
masiva, aparezca un cierto desorden y las células
de Sertoli parezcan aumentsadas en su nimero con re-—
lacién a las células de la linea germinal, (Figura

ne 35).

A esta tendencia de restablecer los contactos celu-
lares, lo que, por otra parte, es caracteristico de
las células epiteliales, ayuda el comportamiento de
la ldmina propia, cuyas células se acercan entre si
para adsptarse sl contenido tubular, modifidandose,
de esta forma el didmetro del tidbulo, que disminui-

ré notablemente. Como consecuencia de ello, los mi~
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cleos de las células de la ldmina propia aparecen muy
cerca unos de otros, lo que se aprecia muy bien en
agu=1los tibulos en los que la descamacién ha afecta
do a casi todo el epitelio y prdcticamente sélo que-"

dan células de Sertoli. (Figura nvm. 36)

La aparicién de tiubules con célulag germinales inma-
duras en la luz y de tdbulos degenerados, es casi si
multédnea, de donde se deduce que, en algunos casos,
la descamacién es masiva, afectando al mismo tiempo
a tods la asociscién celular, lo que éxplica el que

después la encontremos completa en la luz del tibulo.

Este proceso de descamacidén del epitelio seminifero
lo hemos encontrado en todes las etapas del ciclo y,
en animales tratados el mismo mimero de dfias apare-
cen afectados tdbulos que se encuentran en etepas

diferentes,y que sc localizan al 1lado de otros cuya

espermatogénesis ha progresando normalmente. (Figura

nim. 36).

Ademds, en tidbulos que se encuentrsn en la misma
etapa, mientras que unos sparecen con un grado de
descamacidén avanzado, otros, conservan su aparien-
cia normal. (Compdrense las figuras ndmeros 34 y 37,
ambas correspondientes a tdbulos en 1a etapa XIII,

de animales sometidos a 10 dias de tratamiento).

Tanto en la pared como en la luz del tdbulo apare-

cen restos celulares gque forman grandes masas esfé
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roideas, que a veces aparecen como células gigantes
multinucleadas atfpicas (figs, n® 30 y 33). ¥y que

proceden, como se puede comprobar en la figura nime
x0 38, de 1la confluencia de células germinales dege

neradas, que también smlen hasta el epididimo.

s Animales tratados de 11 a 15 dlas.

El proceso de descamacidén del epitelio seminifero con
tinda y, como consecuencia, la cantidad de espermato-
zoides producidos disminuye notablemente, Lo gque no

quiere decir que la espermatogénesis esté inhibida de

forma selectiva en un punto determinado del proceso.

Hacia los catorce dims del tratamiento, casi todos
_los tdbulos se encuentran més ¢ menos afectados (fig.
n? 39), asunque todavia en algunos ge ve que ha culmi-
nado el proceso de espermiogénesis, apareciendo los
espermatozoides en la luz. A partir de este momento,
resulta diffcil encontrar tibulos con espermdtidas en

fase de madurscién. (Pigura nim. 40).

Las células germinales degeneradas apérecén>cada vez
ocon més frecuencia (Figura rivm. 41 .). El hallazgo de
tiibulos cuyo epitelio se estd descamando, es también
cada vez més frecuente, por lo que resulta fdcil sor-
prender células germinales inmaduras a punto de libe-
rarse en la luz del tidbulo. (Figura ntim. 42 ), Como
consecuencia de esta descamacién, la proporcién’ entre
el nimero de células de Sertoll y el de células germi
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nales aumenta notablemente. ( Figura ntim. 43 ). Algu-
nog tiibulos seminfferos seccionados en el lugar don-
de se estd produciendo la descamacién, presentan un
alto grado de desorganizacidén del epitelio. (Figura
ndmero 44). En otros podemos constatar lo que ya se
apreciaba en el grupo anterior: el paso hacia el epi-
didimo de asociaciones celulares completas (Figura
ntmero 45) y que, avnque el tidbule esté muy afectado,
la espermatogénesis contimis mientras las células ger

minales se mantienen en su pared. (Figura nim. 46).
Los restos celulares, procedentes de células degene-
radas, siguen tendiendo a confluir y a eliminarse a

la luz del tubulo. (Figura ntmero 47).

Animales tratedos de 16 a 20 diag.

Todavia encontramos tébulos con espermdtidas 13 y 14,
e incluso de los tipos 18 y 19 (figura nitmero 48),
aunque mucho méds escasesn, a pesgar de que lus mitosis
no estdn inhibides. (Figuras nimeros A9y 50. Compd-

rense con la n? 51),

Las ¢élulas germineles degeneradas son cada ves méds
frecuentea (figura nimero 52y, y aparecen en tibulos
prdcticamente desprovistos de espermdtidas en fase
de maduracién. Compdrense las figuras ntmero 53 y la
n? 54, ambas correspondientes a la misma etapa evolu
tiva, donde puede observarse el descenso de espermé-—

tidas maduras producidoe por el tratamiento.
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La tendencia de estas células germinales degeneradms
a2 confluir,para formar acimulos esferoideos fuertemen
te tingibles,y eliminarse en esa forma, es manifiesta,
pudiéndose, en algunas ocasiones, identificar de qué
tipo de células se trata. (Figuras nimerd S, 56 y 57).
Sin embargo, llega un momento en gue no se puede saber
de dénde proceden y que, a pesar de ello, permanecen
en la pared del tubulo, aunque éste esté muy desestruc
turado. (Figura mim. 58).

La mayor parte de los tubulos estdn afectados por la
descamacién de las células germinales, que caen a la
luz, cualquiera que sea el periodo evolutivo en que
se encuentran, incluso en plena mitosis. (Figura nime
T0 59). En ocasiones, es posible sorprender alguna de
estas células a punto de descamarse, y todavia mante-
nidas por lo que parece sei‘una prolongacién citoplasg
mdtica de la célula de Sertoli. (Figura num. 60).

La evacuacién de estas células al epididimo se efec-
ttia, como es 16gico, & través de la rete testis (fi-
gura nim. 61).

A pesar del elto graéﬁ de afeétacién de log tidbulos
en los snimales de este grupo, se siguen produciendo
mitosis ( Figuraes n? 62 y 63), aunque la propor-
cién nimero de células de sertoli/miimero de células
germinales, sigue en aumento, y podemos ver las cé--
lulas de Sertoli en localizaciones anémalas, muy des
plezadas de la que les es habitual., (Compdrense las

figuras nimero 63 y 64). Los nicleos de las células
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de Sertoli llegan a verse, no sélo despegados de la 14
mina propia, sino por encima de las espermatogonias y
de otras células germinales ( figura ntmero 65), entre
los espermatocitos paquiténicos (figura ntmero 66), €
incluco por encima de éstos, lo que occurre cualquiera
que sea la etapa del ciclo en que se encuentre el epi
telio. (Figuras nimero= 65, 66 y 67).

Es posible que este desplazamiento hacia la luz coin-
cida con la etapas en que se produce en circunstancias
figiolégicas, siguiendo el ciclo del epitelio,y que,
posteriormente, no puedan regresar a su posicién pri-
mitivae porque, dedido al esfuerzo de la lémina propia
por adaptarse al contenido del tidbulo, oprimiéndole,
el luger haya sido ocupado por otra célula vecina.(Fi
guras nimeros 63y 70). Este desorden no sblo afecta
a las células de Sertoli, sino también al resto de 1as
célulns. (Compdrense 1a tigura nomero 68 con las T1
y 72, en lag que eg muy patente la ordenacidén de los
espermatocitos zigoténicos, en las fotografias que

corresponden a los animesles del grupo control).

Si a'este desplazamiento afindimos ls descamacidn gde
las células mds superficiales del epitelio, llegard
un momento en gque las c¢élulas de Sertoli lleguen a la
superficie del epitelio (figuras némercs 73 74 y 175)
Yy, aunque tienden & adherirse entre ellas, también -~
pueden liberarse a la luz. (figuras ntmero 76, 77 y
78).
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El resultado final-es que los tdbulos degenerados, don
de casi sélo guedan células de Sertoli, se ven con bas-
tante frecuencia, y siempre estédn rodeados por tidbulos
cuyo proceso de degeneracién es también patente. (Figu-
ra n? 79).

Animales tratados de 20 a 25 dias.

Las células que componen el epitelio seminifero cada vez
son més escasgas,y todos los tudbulos estdn muy afectados
por la descamacién. (Figura n? 80). Esta descamacién lle
va consigo una disminucién del contenido del tiubulo. Por
otra parte, la tendencia de lms células epiteliales o
restablecer loas contactos entre ellas, Junto con el com-
portamiento de la ldmine propia, adapténdose al nuevo
contenido tubular, hace que disminuya el didmetro de los
tdbulos, lo que es ya muy patente en estos dias del tra-
tamiento. (Figura n? 80). Este ajuste de la 1ldmina pro-
pia al contenido'del tibulo, se pone de manifiesto por~
que los nicleos de sus células aparecen més cerca de lo
habitual, como consecuencia del acerxcamiento entre ellas,
de tal manera que la ldmina propia se ve engrosada, y
destaca netamente rodeando los tidbulos., (Fig. n® 80 y 81) .

A pesar del anlto grado de mfectacién de todos los tibu-
los, las mitosis de las células de la linea germinal no
estdn inhibidas, y‘se pueden observar espermatogonias

en mitosia en tidbulos muy alterados. (Fig. n? 81). Los *”
espermatocitos también siguen entrando en mitosis (Fig.

n? 82), y después de 24 dims de tratamiento todavia po-
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demos encontrar algin tibulo mdes conservado con células

germinales en mitosis. (Fig. n? 83).

También el proceso de espermiogénesis continda en algu-
nos tidbulos, donde aiin aparece la asociacién celular com
pleta, aungue el epitelio estd muy desordenado, y pue-~
den aparecer células germinales con signos de necrosis.
(FPig. n? 81, 82 y 84). Asi,por ejemplo, en las figuras
n? 81 y 82 se observan espermdtides 13, aunque éstias sean

muy escasas,

Animales tratados de 25--30 dias.

S e oy s . A Tt A8 o st g A et

El proceso de descamacién continmia. E1 epitelio semini-
fero ze encuentra constituido sélamente por aquellas cé
lulas que son mids basamles, en la mayor parte de log tu-

bulos. (Fig. n? 85 y 86).

A pesar de la descamacién, se siguen encontrando las mig
mas pgociaciones celulares que caracterizan a cada eta-
pa del ciclo del epitelio seminifero. Por ello, y aunque
falten las células que ocuperian las posiciones mAs su-
perficinles, podemos segnir distingniendo, en cesi todos
los casos, en qué etapa se encuentra una determinada zo-

na del tiibulo seminifero.{Figs. n? 85 y 86).

Hacia los dltimos dias del perfodc la mayor parte de los
tiibulos conservan en la pared casi exclusivamente célu-

las de Sertoli. (Fig. n? 87).

PR - oy —_—
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an

. Animales tratados de 31 a 35 dias.

El epitelio de la mayor parte de los tdbulos seminife-
ros de los animales de este grupo, presenta,casi exclu
sivemente, células de Sertoli, acompafiadas de algura

espermatoéonia y algin espermatocito que, a menudo prg

sentan signos de degeneracién. (Fig. n? 88 y 89).

Intersticio

Aunque no hemos centrado nuestro estudio en el tipo de
alteraciones sufridas por el tejido intersticial, como
oonsecuencia del tratamiento estrogénico, hemos podido
observar la aparicién en éste de un tipo celular cuyo
nicleo y citoplasma se tifien muy intensamente. El tama-
fio de estas células es menor que el que presentan las
células de Leydig de aspecto normal, y su forma es muy
irregular. (Fig. n? 90).

Por otra parte, las células de Leydig de aspecto normal

se observan con menos frecuencia.

Cusnto mayor es el nimero de dias de tratamiento, -mayor
es 1la proporcién de estas células oscuras, pequefias y

de forma irregular en relacién con las células de Leydig
de morfologia normal. (Fig. n? 91, 92 y 93). Al final del
tratamiento en el intersticio encontramos casi exclusiva-
mente este nuevo tipo celular, mientras que las células
de Leydig hen desaparecido. Da la impresién de que las cé
lulas de Leydig de morfologia normasl se hubieran tranefor

mado en este otro tipo celular.
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Epidfdimo

Para comprobar que las células observadas en 1la luz de los
tibulos procedfan de la descemacién del epitelio seminife-
ro, hemos estudiado también los tibulos epididimarios de

estos animnles.

E1l estudio del epididimo, nos sirve también como confirma-
cién de la escasa influencia en los resultados de que la
dosis de benzoato de estradiol aplicada en el tratamiento
sea de 50 6 250 ug/d. Como confirmacién de ello, véanse
las figuras n? 94 y G5, en las que se observa céwmo el ani-
mal que parece mde sfectado es el que ha recibido menor do
8is de estrdbgenos. Por ello, también en este caso haremos
la descripcién de las obhservaciones realizadas en ambos

grupos de animales de forma conjunta.

Las imdgenes coinciden con lo gue cabria espersr, despuds

de haber estudiado el tibulo seminifero.

A los 10 dias del tratamiento todavia hay muchos tidbulos
ocupados por espermatozoides (figs. n? 94 y 95), aunque en
menor cantidsd que los que se observaban en los animales
del grupo control (fig. n? 96), y son muy frecuentes los
tibulos vacfos (fig. n? 97) y aquéllos en los que los es-
permatozoides, mds o meros abundantes, sparecen mezclados
con c¢élulas inmaduras, en muchos casos bastante slteradas,
aunque ain puede reconocerse de qué tipo celular se trats.

(Pigs. n? 98 y 99).
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Se observa también un claro sumento del estroma, junto con
una disminucidén del didmetro del tiibulo, y un aumento en
la altura del epitelio que tapiza su luz. (Compdrense las
figs. n? 94 y 95, con la nimero 24, y las 96 y siguientes

con la numero 25%).

En 1a luz de los tibulos cada vez son mds abundantes las
células germinales inmadures y méds escasos los espermato-
gzoides (Figs. n? 100 y 101) y, al mismo tiempo, va aumen-
tando el estroma. (Fig. n? 101). Hacia los Yltimos dias

del tratamiento, los tdbulos epididimarios aparecen con

una luz muy reducida, el epitelio que los tapiza es muy
alto, y el estroma muy abundente. (Fig. n? 102). Ademds,
casi todos los tibulos aparecen vacfos. (Fig. n? 103 y 104).

OBSERVACION DE CORTES SEMIFINOS (l.}L),TEﬁIDOS CON AZUL
DE TOLUIDINA.

GRUPO CONTROL

Los cortes estudiados correspondientes a los animales del
grupo control, se sjustan en todo a lo ya descrito en la
bibliografia.

Hemos podido constatar que el detalle obtenido con esta
técnica es mucho mayor que el que se consigue con las tin
ciones de hematoxiliné-eosina, o con la técnica del P.A.S.,
siendo posible establecer sin dificultad cada una de las
etapas del ciclo del epitelio seminifero, ya que se pueden

diferenciar‘perfectamente todos los tipos celulares, sus
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limites y relaciones, dado que se identifican facilmen-
te la vesiculo acrosémica (fig. n? 105), el aparato de
Golgi, o la posicidén de la gota citoplasmdtica, asi co-
mo, en parte, el contenido de ésta. (Figs. n? 106 y 107).
No obstante, para cumplir con los objetivos gue nos pro
poniamos en nuestro trabajo, ha resultsdo suficiente el
estudio de los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina y
P.A.S5., aunque el estudio de los cortes semifinos nos
ha servido para confirmar nuestros resultados y afiadir
elgin detalle mds como, por ejemplo, 1la distribucién de
los lipidos en el tudbulo seminifero y las alteraciones
sufridas en la misma, aungue no hayamos centrado nues-

tro estudio en este aspecto.

Asimismo, el aspecto del tejido intersticial de los teg
ticulos extraidos de los snimales del grupo control, se
ajusta en tode s lo descrito en la bhibliografia recogi-

da.

ANIMALES SOMETIDOS A TRATAMIENTO.

Lag imdgenes que nos proporcisnan los cortes semifinos

tefiidoa con azul de toluidina, nos confirman los resul--
tados ya expuestos, aportindoncs mayor clarided en los

detalles,

Efectivamente, los elementos que caen a la luz del tuibu
lo son aquéllos més super{iciales, -como los cuerpos re
siduales, que deberian haber sido fagocitados por las

célulss de Sertoli al liverarse la espermdtida madura o
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la luz del tiibulo- (fig. n? 108), haciéndolo después las

células que ocupan posiciones mds basales en el epitelio.

Da la impresién de que la célula principalmente afectada

es la célula de Sertoli, cuyo citoplasma apical se retra-
Jese, dejando en libertad a las células germinales que en
vuelve, (Fig. n? 110).

Las células degeneradas, o caidas a la luz, dejan espa-
cios vacfos que tienden & ocuparse por otras células, aun’
que no las corresponda esa posicidn en el orden normal del

epitelio seminifero. (Fig. n? 111).

Al fendmeno enteriormente expuesto, ayuda el comportemien

‘to de la 1l4mina propia, cuyas células llegan incluso a ple

garse gobre sl mismas, penetrando hacia el epitelio, en un

esfuerzo por adaptarse al contenido tubular. (Fig. n? 112).

Este proceso, hace que las células de Sertoli lleguen a po
siciones superficiasles y, una -vez perdido el contacto con
la 14mina propia, se descamen también en la luz. (Figs. n@
112 y 113).

Hacia los 30 dims de tratamiento, estdn afectados la tota-
lidad de los tﬁbulos, aunque, gracias a que las relaciones
dentro de cada asociacién celular se siguen manteniendo,

todavia se puede identificar en qué etapa se encuentran.

Sin embargo, ya no se ven en ningin tdbulo espermdtidas ma ,,

duras, aunque la espermiogénesis evoluciona siempre que la

célula germinal se mantenge en el epitelio.
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Tanmbién es frecuente ver dos espermdtidas con un citoplas-
ma comiin, por no haber tenido lugar la citocinesis. (Fig.
n? 112),

Al final del tratsmiento, tocdos los tdbulos presentan Qna
imagen como la que aparece en la:figura n? 114. La lémina
propia aparece engrosada y"festoneada", las célules de Ser
toli son las mds abundantesg del epitelio y sélo estdn acom
pafiadas por escasas células germinales, gue no suelen haber
sobrepasado el estadid de espefmatocito paquiténico, y los
lipidos se scumulan en grandes cantidsdes, apareciendo mu-
chas células neceréticas o con signos de degeneracidén. (Figs.

n? 110, 112, 113 y 114).

En el intersticio, igual que ocurria con los cortes tefii-
dos con hematoxilina--cesina o con P.A.S., durante los pri-
merosg dlas del tratamiento, las células de Leydig conser-
van su aspecto normal. Sin embargo, a partir de los ocho o
nueve primervs dias, comenzamos a observar la asparicién en
el intersticio de célules mds pequefias, de limites irregu-
lares, y gue sc tifien intensamente. En los d{as sucesivos
del iratamiento, el porcentaje que observamos de estas cé-
lulas, con relacidén a las células de hLeydig, es cada vez
mayor. {Fig. n? 115), hasta que todas las célulag que se
ven en el intersticio presentan la morfologia descrita.
(Pig. n? 116).
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

“RUPO CONTROL

Las imégenes observadas en los cortes obtenidos para el es
tudio a microscopia eleectrénica de los testiculos de los

animales utilizados como controles, se han sjustado, en to
dos los casos, a los patrones morfoldgicos descritos en la

literatura resefiada.

La 1émina propia aparece, tal y como describiamos en la in
troduccidn, constituida por sendas ldminas homogéneas sepa
radas por otra intermedia de naturaleza fibrilar, envuel-
tas por una cublerta de células mioides, en cuyo citoplas-
ma deptacan gran cantidad de miofibrillas (expresién de su
capacidad contrdctil y -para nosotros-,de adaptacién al con
tenido del tidbulo seminifero). Apoyada sobre una nueva lé-
mina basal que envuelve z la célula mioide, aparece una nue
va capa celular, cuyas células son para nosostros, de acuer
do con Clark (1976) y Neaves (1977), de naturaleza endote-
liel, y cuyo aspecto es muy diferente al gque presentan las
células mioides, aunque las membrenas citoplasmiticas de am
bos tipos celulares estdn tachonadas de gran cantidad de ve
siculas de pinocitosis, que ponen de manifiesto la gran im-
portancia que tiene a este nivel el intercambio de substan-
cias entre el intersticio y el tdbulo seminifero. Sin embar
g0, por el aspecto que presentan los citoplasmas de ambos
tipos celulares, da la impresién de que, tanto las células
mioides como las endoteliales, se comportan de una forma més

0 menos pasiva, sin intervenir, sl menos aparentemente, en
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la modificacién de estas substancies. (Fig. n? 117).

Sobre la 1ldmina propia se apoyan directamente las esperma
togoniasg. (Fig. n? 118). La extensién de la superficie de
apoyo va disminuyendo, a medida que, al avanzar su grado
de madurez con la espermatogénesis, su forma se va redon-
deando. (Fig. n? 119. Compdrese con la 118), hasta llegar
a separarse de ella por interposicién de una prolongacidén
citoplasmdtica de la célula de Sertoli, lo que empieza a
ocurrir en los espermatocitos preleptoténicos. (Fig. n?
120).

Uno de los ragsgos diferenciales que mds dtiles resultan
pars distinguir, desds un punto de vista morfolégico, las
espermatogoniag del resto de las células de la lines ger-
minal y de las células de Sertoli, ademds de aparecer di-
rectamente apoyadas sobre la ldmina propia, es la morfolo
gia caracteristica de sus mitocondrias, que presentan creg
tas laminares rectas, que no son observables en el resto
de los tipos celulares. Como ya indicdbamos en nuestra in
troduccién, su citoplasma es escaso y pobre en organelas,
spareciendo grupos de ribosomas y reticulo endopldsmico,
siendo el reticulo endopldsmico rugoso muy escaso, y el
retfculo endopldsmico liso apsrece casi siempre en forma
de vesiculas. Is suyperficie celular no apoyada sobre la
lédmina propia, estd en estrecho contacto con las células
de Sertoli vecinss, estableciéndose entre las membranas
de ambos tipos celulsres especianlizaciones de unién seme-
jantes a los desmosomas. Es frecuente también encontrar

en ellea vesfoulas con cubierta, relacionadas, al parecer,
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con la incorporacién de proteinas por micropinocitosis que,

en este caso, podrisn haber sido liberadas previamente al
espacio intercelular por las células de Sertoli. (Figs. n?
118 y 119). Estas vesiculas con cubierta las encontramos

en todas las células germinales.

Los espermatocitos tembién se diferencian claramente en

les imdgenes de microscopia electrénica por la presencia
en su cltoplasma de mitocondrias, generalmente alargadas,
de mayor longitud que las que se observan en las esperma-
togonias, de crestas hinchadas, que rechazan hacia la pe-

riferia una matriz electrodensa.

Entre los espermatocitos, podemos diferenciar los distin-
tos estadios evolutivos de los espermatocitos I, ademds

de por los detalles morfolégicos descritos en la introduc
cién, por la posicidén que ocupan en el epitelio: los pre-
leptoténicos debajo de la sucesién de zdénulas occludens

entre las células de Sertoli contiguas y que constituyen
la expresidén morfolégica de 1la barrera hemato-testicular.
(Fig. 120). Los leptoténicos atravesando dicha barrera, y

los zigoténicos y paquiténicos, por encima de ella.

Los espermatocitbs paquiténicos,'qﬁe encontramos en todas
las etapas del ciclo, con excepcién de las XII y XIII, se
caracterizan ademds facilmente por la presencia de los

comple jos sinaptonémicos. (Fig. n? 121). Para saber si se
trata de un espermatocito paquiténico més o menos avanza-
do, ademds del tamafio y morfologia del micleo, nogpodemos

fijar en las mitocondriass, que van a ir evolucionando po-

»
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co a poco, hasta, al final, llegar a presentar un aspec-
to muy parecido al que presentan las mitocondrias de las
espermidtidas. Asi, en el espermatocito paquiténico de 1a
fig. n? 121, que corresponde a una etapa VII del ciclo,
vemos que mds de la mitad de las mitocondrias presentan
ya ests morfologia, aunque av¥n no se han dispuesto en la
periferia, como hardn mds adelante. Otro orgénulo que
nos puede servir como guia es el cuerpo cromatoideo. Se-
gun hemos podido observar, aparece en el espermatocito
paquiténico aproximadsmente a partir de la etapa VIII,
en gue aln estd empezando & formarse (fig. n? 122), y
que, en etapas posteriores, pasa por una serie de esta-
dios evolutivos hasta llegar a la morfologia de presenta
en 1= espermdtidas (fig. n? 123). La morfologia del cuer
po cromatoideo nos puede servir para definir las etapss
en que se halla, en cago de faltar las células acompafian
tes, como ocurre en nuestro modelo experimental de inhi-

bicién de la espermatogénesis con eatrégenos.

Iias espermdtidas son las células germinales que se iden—
tificon con mds facilidmd, pudiendo seguir la espermiogé
nesie paso a paso, sin mds que identificar loa detalles

morfoldégicog tipicos de cadz estadio.

No ohstante, sefialaremos como marcadores morfolégicos uti
les en nuesiro estudio la abundancia de reticulo endopléds
mico 1liso en forma de vesiculas, la ausencia, por €l con-
trarjio, de reticulo endopldsmico rugoso, y la morfologia
caracteristica de sus mitocondriasg, que aparecen con una

disposicidn periférica. Ademds, son caracteristicas la

-
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la formacién del acrosoma y los cembios que van a tener 1u
gar como consecuencia de la espermiogénesis, como, por ejem
plo, la emigracidén de los centriolos hacia el polo nuclear
opuesto al acrosoma. También resulta f4cil observar la zona
especializada del citoplasma sertolisno, que servird a la
espermétida como zona que se ha considerado de anclaje y de
orientacién del polo mcrogdémico, para dirigir su emigracidn
hacia zonas més basales de la pared del tibulo . (Figs. n¢
124 y 125),

Dos detalles nos han llamedo la atencién que no hemos encon

trado descritos en la bibliografia:

Por una parte, la existencia de una estructura en forma de

- banda engrosada gque, a modo de refuerzo, se dispone en la
zona méds caudal de la cara interna del ascrosoma, enfrentada
a una zona hendida de la membrana nuclear, que coincide con
la regién en donde se inicia la diferenciacidén que 1la mem-
‘brana nuclear presenta en el drees subacrosémica (Figs. 124
¥y 125). Esta banda electrodensa, parece estar constitulda
por un material que, a mayores aumentos, se observa dispues
to, a su vei, en varias bandas o condensaciones equidistan-
tes entre si. (Fig. n? 126).

Y, por otra, la presencia de miltiples vesiculas con cubier
ta entre los componentes del aparato de Golgli de las esper-
métides Figs. 126 y 127), iguales a las que se observan en
todas las zonas de contacto de las células de la linea ger-~
minal con las células de Sertoli. Estas vesiculas con cubie§

ta es también posible observarlas en el interior y asociadas



146

a las cisternas del reticulo endopldsmico 1liso, y relacio

nades con la vesicula acrosémica. (Figura n?® 124).

La gota citopldsmica se ve en la luz del tdbulo, rodeando
la cola de 1las egpermdtidas en fsse de maduracién. Fn ellas
se observan todo tipo de organelas relacionadas con la au
tofagocitosis: restos de mitocondrias, laminillas anula-
res, ribosomas, polisomas, vesiculas de reticulo endoplds
mico liso, lisosomas, etc.(Fig. n? 128). Estos restos ci-~
toplasmdticos los encontramos a menudo asociados a cister
nas de ret{culo endopldsmico 1liso, cuyos perfiles se si-
tdan alrededor, cerrando un espacio citoplasmdtico mds o
menos esférico. Junto a estos espacios cerrados por perfi
les de R.E.L., aparecen también vacuolas autofdgicas o au
tofagosomas. (Fig. n? 129). Todavia, en las gotas citoplas
méticas, que aparecen rodeadas por la célule de Sertoli,
se ven vesiculas de micropinocitosis —vesiculas con cubier
ta-. (Figs. n? 128 y 129).

El espermatoroide, prdcticamente formado y, a punto de 11
berarse, aparece en la luz del tibulo, sujeto por una prc
longacidén citoplasmdtica apical de la célula de Sertoli,
y cuyos detzlles morfolégicos han quedado ya descritos en
la introduceién. A dicha descripcién, sélo tenemos que
afiadir dos detalles morfolégicos que hemos observado en
nuesfras preparaciones, pero que no hemos vi?to descritos

en la biblicgrafia:

La existencia de un material electrodense entre la membra

na citoplesmdtica de esta cspermdtida y 1la de la célula
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de Sertoli que la rodea. Este materisl parece estar consti-
tuldo por fibras cuya direccidén es mds o menos perpendicu~-
lar al eje longitudinal de la espermdtida, como puede obser

varse en un corte oblicuo como el de la fig. n? 128.

La presencia de gran cantidad de microtibulos en esta re-
gién del citoplasma de la célule de Sertoli, especializado
en albergar a la espermitida ya casi madura, y cuya airec— '
cién es més o menos paralela a la de las cisternas del re-
ticulo endopldsmico, que si quedaron ya descritas.(Figs. n?

130 y 131).

La célula de Sertoli se diferencia facilmente de las célu-
las germinales por su ndcleo caracteristico (que contiene
un nucleolo prominente y presenta invaginaciones y milti-
ples poros en la membrana nuclear) y por su citoplasma méds
claro con mitocondrias de crestas fundamentalmente tubula~
res y que adoptan conformaciones caracteristicas, encerran
do residuos en su interior, asociadas con frecuencia a cis
ternas de R.E.L.. Reticulo endopldsmico liso, que suele
aparecer ocupando zonas centrales. Reticulo endopldsmico
rugoso, que ocupa regiones mds periféricas., Ribosomas, 1li-
sosomas, ' Cuerpos multilaminares, gotas lipidicas y 1la pre
sencia de microtdbulos y microfilamentos. (Fig. n%? 132).

Su membrana presenta diferenciaciones de unién, tanto con
las células germinales, eomo con otras células de Sertoli
vecinas. (Fig. n? 133). La barrera hemato-testicular apare
ce formada por una sucesién de zénulas occludens entre cé-
lulas de Sertoli vecinas. (Figs. n® 134 y 135). Las célu-
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las situadas por debajo de ella (Fig. n®? 136), forman parte del
compartimento basal. Inmediatamente por encima, se sitidan los
egspermatocitos zigoténicos (Fig. n? 137). Entre. las espermatogo
nias y las células de Sertoli se observan uniones seme jantes a
desmosomas (Fig. n? 118), uniones en las que entre ambas membra
nas aparece un material electrodenso, amorfo y homogeneo y en el
citoplasma subyacente de la célula de Sertoli haces de microfi-
lamentos y cisternas de R.®. adosadas (Fig. n® 132). También he
mos encontrado este tipo de unidén entre las espermdtidas y las
células de Sertoli (Fig. n? 125). Entre células de Sertoli veci
nas, ademds de las series de zénulas occludens se observan tam—
bién lo que parecen zénulas adherens (Fig. n? 133) y uniones en
las que las dos membranas adosadas aparecen muy rectas y parale
las, con un material electrodenso ocupando el espacio intercelu
lar y los microfilamentos y cisternas de R.E. a smbos lados (Fg
n? 133). Estos tres tipcs de uniones se suceden el uno al otro
en algunas zonas (Fig. n? 135).

Intersticio

También las imdgenes del tejido intersticial coinciden con lo
ya descerito en la introduccidén. Las células de Leydig se recono
cen facilmente entre log demds componentes por su nicleo, cuya
cromatina sparece en forma de grumos, preferentemente adheridos
a la cara interna de la membrana nueclear, y por la gran riqueza
de reticulo endopldsmico liso de su citoplasma, que aparece to-
talmente repleto de sus cisternas, en aquellas zonas no ocupn-
das por las mitocondrias, de crestas, generalmente, tubulares,
aunque también existen con crestass laminares. FEl reticulo endo-
plédsmico rugoso c3 muy escaso (Fig. n? 138).

ANIMALES SOMETIDOS A TRATAMIENTO

Tibulo semini{fero

El examen de conjunto de aguellos tidbulos que empiezan a alte-
reyse, no nos proporcionan muchos m#is detalles que aquellos des
critos en la microscopfa dptica.Quizds podemos observar cierta
tendencia de las células germinales a adoptar formas algo més
Jdirregulares (Fz.n? 139,140) .Eata tendencia,se acentia a medida
‘que lg degeneracién va siendc méds acusada,hasta llegar a apare-—
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.aer invaginaciones de prolongaciones citoplasmdticas de una
céivla en otra. (Figs. n? 141 y 142).

En tibules muy alterados, el epitelio estd formado solamen
te por células germinales inmaduras y células de Sertoli,
muy desordenadas y degeneradas, dispuestas en varios estra
tos. Los espermatocitos paquiténicos sparecen muy ligera~
mente tefiidos y sus mitocondrias muy vacuolizadas. Se man-
tienen en la pared del tidbulo debido a la presencia de mil
tiples diferenciaciones de unién en su membrana citoplasmi
tica, gin que las células de Sertoli parezcan intervenir
en su fagocitosis., (Fig. n? 143),

En otros tdbulos, las células germinales que quedan, total
mente degeneradas, son ya muy escasas, Las prolongaciones
de las células de Sertoli son muy irregulares, y su conti-
nuidad estd rota por espacios vacios. Aparecen ademds gran
des actYmulos de 1ipidos. (Fig. n? 144).

Para hacer nuestra descripecién lo mds ordenada posible, de
tallaremos a continuacidén las alteraciones observadas en

cada uno de los elementos que componen la pared tubular.

. Lédmina propia.

En los tiibulos en los que el proceso de descamacién estd
muy avanzado y el didmetro del tidbulo ha disminuido con-
giderablemente, las células mioides se contraen para adap
tarse al contenido tubular. El grado de contraccién lle- "

ga a ser tal que el soma celular se invagina en la pared
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del tdbulo, penetrando en el epitelio seminffero, con
el fin de reducir su longitud. Los microfilamentos no
se pueden individualizar, sino.éue estdn constituyendo
una tupida red. El1 empaguetamiento del micleo en un es-.
pacio lo mds reducido pogible, hace que se pliegue so-
bre si mismo, sdgquiriendo un aspecto multilobulado.
(Fig. n? 145). Las células endoteliamles se acercan en-
tre si, 1o que hacen solapando sus citoplasmas, por leo
que sus micleos aparecen mnds préoximos. Las membranas ba
gales se repliegan en la nueve superficie a la que tie-
nen que asdaptzrse, apareciendo onduladas y con la ldmi-
na basal despegada de la reticvlar. En conjunto, el es-
pesor de la lémina propia esti muy saumentedo, debido a

este reajuste de sus componentexz. (Figs. n? 147 y 148).

Células germinales.

Todas las células de la linen germinal pueden aparecer
degeneradas, lo que no quiere decir que no se sigan ob-
gservando mitosis en las espermatogonias, incluso aunque
se encuentren en tibulos ya muy nlterados. (Figs. 149 y
150)}. Estas mitosis se producen dentro de la etapa del

ciclo que corresponden.

Debido a las aliteraciones qus sufre la lémina propisa,
Y que hemos descrito mds arriba, el contorno de las cé-
lulas germinales que =2 apoyan en ella ve g estar muy
alterado, apareciendo también relaciones atipicas con

las células adyacentes. (Fig. n? 15i).
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A partir de cierto nimero de dfas de tratamiento, algu-~
nas células germinales parecen reaccionar formando dife
renciaciones de unién entre sus membranas, que aparecen
bordeando casi toda la superficie celular, y que se ven
como estrechamientos del espacio intercelular que apare
ce ocupado por un material electrodenso, de aspecto se-
mejante a los nexus. (Figs. n? 152 y 153). También em-
piezan a observarse signos de asutofagocitosis: aumento
de vesfculas, lisosomas y mitocondrims vacuolizadas (Fig.

n? 152).

Aquellas células gue ya estdn en franco proceso de dege
neracidén, presentan signos claros de asutofagocitosis,
apareciendo en su citoplasma gran cantidad de lisosomas,
vacuolas autofdgicas, cuerpos residuales, y espacios ro-
deados por una. membrana, que quedan como resultado final
de la digestidén de algunos orgénulos. Contienen también
miltiples gotas que parecen de naturaleza lipfdica y, sin
embargo, todavia pueden distinguirse las vesiculas con
cubierta. (Fig. n? 154).

También se observen células en necrosis, en las gue no

es posible distinguir mds que el nicleo y, en el caso de
las espermdtidas, la cola en formacién, que sigue un tra
yecto sinuoso. Toda la ¢élula ha quedadc reducida a gru-
mos de cromatina y otros amcumulos de materiales muy den-
so8 a los electrones, con miltiples cuerpos formados por
membrenas concéntricas. Estas células necréticas, se co-
rresponden con las célulaes hipercromdticas que veiamos

en le microscopia éptica. A pesar de haber quedado la cé



lula reducida s6lo a un resto, ésta se sigue mentenien-
do en su posicién habituspl, rodeada por el citoplasma
de la célula de Sertoli. (Fig. n® 155).

En estadios intermedios entre los presentados en las fo
tografias n? 154 y 155, podemos apreciar que el \ltimo
orggnulo citoplasmdtico que deja de reconocerse es el
aparato de Golgi, a partir del cual todavia parece que
se siguen formando vesficulas, a pesar de estar muy alte
rado y encontrarse fuera de su localizacidén habitual.
(Fig. n® 156).

El paso siguiente es lu lisis total de estos residuos
celulares, en lo gue parece intervenir el sistema vacuo
lar de le célula de Sertoli. El resultado final son los
espacios vacios, que ya velamos con el microscopio de
luz. (Fig. no® }57).

Como indicdbamos sl principio de este apartado, pueden
aparecer degeneradas todas las células de 1la linea ger-
minal: las espermatogonias (fig. n? 151), los espermato
citos (fig. n? 152), y las espermdtidas (figs. n? 154,
155, 156 y 157), incluso en fases avanzadas de madura-

eién (Fig. n@ 158, 159, 160 y 161.).

Junto a estas células alteradas, y al igual que obser-
védbamos con el microscopio éptico, sparecen células per
tenecientes a fases avanzadus de ‘la espermiogénesis, cu
ya ultreestructura es normal. (Figs. n? 162, 163, 164,

165, 166), a pesar de corresponder a animales sometidos
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5y

& suficientes dfas de tratamiento, como para que otros
tdbulos aparezcan totalmente degenerados. Incluso, en
la etapa VII, las espermndtidas 19 que no se han alte-
rado, siguen formando los complejos tibulo-bulbares.
(Fig. n? 167). ‘
Tampoco desde el punto de vista ultraestructural las
células descamadas en la luz presentan siempre altera
ciones. (Fig. n? 168).

Célula de Sertoli.

Desde los primeros dias del tratamiento se observa en
algunos nicleos de la célula de Sertoli una estructu-
ra asociada al nucleolo, similar & la que aparece en
ratas inmaduras, y que se denomina satélite o esferoi
de nuclear, mientras el citoplasma, y el resto del ti
bulo, presentan todavia un aspecto casi normal. (Fig.
nt 169). En tidbulos més degenerados, esta estructura
se puede ver prédcticamente en todas las células de Ser
toli. (Fig. n? 170).

En el citoplasma de las células de Sertoli de tibulos
eon células germinales en las que empiezan a aparecer
signos de degeneracidén, las vesiculas de R.E.L. son
més abundantes, y también aumentan los cuerpos. resi-
duales. (Fig. n? 171).

Cuando en las inmediaciones existe una célula germi-

nal totalmente degenerade, el aumento de vesiculas de

K3
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R.E.L. es muy patente (Figs. n? 171, 155, 156 y 157).
Es frecuente observar cémo las cisternas del R.E.L.,
dispuestas concéntricamente alrededor del resto celu-

lar, llegan a envolverlo totalmente. (Fig. n? 172)..

En tibulos mds alterados, podemos confirmar datos ya
obtenidos con microscopia de luz: el aumento relativo
del ntmero de células de Sertoli respecto al de célu-
les germinales, su desplazamiento hacia 1la luz del tu
buvlo, despegédndose de la lémina propia (Figs. n? 173
y 174), incluss hasta llegar s aparecer por encima de

otras células. (Figs. n? 175 y 176)

La forma de la céluls cambia totalmente y, de una cé-
lula con forma de drbol que se apoya sobre la lémina
propia y que envia sus prolongzciones citoplédsmicas

hacis la luz dc¢) tiibulo, ha pasado a ger una célula

redondeada, de aspecto mds o menos poligonal, en cuyo
citoplosma sparecen multitud de residuos, en forma de
grandes inclusiones que econtinen Areas oscuras y cla-

ras. (Fig. n? 176).

Los complejos de unidn especisles que se establecen a
nivel de =sus membranss emplezasn a alterarse en estandfos
intermedios de degeneracidén, empobreciéndose en heces
de filamentoes y cisternas de reticulo endopldsmico aso
ciadas. Al finsl sélo guedan algunos perfiles de retf-
culo endopldsmico que recuerdan su existencia. (Figs.

n? 173, 174, 175 y 176).
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Los complejos tdbulo-bulbares se siguen observando en
la misma zona donde suelen localizarse en las células
normales. (Fig. n? 177 y 178). Los microtidbulos y micro
filamentos tampoco son visibles ya en el citoplasma de
estas células. (Figs. n? 173, 174, 176, 177 y 178).

Las células de Sertoli aparecen unidas entre si, por
diferenclaciones de sus membranas, dando la impresién
de que las caras externas de éstas se hubieran fusiona

do entre si en grandes superficies. (Fig. n? 178).

Intersticio

Los espacios ocupados por las fibras de coldgena son ma-
" yores, y las células de Leydig aparecen muy modificadas.
Su forma es muy irregular. Tanto su citoplasma comovsuA
niicleo aparecen muy electrodensos. E1 nidcleo aparece lo-
bulado y muy irregular, con la cromatina muy densa, for-
mando grandes grumos que se adosan a la cara interna de

la membrana nuclear. (Figs. n? 179 y 180).
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Los resultados obtenidos, los hemos agrupado en las aigunien-

tes tablas:

Dias de Animal n?
tratamiento | 1 2 Media
5 9eo0 10 880 10. 380
6 11,160 8.950 9,550
7 10. 550 7.860 9.210
8 11,380 8.600 10.030
9 8.795 7.715 8.255
10 9.720 8.730 9.250
11 11.115 8.985 10.050
12 8.775 7.785 8.280
13 779,345 B.565 8.950
Tia 9.630 8,535 9.082
15 8.920 7.725 8.822
16 6.830 7,715 7.322
17 9,815 10,025 9.920
18 _1.730 9.810 8.720
19 6.550 8.325 7.445
20 7.330 7.950 7.140
21 8.565 9.650 9.105
22 8.300 7.630 8. 000
23 10. 380 8.550 9.415
24 9.725 8.51% 9.120
25 9.624 7.825 8.724
| 26 7.715 i 10, 425 9,070
27 8.970 8.850 8.310
28 9.615 7.715 8.665
29 e 8.530 10. 3145 9,437
[ 30 6.655 8.610 7.632
31 8.715 10.310 9.512
32 6.960 6,855 —_6.901 ]
33 8.710 5.715 9.212
32 10.115 €.930 8.522
35 8.715 9.625 9.170
TABLA IV

Niveles de testousbterona medidos en lz sangre extrafda en los ani
males del grupo '3 {inyectados con 0,25 ml/d. de disnlvente oleg
80, expresados en pg/ml.
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Diag de Animal n*

teata- Medis

mimto 4 ) 3 4 €
5 1185 1395 1275 1220 1190 1255
6 1480 1520 1610 1120 1180 1382
7 950 1870 1115 1140 1200 1255
8 885 1115 985 1130 1140 1051
9 915 890 1110 950 1730 1119
10 1290 1980 1745 1110 1210 1467
11 930 1200 1500 1130 1200 1192
12 875 285 1600 1600 950 1202
13 1120 950 1210 1315 1110 1141
14 1225 1385 1980 1402 1525 1503
15 885 1140 1320 945 1115 1083,
16 1275 1410 1380 1145 825 1207
17 1315 930 1185 1395 . | 12315 1208
18 1480 1520 1220 1190 950 1272
19 1870 985 1200 1180 885 1224
20 915 1350 1250 1325 930 1154

21 930 1520 1610 1120 1180 1272
22 885 935 1480 1610 1130, 1208
23 1315 930 1320 980 1210 1151
24 1290 1170 1480 1275 1300 1303
25 1275 1410 1225 980 1380 1254
26 1415 1280 1350 1185 1200 1286
27 1315 1415 1270 1350 950 1253
28 1210 1325 1200 . 885 1210 1166
29 930 1350 1275 1325 1110 1198
30 1380 1380 920 1410 1220 1262
31 1230 1410 1325 1380 1295 1328
32 1320 1140 1225 1230 975 1178
33 1410 1280 1300 890 1015 1179
34 1135 980 980 1150 885 1026
35 1145 1225 885 1010 980 1049

TABLA V

Niveles de testosteronas medidos en la sangre extraida de los
animales del grupo 2 (inyectados con 50,ug/d. de benzoato de
estradiol), expresados en pg/ml.



Para comprobar si lag diferencias encontradas entre los resul-

tados obtenidos de ambos grupos de animales se pﬁeden conside-

rar significativas, los hemos comparado mediante el cdélculo de

la t de Student, egrupdndolos en siete clases gucesivas, segin

el nimero de dias de tratamiento:

Diaz de T(pg/ml.) T(pg/ml.) .
trata- e
miente, (control) (50 pg/a)
_ n=5 =5 =21, 559
6-10 X+D.S. X * D.S. g.1. 8
92591649 1283 ¢+ 513 p< 0,001
n=5 n=5 t=26, 340
11~15% X +D.S. X *+ D.S. g.1.8 )
- 9037:643 1223+ 163 p< 0,001
n=5 n=5 t=12,853
16-20 XtD.S. X %+ D.S. g.1.8
810941188 1213+ 42 p< 0,001
n=5 =5 t=31,087
2125 X+D.S. X * D.S. g£.1.8
8872:546 1237+ 59 p 0,001
=5 =5 t=24,592
26-30 "X +D.8. X +0.5. | £.1.8
8742681 1233+ 4 p<0,001
n—:_S' n=_5_ t=15,95
31-35 X ¢ D.S. X t D.S. g.1.8
866411046 -1152 122 p< 0,001

De los anteriores detos se deduce que la disminucién de los ni

veles de testosterona en la sangre circulante de los animales

sometidos a tratamiento estrogénico es muy significativa.

Asimismo, hemos comparado la primera y la segunda clase entre

las que hemos establecido dentro del grupo de gnimeles tratados,

para comprobar si la @iferencia que existe entre ellos es sig

nificativa, obteniendc: t= 0,5560 para g.1.=8, lo que corres-
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ponde un valor de p<£ 0,20. Es decir, la diferencia entre ambos
subgrupos, que corresponden a los primeros y \dltimos dias del
tratamiento, respectivamente, no es significativa. Estc parece
querer decir que la sintesis de testosterona por el testiculo
estd inhibida desde los 6 a 10 primeros dias del tratamiento,

¥ que esta situacidén no se modifica en los dias sucesivos.



DI3SCUSION
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DISCUSION
I. HALLAZGOS EN EL GRUPO CONTROL

En los conocimientos que actualmente poseemos éél test{cﬁlq,
quedan todavie muchos puntos oscuros, tanto en lo que se re-
fiere a su morfologia, como en lo relativo & su organizacidén
Yy coordinagién de su funcionamiento.

En la segunda mitad de nuestro siglo se ha avanzado mucho en
la comprensién de la citoarquitectura del testiculo adaptada
a la realizacidn de las dos funciones, tento exocrina como -
endocrina, que estén encomendadas & esta gléndula. A ello —-
han contribuido aportaciones trascendentes como la descrip--
ciun de cada uno de sus tipos celulares, el reconocimiento -
de la exiétencia de relaciones establecidas entre ellos para
formar les distintas asociaciones celulares que caracterizan
cada una de las etapas del ciclo del epitelio seminffero, la
descripcidén de cada una de estas etapas y la comprensidn de

cémo estén coordinadas en la ola espermatogenética, con tiem
pos de duracidn fijos, que se cumplen con precisién matemdti
ca. La posterior aplicacidn de la microscopia electrénica al
estudio de 1la ultraestructura de sus componentes y los ele-—
gentes experimentos que se realizan: en los laboratorios de -
endocrinologia han establecido las bases fundamentales en: es
ta parcela de la ciencia. No obstante, quedan aiin muchos pun
tos controvertidos, o desconocidos casi en su totalidad. Asf
por ejemplo, le naturaleza y origen de los componentes celu-
lares de la ldmina propia, son tema todavia de controversia.

Por nuestra parte, estamos de acuerdo con los dltimos auto--
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res que han tratado el problema (Burgos y cols., 1.970,Dym
y Pawcett, 1,970, Clark, 1.976). En nuestras observaciones
aparecen como células con unse organizacidén epitelioide, —-
‘[apoyada sobre una membrana basal, e intimamente unidas‘en—-
tre si),y una morfologfe y comportamiento que recuerda & las
células musculares lissas {(membrana tachonada de vesicules
de micropinocitosis, citoplasma cargado de micrefilamentos
y capacidad contrdctil y de adaptacidén =21 contenido tubu—-
lar), por ello, juzgamos adecuado llamarles célulasmioides.

En cuanto a las células que componen la ldmina celular ex—
terna, estamos de scuerdo con Clark (1.976) y Neaves (1977)
en que se trata de células endoteliales que, junto con las
endoteliales de) intersticio, limitan un espacio linfético
peritudbular y no creemos, como Ross (1.967), Courot (1970)
y Burgoes y cols. (1.970), que sean células de naturaleza —

con juntiva,

Otro punto muy c¢oéntrovertido es el tipo de diferenciaciones
de membrana especimles que aparecen entre estas célulsas e—
piteliales y cudl es ou significado funcional exacto. La
observacidén de nuestras preparaciones de microscopia elec
trénica no deja lugar a dudas en lo que se refiere a la
existencia de diferenciaciones de unidn entre todos los ti
pos de cdélulas gérminales ¥y la células de Sertoli, en lo
que diferimos con lo indicado por Fawcett (1.975), de que
es preciso que las espermatogonias y espermatocitos perma
nezcan libres para poder emigrar z zonas mas superficiales
del epitelio a medida que meduran. Tempoco hemos observado

diferencias debidas a los diztintos grados evolutivos en
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gque se encuentre la célula germinal (como indica Russel,1977)
¥ las mismas diferenciaciones de membrana que encontramos en
tre las espermatogonias y las células de Sertoli, las obser-
"v mos también entre éstas y las espermdtidas, aunque estén

en fase de maduracién. No hemos encontrado pofftanto, témpo-
co, las diferencias que Br¥kelmen (1.963) y Burgos y cols. -
(1.970), indican que existen entre las espermdtidas tempra-

nas y las gue estdn en fase de maduracién.

En lo que se refiere a las diferenciaciones de las membranas
plasmdticas de células de Sertoli vecinas, los tres tipos que
describimos en nuestros resultados (zénules adherens, suce=-
sién de gdénuleas occludens y estrechomiento del espacio inter
celular conteniendo material electrodenso con haces de micro
filamentos y cisternas de R.E. adosadas, en los dos iiltimos
casos), los hemos encontrado ordenados de forma sucesiva, de
manera que da la impresién de que pudiera tratarse siempre

de series de zénulas occludens y nexus, que podrian presen-
tar una u otra imagen, dependiendo de lo cercanos gue estén
entre ellos: las zonas entre los puntos de contacto de ambas
membranas, cuando éstos estdn alejsdos, podrian parecer zé-
nulas adherens y aquellas regiones en donde los puntos de
contacto estan muy préximos entre si, podrian dar imagenes
como las observadas en donde el espacio intercelular se es-
trecha y ambas membranas aparecen rectas y paralelas. No obs
tante, para poder establecer este punto, tendriamos que hacer
un estudio mds exhaustivo, utilizando técnicas de criofrac~

tura y de choque osmético.
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De los dos tipos de diferenciaciones de membrana que obser
vemos en los contactos entre células germinales y células
de Sertoli, los que no son sémejantes. a desmosomas, tienen
la misma morfologia que la mitad de uno de los ccmplejos
de uniones especimles existentes entre las células de Ser-
toli. Es posible, que se trate de una zona de comunicacién
con capacidad para regular el intercambio metabélico.celu-
lar, gue ademds sirve de zona de anclaje permanente de la
célula germinal a la célula de Sertoli, durante todo su

proceso evolutive,

ASmismo, se conocen todavia de forma reiativamente super-
ficial la serie de transformaciones que tienen lugar duran
te el complicado proceso de la espermiogénesis. Se han deg
crito de forma bastante detallada, leos dlstintos aspectos
que presentan el grinulo y la veslcula acrosémica (hasta
llegar a formar el sistema acrosdémico y la posterior evolu
¢ién de éste con los distirtos estadios evolutivos de la
espermitida), la formacién del complejo axial y del resto
de las estructuras de la cola del futuro espermatozoide, la
elongacién de la ecpermétida, ls condensacitn de su micleo
¥ la eliminacién del citoplasma no necesario al espermato-
zoide., Sin embargo, guedan an muchos puntos por aclarar
relativos al mecanismo per el cudl se llevan a cabo todos
estos procesos y su regulacidn. Prueba de ello, es la des-
eripcién, relastivamenlie reciente, de los complejos tubulo-
bulbosoa gue aparecen en la espermdtida 19, a pesar de que

se observan con cierta facilidad.
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Se desconoce también, la naturaleza y significacién exactas
de estructuras tan llamativas como el cuerpo cromatoideo,el
manguito, las columnas segmentadas, la l4mina densa postnu-

clear, etc. .

Entre los diversos aspectos que desconocemos se encuentra,
por ejemplo, cudl es la sefial que determina el inicio de 1la
espermiogénesis, y la iniciacién por el complejo de Golgi

de la formacién de vesiculas que constituirén la vesicula
acrogémica. Es posible que las vesfculas con cubierta de mi
cropinocitosis, que hemos descerito localizadas en el seno del
aparato de Golgi,y que se ven también en las inmediaciones
de las zonas de contacto con la célula de Sertoli y asocia-
das a la vesicula acrosdémica y a vesiculas del R.E.L. y en
el interior de éstas, sean proteinas reguladoras, proceden-
tes de la célula de Sertoli, que determinen la iniciacién del

procesgo.,

Otra interpretacidn que podris darse a la existencia de es-
tas vesiculas con cubierta, es su posible relacién con la
actividad del cuerpo cromatoideo. Parvinen y Parvinen (1.979)
encuentran gque en las primeras etapas de la espermiogénesis
el cuerpo cromatoideo, en sus rdpidos desplazamientos a lo
largo de 1la membrana nuclear, efectia contactos con el apa-
rato de Golgi. Sin embargo, no hemos encontrado estas vesi-
culas con cubierta asocimdas de forma directa a esta estruc-

tura.

Otro punto no esclarecido y que no hemos visto tratado en
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la literatura consultada, es el mecanismo por el cudl la ve
sicula acrosémica se desliza sobre la superficie de la mém—
brana nuclear. Es posible que la estructura descrita en nuesg
tros resultados, 'como una serie de condensaciones electro-
densas y equidistantes, visibles en el borde inferior de la
cara interna de la vesicula acrosémica, esté implicada en es
te mecanismo, en combinacidén con la zona hendida de la mem-
brana nuclear enfrentada a ella y con el material que apare-
ce reforzando la cara interna de la membrana nuclear en la

regién subacrosémica.

En cuanto al material fibriler que hemos observadoe entre la
membrana de las espermdtidas en fase de maduracién y 1la pro-
longacién spical de la célula de Sertoli que las mantiene,

es posible que se trate de un material adhes?vo especializa-

do cuya misidén sea mantener la unién entre ambas.

En el citoplasma de esta prolongacidén sertoliana, que man-
tiene = las espermitidss en fase de maduracidén, se habia des
crito ls presencis de microfilamentos que le dan un aspecto
mds electrodense (Courot, 1.970). Hemos encontrado en nues-
tras preparaciones que este aspecto electrodenso se debe
también, en buena parte, a2 la existencia de microtibulos a
ese nivel, asociados a las cisternas de R.E.. Tanto los mi-
orotibulos como el AMPc y el Ca'® parecen estar implicados
en el control de la secreccién de proteinas. (Welshy cols.,

1.980).

Las cisternas de R.F, podrian estar implicadas en la regula-
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cién de los niveles de Ca*'t ,participando ambas estructuras
(microtdbulos y cisternas de R.E.) en el control de secrec-
cién de proteinas por la célula de Sertoli, para ser captadas
ﬁor la espermdtida.

Las cisternas de R.E. en la espermitida 19, se encuentran
intimamente relacionados con los complejos tiibulo-bulbares
que en ella aparecen (Olermont y cols., 1.980). Es posible
que el control de la liberacidén de protefnas por la célula de
Sertoli y la eliminacién de parte del citoplasme de la esper-
métida a través de los complejos tibulo-bulbares (Russell,
1.979-b) estén relacionados de alguna forma.

HALLAZGOS EN LOS GRUPOS DE ANIMALES SOMETIDOS A TRATAMIENTO

Moorey Price en 1,932 informaban ya de la supresidén de la es-
permatogénesis ocasionada por el tratamiento estrogénico, lo
que es8 confirmado posteriormente por varios autores (Matthews
y cols, 1.942, Jean 1.961, Kincl y cols. 1.963). Sin embargo
todos estos autores se limitan a constatar una disminucién del
peso y volumen testicular, junto con el didmetro del tidbulo -
seminifero, lé aparicién de células germinales en la luz de -
les tibulos, acimulo de lipidos y, 1o que segiin ellos, se tra
ta de una inhibicién de la espermatogénesis. Cuando el trata-
miento se efectia en animales recién nacidos, se detecta ade-
més un aumento en el porcentaje de criptorquideas (Jean, 1.961

Jean~-Faucher y cols. 1.976).

Lacy y Lofts (1.965), son los unicos que plentean la necesidad
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de establecer la secuencia de cambios que se producen hasta
llegar a esa situacidén termineal, y gue aplican por primern
vez la microscopfa electrénica al estudio de las alteracio-
nes producidas. Sin embargo, desde nuestro punto de vista,
no consiguen cumplir su objetivo, porque estos autores em-
piezan sus obgservaciones después de transcurrido un mes de
iniciado el tratamiento, cuando ya las lesiones producidas

han llegsdo a una situacidén que puede considerarse terminal.

También el trabajo de Lu y Steinberger (1.918) es de los po
cos que aplica la microscopia electrénica a2l estudio de las
alteraciones producidas por el tratamiento crénico con es-
trégenos, pero tampoco llegan a estasblecer cuil es le se-
cuencia en las mlterdciones producidas, ni cuales los prin
cipales tipos celulares afectades, puesto gque su material
rrocede de biopsiss efectuadas a pacientes sometidos a tra

tamiento estrogénico durante un afto o mds tiempo.

Con todo, el estudio gue efectlan Lacy y Lofts, es el mas -
completos gue hemos encontrado despuéds de una revisién exhaus
tiva de la bibliografia existente sobre el tema. Asi, son -
los primeros que establecen que existen diferentes gresdos -
de afectacidn en los tiibulos y que unos animales se afectan
mds que otros. También describen por primera vez la existen
cia de células germinales sncrmales con nicleos picnéticos
¥, sunque indican que en las células de Sertoli no se obser
va alteracién alguns, si observan que sus nicleos se encuen
tran desplazados de su localizacién habitual sobre la 1dmi-

na propin, hacia la luz del tdbulo, en algunas ocasiones.
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Al estudiar nuestras preparaciones encontramos cuatro altera

ciones que a simple vista llaman la atencién:

En el tibulo seminifero:

1. La presencia de células germinales degeneradas.

2. La descamacidén de las células més superficiales del epite
lio a 1la luz tubular.

3. Las alteraciones descritas en la ldmina propia.
¥, en el intersticios

4. La progresiva sustitucién de las células de Leydig por el

" nuevo tipo celular descrito.

Todos los autores consultados hablan en sus resultados de la
inhibicién‘de la espermatogénesis por el tratamiento estrogé
nico, incluso algunos de ellos (Lacy y Lofts, 1.965), hablan
de una mayor o menor sensibilidsd de cada uno de los tipos -
celulares. Por ello, en principio, centramos nuestra atencidn
en el estudio de las células germinales degeneradas, con el
fin de establecer si esta alteracién era selectiva, afectan
do a uno o varios tipos celulares de forma especifica. Sin
embargo, hemos encontrado que, cualquiera de las células de
la linea germinal, pueden observarse con mayor 0 menor gra-
do de alteracidn, llegando hasta la necrosis y posterior 1i
sis del resto celular, lo que deja un espacio vacfo en el -

‘seno del epitelio. No hemos efectuado, sin embargo, un estu
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dio cuantitativo y no podemos decir, por tanto, con certeza
si efectivamente existe una mayor sensibilidad por partaﬂdé
determinados tipos celulares. No obstante, pensamos que el
que se sefiale como mds afectados a los espermatocitos paqui
ténicos, se debe a la mayor facilidad existente para detec-
tar estas células, per su mayor temafio y a la mayor frecuen
cia con la que aparecen, puesto que se encuentran en todas
las etapas del cicle del epitelio seminifero, con excepcidn
de las XII y XIII.

Intentamo§ también establecer si la afectacién de wno u -
otro tipo celular dependia de la fase evolutiva en gque se -
encontrara en el momento de iniciarse el tratsmiento, calcu
lando cudl seria ésta, puesto que conocemos los tiempos de

duracidén de cada uno de 1os pasos del proceso espermatogené
tico, y tempoco hemos encontrado ninguna correlacidén en es—

te sentido.

El estudio del proceso de descamacién de las células del -~
epitelio, nos ha propourcionado mds datos que nos ayuden a -

cumplir nuestros objetivos.

Hemos tenido en cuenta que el testiculo es una gléndula ci-
tégena de naturaleza holocrina, especinligada en la libers-
cién de espermatozoides, y que la unidad funcional princi--
palmente implicada en este proceso, e) tibulo seminifero, -
estd constituida por un epitelio estratificado en el que las
células mads superficiales que se “descaman”, no son célulses

mds o menos degenerndas —como suele ocurrir en otros epite-
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lios estratificados-, sino células miy activas y altamente
especinlizadas, y su liberacidn no constituye una auténtice
descamacién, sino un proceso en el que probablemente la cé-
lula de Sertoli participa de forma activa (Russell, 1.979-am).
Por ello, pensamos que la liberacién de células germinales
inmaduras a la luz necesariamente tenfa que deberse a la -
afectacién de las células de Sertoli, a pesar de que todos
los autores las han sefialado hasta shora como las células -
mids resistentes del epitelio seminifero (Lu y Steinberger,
1.978 y Libbus y Schuetz, 1.980). Tenemos ademds que tener
en cuenta que en los animales del grupo control hemos podi-
do constatar la existencia de diferenciaciones de unién en-
tre las membranas de todas las células de la linea germinal

¥ las células de Sertoli.

Efectivemente, el hecho de que las células germinales dege-
neren, no determina su liberacidn a la luz del tibulo, sino
gue normalmente, quedan en el seno de las prolongacioqes la
terales de las células de Sertoli, en cuyo citoplasma se ad
vierte un sumento de las vesiculas lisosomiales. Su necro--
sis y lisis posterior deja un espacio vacio que otras célu-~
las tenderdn a ocupar a continuacién, restaurando la solucidn
de continuidad que se habia producido. Sin embargo, la mayo
ria de las células gque encontramos en la luz tubular, no -
p- esentardn signo alguno de degeneracién, y, como hemos vig
to, pertenecen siempre a la misma asociamcién celular, lo -
que es indicativo de gue se han liberado s la luz al mismo
tiempo. Ross (1.974), estudiando cortes longitudinales de -
tibulos seminiferos de animales a los que se habia ligado -

L)
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el conducto deferente, describe la organizacién columnar -
de las células del epitelio seminifero alrededor de cada -
une de las células de Sertoli. Esto nos hizo pensar que la
retraccién de las prolongaciones apicales de las células de
Sertoli, podrfan justificar esta cafda masiva a la luz de -
asociaciones celulares casi completas, en las gue suelen -
faltar las células de posiciones mds basales, que quedan en
la pared tubular. Ia tendencia a restablecer los contactos
entre las células gque quedan produce una grsn desorganizé~~
cién del perfzcto orden con que normalmente se encuentran,
apareciendo, ademds, entre sus membranas, diferencimciones
de unién stipicas, cuya natuvraleza no hemos podido llegar s
establecer de forma precisa con las técnicas utilizadas, y
que se ven como si grandes superficies de la cara externa

de laz membrnnas se fusionaran entre si.

Esta descamacién celular es la responsable de la disminucién
del peso y volumen testiculsr y del didmetro de los tiubulos.
Las células mioides de la 1ldmina propia se contraen, para -~
adoptar su superficie al nuevo'contenido celular y, como con
secuencia de ello, las células endoteliales se solapan en—-—
tre si y lan membranas basales situadas entre smbas limines
celulares se ondulan. Todo ello ez lo gque determinn el "en-
grosamiento” de la l4mina propia que otros autores se hen -
limitado a poner de msnifiesio (Lynch y Scott, 1.951, Maqueo
y Kinel, 1.964, Lacy y Lofts, 1.965, Lu y Steinberger, 1.978,
Rodrignez Rigau, 1.977 y Libbus y Schuetz, 1.979), si bien,
en realidad, no exisbte un aumento en la cantidad de tejido

conectivo. Aunque debhido a que en las piezas preparadas pa-



73

ra el estudio con microscopia electrénica elimindbamos la ti
nica albuginea para mejor. difusidn del liquido fijador, y, -
por tanto no hemos podido proceder a su estudio, las imdgenes
de microscopia 6ptica y el aspecto macroscépico que presenta
ba la gléndula, parecen indicar que ésta también reacciona -
adaptdndose a su contenido, aungue éste, no quede tan empa--

quetado como estaba en los animales del grupo control.

La disminucidén del peso testicular empieza a ser significati
va a partir de los diez dias de tratamiento, lo que coincide
con el momento en que las imdgenes nos ponen de manifiesto -
que la alteracidn es patente. E1 descenso méds brusco se pro
duce entre los once y los quince y los 16 y los 20 dias, que,
es cuando la descamacién se produce de forma més masiva. Deg
pﬁés parece que la disminucidén de ios pesos tiende a estabi-
lizarse, dado gque casi todos los tdbulos hen sido afectados

por la descamacién, y las células que se eliminan por el epi

didimo son ya escasas.

Cuando la afectacidén del tdbulo se estd iniciando, las tinicas
mlteraciones perceptibles son la existencia de alguna célula
germinal degenerada y/o desplazada de su localizacién habi--
tual. Este desplazamiento, sélo puede jJjustificarse por el -
desprendimiento de la célula germinal de su anclaje a la cé-

lula de Sertoli, posiblemente por estar &ste alterada,.

Aungue se descaman las células mds superficiamles del epitelio,

por las células basales que quedan se puede seguir reconocien
[ ]
do la etapa celular a que pertenecen. Las espermatogonias y
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sgpermatocitos siguen entrando en mitosis en las etapas en
que corresponde, lo que quiere decir que la iniciacién del
proceso espermatogendtico es independiente de substancias -
cuys liberacidn o sintesis dependa de las células germinales
méds naduras, puesto que éstas faltan en estos tdbuloé, lo -
que, desde nuestro punto de viasta, despeja la incégnits exig
tente respecto a si la inieiacidén de la espermatogénesis de
rende de las Wltimas etapas del ciclo del epitelio seminife
ro, como han propuesto algunos autores.' Egto concuerda -~
con el hecho de que, antes de 1la pubertad, aunque no se pro-
duzcen espermatozoidng, existen las asociaciones celulares
caracteristices de cada etapa, aunque falten las células -

més supcrficiales del epitelio.(Courot, 1970).

En les tdbvlos muy afectados pueden, incluso, llegar a des-
camarse las célulag de Sertoli, cuya cantidad disminuye no-
tablemente, lo gue estd también en contra de la propugnada

resistencias de ¢stas células.

Efectivamente, la morfologia que presentan las células de -
Sertoli en los \Wltimos dime del tratamiento ponen de moni--~
fiento su efectacidn. La morfologia celular cambin notable-
mente; no presenta prolongaciones laterales ni apicales y -
su forms. se redondea. Por tanto, las relsciones que mantiene
con las células germinales que se conservan, cambian total-
mente; las célulass germinales ya no quedsn alojadas en el -
seno de las excavaciones del citoplasma sertoliano, protegi
das por sus prolongaciones, puesio que éstes no existen. -

También las diferencisciones de su membrena estdn muy elte-
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rodas: las cstrmcturas que caracterizan la morf :logis de Ja bg
rrera hemato-testicular, quedan muy reducidas y no s¢ observen
los complejos de unién asimétrica o "hemicomplejos de unidn”

que se vefan en el citoplasma sertelisno, en lag zonas de con-

tacﬁo con los distintos tipos de célulag germinales. (Sin em-
bargo, cuando el epitelio ha podido readaptarse 2 eus nuevss

condicionesg, sparecen diferenciaciones de unidén gque cubhren ca-

81 toda 1a superficie de las membrenas). El citoplasmn sertnlia
no carece casi totalmente de orgenelas. Los microfilamentos y
microtﬁbulos, qué son asbundantes en condiciones nownirnies, no
son visibles ni en el citoplasma, ni formendo parte ¢éeo los com
plejos de unién especinles gque aonstituyen la barrers hemato-

testicular, cuundo se enfrentan a otra célula de Serbtoli veci-

|
s
E

na, o0 a la zona de enclaje a la que se adosan las céluless gex -

) minales.

Por nuestras observaciones, estamos de acuerdo con Rosz {1376),
en gquce estos "hemicomplejos de unién easpecirlizadoz", que en-
contramcs enn el citoplasma sertolisno suhyneente a ls vegidn
de 1la membrana especializada en contesctor con las esperméti-
dag tipo 1, ln van g acompafiar durante tona 1o esgermiogénesis,
siendo responsables de la orientncidn de la regidén acrosémica
de la espermédtida y sirviendo de "vehfculo de transporte” de
ésta, primero hacia las regiones basales del epitelic (hasta
las etapas XIIT y XIV) y, posteriormente, de éstas hacia la
luz, hasta su reabsorcién para 1ls liberacidn del espermatozoi

de.

En el egstudio efectunde del material procedente de los snima-



176

nles del grupo control, hemos observado qué estos "hemicomplejos
de unidén especializados" acompaflan a las célules germinsles deg
de sus primeros estadios evolutivos, apareciendo asociados a
las espermatogonias. Puesto que formasndo parte de ellos apare-
cen haces de microfilamentos y cisternas de reticulo endoplds-
mico que corren paralelas'a la membrana, pensamos que es muy
pfobéble que esté estructura participe en la organizacidén de

la morfologia del citoplasma sertoliano que se relaciona con
las células germinales, formando los microfilamentos parte del
citoesqueleto. Asimismo, esta estructura da la impresién de ser
la responsable de la translocacidén de las células de la linea
germinal a las diferentes posiciones que van ocupando en el
epitelio seminifero, segiin sea su grado de desarrollo. Ademés,
podrian intervenir también en la regulacién del intercambio me

/

tabélico entre ambos tipos celulares.,

Las funcionesg que se les atribuye a los microfilamentos en la
literatura (formacién de la barrera hemato-testicular -Neaves,
1977~, translocacién de las células germinales -Ross, 1976-,
participacién en los fendémenos de secrecidén de proteinas -Welsh
y cols.,, 1980~ y contribucién al mantenimiento de 1la forma ce~
lular) y las imdgenes observadas, nos sugieren que los microfi
lamentos del citoplasma sertolisno podrian regular el flujo ci
toplasmdtico, acoplado al ciclo del epitelio seminifero; cuan-
do en la etapa VIII, después de la espermiacidén, la prolonga-
cién apical de la célula de Sertoli, que hasta este momento ha
bia sostenido a la espermdtida, entra en regresién, y el cito-
plasma contenido en elle se desplaza a localizaciones mds basa
les. Seguramente, este reajuste del citoplasma y contorno de

. 1la célula de Sertoli, se coordina con el que ocurre en la misma
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células en zonas mds basales, que slejan & las espermitidas 8 de
esta fase, coincidiendo con la reorientacidén del polo acrosémi-
co del nidcleo. En resumen, se trata de un desplezamiento cdel ci
toplasma de las células de Sertoli de zonas apicales » regiones
mis basales, donde va a ser necesaric en la etapa siguicnte (emi
8ién de prolongaciones laterales , en forma de ldmina, que se
interponen entre la ldmina propia y el espermatecito, para pro

mover el paso de éste a través de 1a barvera hemato-testicular).

En las células de Sertoli, alteradas por el tratamiento estrogé-
nico, el sistema de microfilamentos entra en regresidn, hasta
llegar a desaparecer, y éste podria ser el motivo de que las pro
longeciones apicales de las células de Sertoli regresaran, libe-
réndose asi los elementos mds superficiales del epitelio, gue és
tas alojan. Fallarxrfia ademds el flujo del citoplasma sertolisno
de unas regiones a otreas, y la formacién de prolongnciones late-
rales y, de esta forma, la descamacién irfa afectando 2z células
germinales qgue ocupan posiciones mAs basales. Debido a 2110, no
se formaria la prolongacidn sertoliana gue, en la etapo IX, se
introduce entre 1a 14mina propia y los espermatocitos leptoténi-
cos, "empujéndoles"™ en su paso a través de la barrera hemate-tes
ticular, lo que podria explicar la localizscién de espermatoci-
tos paguiténicos en el compartimento basal, por debajo de la ba-
rrera, el desplazamiento de la céluls de Sertoli de su loecaliza-
¢idén habitual hacia 1a luz del tdbulo y la pérdida de su forma

ramificada, para convertirse en una célula redondeada.

Otro mecanismo que puede contribuir sl desplazemiento de la célu
"la de Sertoli puede ser, también, como ya indicdbamns, 1la ocupa-

cién de los espacios dejados por células degeneradas o descama-
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das y el comportamiento de la lémina propia.

También es posible que el cambio morfolégico que, en condicio-
nes normales, experimenta la célula de Sertoli en laz etapa VIII,
esté mediatizado por los picrofilamentos. La regresif6n de és-
tos podria entorpecer 1la vuelta del micleo a su localizacién
habitual, contribuyendo, de esta forma, a que las células de
Sertoli lleguen incluso a ocupar posiciones superficiales del

epitelio, y a degsprenderse a la luz del tibulo.

Los resultados de Chevalier y Dufaure, 1981, concuerdan con la
primers hipétesis propuesta. Estos autores encuentran que la
forma de las células de Sertolil depende de la organizacién de
sus microfilamentos que, a su vez, es dependiente del flujo

de Ca**, en cuya regulacién estd implicado el equilibrio entre
la testosterona y la PFPSH, mientras que la IH no parece tener
efecto alguno. Ld testosterona inducirfa una liberacién de Ca'',
con la consiguiente organizacién de los filamentos de actina.
Esto explicaria, posiblemente, el hecho de que las cisternas
de reticulo endopldsmico se encuentren asociadas siempre a los

haces de microfilamentos.

Con el descenso de testosterona debido al tratamiento estrogé-
nico, se produce una desorganizacién de los filamentos de acti
na, dejando de observarse éstos y las cisternas de reticulo en

dopldsmico que los acompaiia.

Los cambios en el flujo del Ca' estdn siempre ligados al flujo
- de otros iones divalentes y, en particular, al Mg'', que se sa

be egtd implicado en la actividad ATPasa.
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Los resultados de Chevalier (1978 y 1979), ponen de manifiesto
ia inhibicién del citoesqueleto de las células de Sertoli, de—
gencadenada por la hipofisectomia. Dado que es la precencia de
¥FSH 1la gue implica la desorganizacién de los microfilamentos,

y gue la LH no parece influir (Chevalier y Dufsure, 1981), te-
nemos que pensar que esta desorgenizacidén se debe al descenso
de los niveles de testosterons, como consecuencia de la hipofi
sectoﬁia. Igual ocurrirf{s en nuestro caso. Aungque logs niveles
de gonadotropinas estarian inhibidos por el tratemiento estro-
génico, el que la IH no tenga influencia, pareece guerer decir
que este efecto se debe o una sccidn direcia de los estirédgenos
sobre el testfculo, y mds concretamente sobre 1z zintesis de
testosterona por éste. La célula de Leydig, bajo la accidn del
tratamiento estrogénico, se transforma en une célula indiferen
ciada, de nspecto mesenguimatoso, en cuyo citoy lasma no pueden
observarse ni mitocondrias ni reticulo endopldsmico liso, lo
gue quiere decir que no existe sintesis de testostercns. (Obser
vado también por Zirkin y cols., 1980).

Jesn-Faucher y cols. (1976), tras someter a ratas macho 2 tra-
tamiento estrogénico, encuentran también una disminucidn en los
niveles de testosterona, indicando gue ésta prohablemente se
deba a la alteracién de las células de Leydig, d=ado que la LU
plasmdtica se mantiene dentro de los }imites normnles. Por otra
parte, los efcctos sobre el testiculo de agentes desorgsnizado
res del citoesqueleto, son muy similares a los obtenidos por

nosotros con el tratamiento estrogénico.

" Estos datos estarlian de acuerdo con los que existen s fzvor de

que los estrégenos actian en el test{culo por un mecanismo de
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accién directa (existencia de receptores especificos para el es
tradiol en la célula de Leydig —~Stumpf, 1969; Brinkman y cols.,
1972 y de Boer y cols., 1976-, inhibicién de las enzimas impli-
cadas en la esteroidogénesis -Goslar y cols., 1966; Baust y cols.
1967; Kaur y Mangat, 1980-, inhibicién de la sintesis de éstas
-Hsueh y cols., 1978 y Kalla y cols., 1980-).

Como hemos indicado, no se observan microfilamentos ni cister-
nas de reticulo endopldsmico asociadas a las uniones entre las
células de Sertoli. No hemos comprobado si la barrera hemato-
testicular estd alterada desde el punto de vista funcional, pe
ro su aspecto es muy diferente al que preéenta en los animales
del grupo 6ontr01. Este hecho contrasta con los hallazgos de
Vitale (1973), que encuentra un retraso en la aparicién de la
barrera en animales nacidos de madres tratadas con estrégenos
durante la gestacién, peroc que no observa alteracién alguna en
su morfologia. Es posible que en estos animales pueda producir
se una recuperacién de las células de Leydig, revirtiendo asi

sug alteraciones.

La aparicién del satélite nucleolar podemos interpretarlo, jun
to con la disminucién de la presencia de orgénulos citopléémi-
cos, como un signo de regresién de la célula de Sertoli a esta
dlos mds inmaduros o de inhibicidén de la actividad celular. Es
to justificarfa los resultados de Libbus y Schuetz (1979), que
encuentran que las células de Sertoli de ratas inmaduras, des~
pués de la administracién prolongada de benzoato de estradiol,

conservan su capacidgd de entrar en la fase S del ciclo celu-

" lar durante mds tiempé que los animales del grupo control.
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La capacidad fagoc{tica de la célula de Sertoli queda claramen-
te establecida en las condiciones de nuestro modelo experimental
en 1o que coincidimos con otros uatores. (Clegg y Mc Millan,

1965 y Carr y cols., 1968).

También el aumento de células germinales degeneré&as podria jus
tificarse por la afectacidén de las células de Sertoli, ya que
actia como intermediaria en su metabolismo, y su localizaciédn
proyectdndose desde la base hasta 1a luz del tibulo, hace gue
las células superficiales no presenten signos de dbgeneracién.

como ocurre en otros epitelios estratificedos.

No obstante, como ya hemos indicado, no hemecs encontrado que eg
ta degeneracién se produzca de forma selectiva, ya que afecta a
todes las células de la linea germinal. Lc que si es probable
es que determinedos tipos celulares sean mds sensibles, 1o que
no hemos comprobado, puesto que no hemos aplicado un método de

estudio cuantitativo.

Algunas amlteraciones, como, pbr ejemplo, la aparicién de espermd
tides binucleadas, sf podrian ser privativas de este tipe celu-
lar, dado que no hemos visto espermatogoniaos o espexrmatocitos
binucleados., La ausencia de citocinesis, quizds pueda explicar-
se por la desorganizacién de los microtidbulos y microfilamenteos,

1o que estaria de acuerdo con los hallazgos de Russell ycals1g8L

La mayoria de los autores (Moore y Price, 1932, Matthews y cols.
1942, Lynch, 1952, Kincl y cols., 1963, Jean, 1961, Lacy ¥ Lofts,
1965, Rodriguez Rigau, 1977 y Libbus y Schuetz, 1980), hablan de
inhibicién de la espermatogénesis por el tratamiento zstrogénico.
Aungue no es ponen de acuerdo respecto al punto en que ésta se
produce, en general, coinciden en que la espermatogénesis no evo

luciona mds alld de la espermdtida 8.
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Los resultados obtenidos en huestro estudio indican que no exig .

te tal inhibicién, si como tal entendemos la parada del proceso
egpermatogenético en un punto concreto. Si egsta parada o retra-
so tuviera lugar, no se conservarisn las distintas asoclaciones
celulares y encontrarfiamos las células afectadas en etapas.poaf
teriores a la que les correspondiese, Sin embargo, no hemos po-
dido constatar este hecho, y si, Unicamente, la descamacién méds
o menos masiva, de células que no presentan signo alguno de de-
generacién, lo gue encaja con nuestra hipdétesis de que la célu-
la principalmente afectada es la célula de Sertoli. Debido a 1la
desorganizacién de los microfilamentos de actina, las prolonga-
ciones citoplasmdticas de la célula de Sertoli entran en regre-
8ién, o no llegan a formarse, adquiriendo la célula formas re~

dondgadas. por lo cual son incapaces de sostener a las células

de la linea germinal, y éstas se descaman a la luz del tiubulo.

Debido a que les células que primero se descaman son las méds su
perficiales del epitelio, al estar las espermdtidas de ios ti-
pos 1 a 8 protegidas por una linea celular de espermitidas mds
maduras que ellas, son éstas las primeras que se descaman, dan-
do la impresién de que la espermatogénesis estd inhibida a par-
tir de la espermdtida 8. Sin embargo, como gueda recogido en
nuestros resultados, tras un estudio mds minucioso, en tibulos
ya muy degeneradoé, es posible ver todavia espermitidas 13 6 14,
debido a que éstas ocupan posiciones basales.

El.que el nimero de células germinales maduras se vea disminui-
do con relacién al que cabria esperar, se debe a que se han deg

- camado las células que deberfian acompafiarlas, o sus progenito-
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ras. De ahi, el que el numero de espermdtidas esté muy dismi-

nuido,

Libbus y Schuetz (1980), utilizando téenicas de marcaje con ti
midina tritisda, indican que en los animzles sometidos a trats
miento estrogénico hay una disminucién en la incorporacidén de

% timidina, con relacién sl grupo control, lo que atribuyen a la

g inhibicién de las mitosis. Por nuestra parte, pensamos gue las
; mitosis no estdn, en general, inhibidas, pungue pueda enconlrar
v se cierto porcentaje de alteraciones en ellas, lLo gue si ocurre
es que las células gque deberian entrar cn witosis, no lo hacen
porque se han descamado, hecho que estos éubores no tienen en

cuenta,

1,08 mismos autores informan que estas alieraciones se previe-
nen por el tratamiento simulténeo con gonadotropinas, lo gue
puede encajar con nuestrs hipdétesis, dado que Ja LH estimula-
ria la célula de Leydig, antagonizande la inhibicidén de los ecg
trégenos, con lo cual se restablecerian los niveles normales

de testosterons.

Siempre gque la espermatogénesis no se completa, los lipidos
se acumulan en grandes canti&ades (Lynch y Scott, 1951, Lacy
y Lofts, 1961 y 1965 y Chung y Hamilton, 1575%). Lacy y ILofts,
1961, encuentran que en el caso de radiacién del testiculo o
de tratamicnto estrogénico, loa 1li{pidos que se acumulan dan
positivo el test para la progesterona o sus metabolitos y con
cluyen que la célula de Sertoli debe elaborar alguna hormona

esteroidea gue, normalmente, se utilizn durante la espermato-~
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génesis. Esta hormona esteroides podrfia ser el estradiol, cuya‘
sintesis,algunos autores, localizan en la célula de Sertoli (CfF.
peg. 11y sgtes.). La misién del estradiol serfia mctuar sobre
la célula de Leydig, inhibiendo la biosintesis de testosterona.
R

Boitani y Ritzén (1981), establecen que los estrégenos testicu
lares disminuyen en las etapas VII y VIII del ciclo, como, con-
secuencia de la inhibicién de su sintesis por un factor termo-
rresistente, de tamafio molecular elevado, que inhibe la activi.
dad aromatasa en la célula de Sertoli, Este factor inhibidor
de la sin%esis de estrégenos pod;ia pasar a la célula de Serto
1i con el cuerpo residual, o a través de los complejos ttéibulo-
bulbares de la espermdtida 19. La célula de Sertoli dejaria en
tonces de sintetizar estrégenos y éstos de inhibir la sintesis

de testosterona por la célula de Leydig.

Asi pues, la iniciacién de las mitosis por las espermatogoniss
¥ las primeras etapas de la espermatogénesis parecen ser inde-
rendientes de la consecucién del proceso espermatogenético.Sin
embargo, a partir de determinado momento, si que la evolucién
del proceso parece depender de las Wltimas etapas., Es posible
que esa dependencia comience a partir del momenio en que la
testosterona es necesaria para la reorganizacién del citoesque
leto de 1la célula de Sertoli. La inhibicién de la espermatogé-
negis que se produjera, en todo caso, desde nuestro punto de
vista, no seria directamente sobre un paso concreto del desarro
110 de las células germinales, cuyos cambios morfolégicos deben
venir determinados, casi totalmenté, de forma genética. Sin em
* bargo, es probable gue necesiten de la concurrencia de slgin

factor ambiental que las proporcione su alojamiento er el seno



de la cdlula de Sertoli. Asf, por ejemplo, hemos encontrado en
nuestro trabajo, con relativa frecuencia, espermétidas 18 dege
neradas, cercanas s la base, en el seno del citoplesma serto--
liano. Es posible que ello se daba a la falta de organizacién
de los microfilamentos que deben constituir el c{toesqueleto

de la prolongacién ap%cal encargada de transgportar a la esper-
mitida desde las posiciones basales que ocupa, hasta la luz del

tibulo.

Ja irhibicidén de la testosterona parece producirse con lasz pri
meras dosis del tratamiento. Las alteraciones morfoldgicas em~
pieczan también a observarse a partir de los 4 6 5 primeros dias,
E: lo que quiere decir que la falta de testosterona repercute de
forma inmediata sobre la célula de Sertoli. Sin embargo, no to
i das las célules de Sertoli se afectan al mismc tiempo y, en al

gunos titbulos, las lesiones empiezen n apreciarse de forma muy

tardia, sin que hayamos podido dilucidar la causa de este hecho. .

Es posible que los nivelea de testosterona necesarios para la
erganizacidén de los microfilamentos estén dentro 5e uwnos limi-
tes relativamente amplios y, aunque la produccion de testoste
rona por el testiculo esté inhibida, en general, al ser progre
siva la afectacién de las células de Leydig, los tubulos que
se encontraran cercanos a células de Leydig mejor conservadas
dispondrian de mayor cantidad de testosterona. FEl que la afec-—
tacién de las células de Leydig no sea uniforme podria deberse

a su posicidén con respecto a los cazpilares.

- No hemos centrado nuestro estudio en las células de lLeydig, pe
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ro nuestra suposicién concuerda con los resultados de Cunningham
y Huckins (1979), quienes indican que el mantenimiento de la es
permatogénesis completa en la rata adulta, no depende de nive-

1.s altos de testosterona intratesticular.

La aparicién de grandes aclimulos de lipidos es mds tardfa. Es
posible gue estos 1li{pidos que se acumulan sean esteroides pre-
cursores del estradiol. Las dosis de benzoato de estradiol in-
yectadas son suficientes para producir la inhibicién de las go-
nadétropinas (Grotjan y Steinberger, 1978, van der Molen y cols,.
1981). Si, como parece por las \ltimas investigaciones resliza-
das (Means, 1977 y Steinberger y Steinberger, 1977), la PFSH es-
timula la sintesis de estrégenos por la célula de Sertoli, - hag
ta _.que 1la produccién de ésta no ha sido inhibida por el ben-
zoato de estradiol ex6geno, no se producird la frenacién del pa
50 en que intervenga y, mientras que esta situacidn de sintesis
de estrdgenos inhibida no se prolongue durante cierto tiempo,
el acimulo de los esteroides precursores no serd suficiente pa-

ra que podamos observarlos.

Por supuesto, con las dosis utilizadas en nuestro experimento
las gonadotropinas necesariamente tienen que estar inhibidas, y
la disminucidén de testosterona, en este caso, mds que a los es-
trégenos, puede deberse a la falta de LH que estimule s la célu
la de Leydig. No obsténte. en condiciones fisioldgicas, aunque
los niveles plasmdticos de estrégenos en sangre sean diez veces
guperiores a los normales, las concentraciones de LH y FSH no
se ven alteradas (van der Molen y cols., 1981). Iuego, en condi
.ciones fisiolégicas, no parecen ser capaces de ejercer su efec-
to inhibidor,
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Ademds, parece 1légico pensar que, dado que la contribucién del
estradiol testicular a la cantidad total de eslreadiol circulen
te en los machos, es pequefia (5-25%), el estradiol testicular
debe jugar un papel minimo en las acciones periféricas de est=z
hormona, tales como la regulacidén de gonadotropinas, por lo que
pensamos que los estrbgenos testiculares deben tener uns fun-
cién concreta a realizar en la propia gldndule, sctusndo por

un mecanismo de accidn directa.

Johnsen (1970), estudiando varios pacientecs que pndecfsn sin-
dromes de del Castillo o de Klinefelter, observs que cuanto ma
yor es el nmimero de espermatozoides que aﬁarecen en los tibiue-
los, menores son los niveles de gonadotropinas. Sin embargo,
los niveles de estrégenos testiculares en estas etanpas (etapas
VITI y VIII del ciclo, en que las espermdtidas 19 estdn o punto
de liberarse como espermstozoides) aloanzan los niveles méds ba
jos, luego no parcce que sean ellos los responssbles de ejer—
cer un ferd--back negativo sobre las gonzdolropinas. Es posible,
sin embargo, que la inhibina y/o la testosterons sean las res—
ponsables directas de ejercer un control de retroalimentacidn

negativa sobre las hormonus hipofisariasz.

El que las dosis de estrégenos utilizados en nuestro experimen
to sean suficientes para inhibir las gonadovtropinas. supone
que creamos una situacién similar a la producidz per la hipo-
fisectomia, lo que nos obliga a comparar nuestros resultados
con los obtenidos por otros autores a partir de animales hipo-

fisectcmizados.

Las imdgencs histolégicas obtenidas del testiculo de estos ani

.
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males son muy parecidas a los por nosotros observados (Courot,
1970, Russell y Clermont, 1977, Kaur y Mangat, 1977 a y b, Ailimul
ler y Schiller, 1978, Chevalier, 1979, Courtens y Courot, 1980
y.Russell ¥y cols., 1981). Sin embargo, Russell y Clermont, 1977
y Russell y cols., 1981, establecen una especifi%idad.en las.
degeneraciones producidas en las células germinales, fijando

las etapas I, VII, XI, XII, XIII y XIV, como las mds sensibles

a la degeneracién, sin que puedan explicar la razén de ello,
indicando que podria atribuirse a la célula de Sertoli y sus
diferentes estados funcionales, dependientes de las distintas

etapas del ciclo.

Igualmente, en los animales hipofisectomizados, se conserva la
duracién del ciclo, asi como la de cada una de las etapas (Cler

mont y Harvey, 1965).

Courot, 1967, comprueba la disminucién del mimero de células
de Sertoli como consecuencia de la hipofisectomia, lo que se
evita tratando con LH. Es de suponer que la disminucién del ni
mero de células de Sertoli se deba a su descamacidén, sunque el
autor no lo indica, y que el tratamiento con LH estimule la
produccién de testosterona que reorganizeria los microfilamen-
tos de la célula de Sertoli, haciendo que reviertan sus sltera

ciones.

Tamhién las imdgenes del testiculo de animales en los que se
ha practicado enucleacién ocular, son similares a las nuestras

(Gravis, 1978), lo que podria estar relacionado con la funcién

- de control gonadal que ejerce la gléndula pineal.



189

-

También la diets deficiente en vitaminn A produce en el testi--
culo alteraciones similares sl tratamiento estrogénico (Mitra-
nond y cols. 1979), lo que podrfa deberse a la influencia de

la vitamina A en la polimerizacién de 1z actina.

Otras situaciones que, segin se ha descrito, presentan imédgenes
similares, es la de los testiculos de arimales criptorguidicos

(Moore, 1924, Clegg, 1963 a y b, 3alle y cols., 1968. Chevalier,

R RYTRAG RN NG . T e

1978). Fn estos animales, mientras gue les niveles de testoste

rona plasmdtica estdn muy por debnjo de los normnles (Guplo y
cols., 1975), los de estrégenos apareccn elevados (Medina y
cols., 1980, Damber y Bergh, 1980 y Nonn y Lutwak-Mann, 1981).

25 e acuerdo con nucstros resultados.
Lo que estd d erd vestros resultad

Otras patologias que parccen cursar con elevacidén de los nive-
les de estrégenos e imdgenes histolégicrs del testiculo seme-
jantes a los obtenidos cn nuestro trabsjo, y gque convendria cs
tudiar con detalle a 1a 1wz de nuestros resultedos, son el sin
drome de Del Castillo, el de Klincfelter y diversos sindromewu

de feminizacidén testiculer.
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58.

Se describe la existencia de un material fibrilar entre la
espermdtide madura y la célula de Sertoli, que podria cong
tituir la base morfolégica de uno de los mecéhismos de.an~
claje que mantiene al espermatozoide antes de ger liberado.
En la cara interna del borde caudsl del acrosoma se observa
un refuerzo de material electrodenso, constituido por va-
rias bandas equidistantes.y que no parece modificarse por
el tratamiento estrogénico. Esta estructura pedriz estar
relacionada con el dispositivo responsable del deslizamien

to del acrosoma sobre el miclev de la espermitida.

La disminucién progresiva del velumen y peso testiculares
de 1a rata macho adulte por el tratamiento con benzoato de
estradiol, se hace muy significativa entre los 11 y 15 dias
del tratamiento (59% del peso del grupo control). Entre

los 16 y 20 dfas el peso queda reducido al 40% y entre los
21 y 25, al 28%, tendiendo después a estabilizarse.

Esta disminucién de los pesos testiculares es independiente
de que la dosis utilizads de benzoato de estradiol sea gde

50 o 250 mg/d.

Paralelamente a la disminucién del volvmen y pesos testicu-
lares, el tratamiento crénico con tenzoato de estradiol,
produce en la rata adulta una disminucién progresivs del

didmetro de los tidbulos seminiferos.
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Los dfas en que es mds brusca la disminucién del volumen y
pesos testiculares y del didmetro del tibulo seminifero
(dfas 11 a 25), coinciden con agquellos en que las imdgenes

histolégicas muestran una descamacién masiva del epitelio,

La disminucién de la testosterona plasmdtica por el trata-
miento estrogénico es significativa (52 dia) antes de que
lo sea la disminucién del peso testicular, o las imégenes
histolégicas muestren una descamacién apreciable del epite
lio seminifero. Dicha disminucién de los niveles de testos
terona se mantiene constente durante todo el tiempo que du

ra el tratamiento.

El aumento de espesor de la lémina propia del tibulo semi-
nifero producido por el tratamiento estrogénico, se debe a
la gran capacidad contrdctil de sus células mioides.

El gran sumento del nimero de células degeneradas ae la 11
nea germinal, en el testfculo sometido a tratamiento estro
génico, es, en base a nuestros datos morfolégicos, total-
mente inespecifica, apareciendo afectados todos los tipos
celulares, No podemos, por tanto, establecer un punto con-
creto de detencién en el proceso de la espermatogénesis.
En el citoplasma de la célula de Sertoli, como consecuen-
cia del trétamiento crénico con benzoato de estradiol, se
acumulan grandes gotas de lipidos, més o menos confluentes
y carentes de membrana limitante. A los 35 dias de trata-
miento, estos lipidos pueden llegar a cubrir aproximadamen

te la cuarta parte de la seccién del tidbulo.
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112, E1 aspecto ultraestructural de los cuerpos de inclusién gue
eparecen en el citoplasma de la célula de Sertoli tras el
tratamiento con benzoato de estradiol, son prueba evidente
de la capacidad fagocitica de estas células.

12#, E1 tratamiento crénico con benzeato de estradiol, induce 1la
reaparicién en la céluls de Sertoll del satélite nucleolar,
esi como la disminucién de organelas citoplasmdticas, adqui
riendo, desde el punto de vista ultraestructursl, un aspec-
to que se asemeja al de las células de Sertoli de animsles

prepuberales,

132, En las diferenciaciones de unién entre las membranas de las
células del epitelio seminffero sometidas a tratamiento cré
nico con benzoato de estradiol, las superficies de contactn
parecen aumentadas y llegan a desaparecer 13s haces de mi-
crofilamentos, disminuyendo notablemente las cisternas aso-

ciadas de reticulo endopldsmico.

142, La descamacidén del epitelio seminfitero ocasionada por el
tratamiento estrogénico, no parece deberse a la afectacidn
de las diferenciaciones de unién entre las membranas celula

res, dada la morfologia gque las mismas presentan.

158, El sistema de microfilamentos que constituyen el citoesque-
leto de la célula de Sertoli, se desorganiza comn consecuen
ciadel tratamiento con benzoato de estradiol. Esta desorga-

nizacidén origine la pérdida de su forwma ramificada.

162. La pérdida de las prolongacioncs citoplasmdticas de la célu
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la de Sertoli, debida a la afectacidén de su citoesqueleto
por el tratamiento estrogénico, origina la descamacidén del
epitelio seminifero.

En base a nuesiros resultados, podemos postular que el flu
jo citoplasmdtico de la célula de Sertoli, zscoplado al ci-
clo egpermatogenético, podria ser el responsable de la coor
dinacién de éste, originando las prolongaciones citoplasmd

ticas encargades de la translocacién y sostén de las célu-

las de la linea germinal. A su Qez, este flujo citoplasmé-~

tico parece depender fundamentalmente de la organigacién

de los microfilamentos.

Nuestros datos experimentales spoyan la hipétesis de que

" 1la célula de Sertoli sintetiza estradiol y de que éate, jun

to con la testosferona, regularfia la polimerizacién-despoli

merizacién de los microfilamentos.

Nuestros resiltados estdn de acuerdo con la hipétesis de

que la regulacién de las primeras etapas del proceso esper

matogenético no depende de los dltimos estadios del mismo.
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{- Membrana basal interna,

a-lamina basal interna.

-laminadefibras de coldgena.

c-lamina basal externa.

Fig-N21.

2~ Celula mioide.

3- Membrana basal externa.
4 - Célula endoteliat,
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Fig-N?2 3. Estadios evolutivosdelas espermatides
en la rata(Leblond y Clermont 1952 )
1-3 . Fase del Colgi.
4-7 . Fase del Casquete.
8-14.Fase acrosdémica.
15-19.Fase de maduracion.
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ESPERMATOGONIA  ESPERMATIDAS

Fig-N2 5.

Esquema que representa el tiempo de
duracion de difentes fases evolutivas
de las celulas de lalinea germinal
del epitelio seminifero delarata.

A - espermatogonia A.

In- espermatogonia.ln.

B - espermatogonia.B.

Pl- espermatocito preleptoténico.

L- espermatocito leptoténico.

Z- espermatocito zigoténico.

P- espermatocito paquiténico.

Di- espermatocito diplotenico.

D- espermatocito diacin€tico.
1-19-Espermatidas tipos.1-19,

(Tomado de Clermont y cols.1959.)

ESPERMATOCITOS
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Esquema que ilustra la
configuracion del aparato

de Golgi de una célula de
Sertoli en las etapas V-VIII
del ciclo del epitelio seminifero.

Esquema de los elemen-
tos constHutivos de la
barrera hamato-testicular.

mCS: membrana
célula de Sertoli,

Z.0: zonulas occludens.
f-haces de microfilamentos.

R E:reticulo endoptasmico.
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XI

(e )
(L)
-~

Tight Junction;
Entrec Sertoli

Entrada Trazador Propia

Fig-N9—10, Los espermatocitos leptoténicos atraviesan ta
barrera hemato-testicular,ocupando, por tanto
el ““compartimento intermedio ""deRusseill{1977).
En el compartimento basal se localizan !as
espermatogonias y los espermatocitos preleptotenicos
cuyas membranas quedan enmarcadas por los
trazadores extracelulares.
La primera c€lula que encontramos despues de
la barrera es el espermatocito zigoténico {Compartimento
luminal ). Hasta €l no Ilegan los trazadores
extracetulares.
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N-nucleo.
V-ventral.
d- dorsal.

Sertoli
d

Prolongacig i
{citopla n;(#i?a. (citoplasma)

a

Fig- N211. Esquema que ilustra lasrelaciones entre la cabeza de la
espermatida tipo19 y la prolongacion apical dela c.de
Sertoli en la que se aloja a.vision sagital.b.corte frontal

por x - X"
(Tomado de Russell y Clermont,1976

Fig- N212 Imagen tudimensional dela espermatida
tipo19de rata,mostrando los complejos tubulo-bulbosos.
(Tomado de Russelly Clermont, 1976 )
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AP prolongacion apical
c.Sertoli.
nm membrana nuclear.
pm . membrana plasmatica.
tbc complejos tubulo-bulbosos

espermatida

= //“‘\«.V/

Fig-N213 Situacion de las espermatidas en la etapa Vil del ciclo del
" epitelio seminifero.En la espermatida tipo19 aparecen los
complejos tabulo-bulbosos en formacion.
{ Segun Russell,1979 )
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. Formacion,desarrolloy regresion de los complejos
Fig-N214." tabulo -bulbosos en (a espermatida 1 he{sta su
liberacion(etapasVIly VIl del ciclo del epitelio
seminifero ). ( Russell,1979 )
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AP prolongacidn apical de la
t. de Sertoli.

TC cisternas tubularesdeR .E

BR puente citoplasmadtico de la
c.de Sertoli.

TBC:.complejos tubulo-bulbosos.

B: bulbos. '
TC N:.nucleodela espermatida.

El Flagelo.

Fig-N215.

Esquema que ilustra la distribucion de las

cisternas dereticulo endoplasmico en la

prolongacion apical dela cétula de Sertoli

que aloja la cabeza dela espermatida tipo 19.
{Segun Clermont y cols. ,1980 )



AP;prolongacion apical
c.Sertoli.

CL gotita citopldsmica.

F:Flagelo.

N:Nucleo.

FClcisternas sacularesR.E.

TC.cisternas tubulares.R .E.

TBC: complejos
tubulo-bulbosos.

A-Espermatida 19
8y Temprana Corte Sagital.
W /4 FC  A'_Corte transversal.a-b

A Corte transversal.c -d.

B-Espermatida 19
intermediaCorte sagital.
BLCorte e-f.

transversal.

C-Espermatida 19

tardiaCorte sagital.

C'- Corte transversal.
8-4

Fig- N2 16 .Cabeza de una esper matida tipo19encapsulada en la
prolongacion apical (AP)de la celula de Sertoli en estadios
sucesivos de su desarrollo.

{ Tomado de Clermont y cols. 1980 )
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Esquema tridimensional
mostrandola disposicion
del intersticio en relacidn con
los tubulos seminiferos.

(1) Espacio cerrado.

{2} Espacios abiertos.

( 3) Capitar.

{4)Celulas endoteliales
delh ldmina propia del
tubulo seminifero.

{5)Cubierta endotelial.

{6)Capilar.

{7

(8

}Macrofago.
)Celulas de leydig.

Fig-N218.

Disposicion de los elementos del intersticio.
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fig. n? 20

Micrografia 6ptica del aspecto que presenta un corte histolé-
gico de testiculo de rata adulta, perteneciente al grupo de
los animales utilizados como control. Los tibulos aparecen en
diferentes etapas de la espermatogénesis, y se pueden apre-
ciar gran cantidad de espermatozoides a punto de liberarse =a
la luz. (x100).



Figura n? 21

Micrografia éptica del aspecto que presentan las 14 etapas
del ciclo del epitelio seminifero descritas por Leblond y
Clermont (1952). (x250).
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Fig. n? 22
Micrografia 6ptica del espacio intertubular del testiculo de
rata adulta, perteneciente a uno de los animales del grupo
control. 1. Tidbulo seminifero. 2. Espacio intertubular cerra
do (segin lo descrito por Clark, 1976). 3. Espacio linfdtico
peritubular. 4. Cepilar sanguineo. 5. Células de Leydig. 6.
Fenegtraciones del tejido conectivo. (x1000).

4

Fig. n? 23

Micrografia é6ptica mos-
trando la disposicién
de las células de Ley-
dig en las inmediacio-
nes de los vasos sangui
neos. 1. Vaso. 2. Célu
las de Leydig. (x1000).




Fig. n? 24
Micrografia éptica del aspecto gque presenta el epididimo de ra

te adulta en uno de los animales del grupo control. Los tubos
epididimarios aparecen repletos de espermatozoies. (x100).

Fig. n2? 25

Detalle de la fotografia anterior. El tejido conjuntivo que
queda entre los tidbulos es muy escaso. (x1000)



Figura n? 26

Panordmica del testiculo de un animal tratado durante 10 dfas
con benzoato de estradiol, en dosis de 250 ug/d. Los tibulos
presentan aspecto casi normal, La flecha indicz una esperméd-
tida tipo 9 degenerada. (x100).

Fig. n? 27

Panorémica del testiculo de un animal tratado también 10 dias,
pero con una dosis de 50 ug/d de benzoato de estradiol. A pe-

sar de ser inferior la dosis, sparecen tiubulos degenerados (1)
o con algunos signos de degeneracién. (2). (x100).



‘"Tdbulo en etapa VII del testiculo de un animal sometido 8 dfas
a tratamiento con bvenzoato de estradiol. La flecha seiiala un
espermatocitd paquiténico desplazado de su localizacién habi
tual hacia la luz del tdbulo. (x400).

;:qf Qha;ﬁ';;a.l

Tiibulo en etapa VIII de un animal sometido a 10 dfas de tra-

tamiento., 1. Espermatocito paguiténico degenerado. 2. Esper-
matogonias A1 en mitosis., (x400).



Fig. n? 30

Tiibulo en etapa VXI-VIII., Animal tratado 9 dfias. La luz apare
ce ocupada por células germinales inmaduras. l. Espermdtida 7
degenerada. 2., Célula gigante multinucleada atipica. (x250).
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Tdbulo en etapa XIV. 10 dias de tratamiento. 1. Espacios dejn
dos por las células degeneradas. 2. Espermatocito II cayendo
2 la luz del tidbulo. (x400).
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Figura n¢ 32
Aspecto que presenta el epididimo de un animal sometido a tra

tamiento estrogénico 10 dias. En el interior se ven espermdti
_das tipo 7, espermatozoides y otros restos celulares. (x250).

Fig. n? 33
Luz de un tidbulo seminifero en etapa VIII de un animal trata
do 8 dfas. Aparecen células de una etapa XIV, descamadas en

otro lugar. 1. Espermatida 8 degenerada. 2 Espermatocito pa-
quiténico. 3. Espermatocite II. 4. Célula g. multinuecl.(x1000)
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Fig. n? 34 '
Tdbulo en la etapa XIII del ciclo, perteneciente a un enimal
sometido a 10 dias de tratamiento. Aparecen espermatocitos di
ploténicos en la luz, mientras que cerca de 1a basal se ven
espermdtidas 13. (x400).

" !’,,“.a: 17"

Fig. n? 35
Tibulo en la etapa XII. Animal tratado 10 dias. Aunque apare

ce la asociacién celular completa, se aprecia un claro desor

den del epitelio seminifero. La proporcién células de Serto-
1i/células germinales estd aumentada. (x400).
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Fig. n? 36
Tdbulos degenerados rodeados por otros de aspecto casi normal,
Animal tratado 10 dfas. Los micleod de las células de la lémi

na propia aparecen muy cerca unos de otros. Casi sélo quedan
células de Sertoli. (x250).
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' Fig. n? 37
Tdbulo seminifero en la etapa XIII. Animal sometido a 10 dias
de tratamiento. Aspecto casi normal. (x400).



Fig. n2 38
Tibulo del epididimo de animal tratadoc 9 dias. En la luz apa
recen varias espermdtidas degeneradas, que no han sufrido ci

tocinesis (11, lo que puede dar lugar a células gigantes mul
tinucleadas (2). (x400§.

FPig. n? 39

Visién penorémica del testiculo de un animal sometido a tra-
tamiento durante 14 dfas. Todavia se ven algunos espermato-
zoides, aunque todos los tiibulos estdn afectados. (x100).
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Fig. n® 40

Panorémica del testiculo de un animal tratado 15 d{as. Todos
los tdbulos aparecen afectados. (x100).

Fig. n® 41 " Fig. n? 42

Etapa XIII. Animal tratasde Etapa XIV. Animal tratado
13 dfes. Aparece un esperma 13 dias. Aparece un esper
tocito Z degenerado. (x1000). matocito IXI a punto de 1li

berarse a la luz. (x10007.
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Fig. n? 43
Tdbulo en 1la etapa VI. Animal tratado 14 dias. Se aprecia umn
claro aumento en la proporcién células de Sertoli/células ger
minales. (x400).

Fig. n? 44
Tdbulo en etapa VIIY., Animal tratado durante 8 dfas. Las cé-
lulas que aparecen en la luz pertenecen a la misma etapa. Se
aprecia una degsorganizacién de todo el epitelio. La flecha
sefiala un espermatocito P degenersdo en tibulo vecino. (x400) _
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Etapa VIII. Animal tratado 13 dfas. El1 epitelio aparece de-
sorganizado. Las células que se ven en la luz pertenecen a
la asociacién celular de la etapa XII. (x400).

“““ Y e o @
. Fig. n? 46
Etapa XIII-XIV, 14 difas de tratamiento. Aungque presenta un

alto grado de descamaoién, la espermiogénesis continda, apa
reciendo espermdtidas 14. (x400).
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Fig. n® 47

Luz de un tdbulo del testiculo de un animal tratado 14 dias.
Aparecen células gigantes multinucleadas a punto de caer = la
luz. (x1000).

Fig. n? 48
Panordmica del testiculo de un animal tratado 18 dias. Toda-
via se ven espermdtidas en fase de maduracién. (x100).
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: Fig. n? 49
Tdbulo en etapa XIII-XIV. Animal tratado durante 20 dias. A
pesar del alto grado de descamacidén, contindan ocurriendo
mitosis., Las espermdtidas, aunque escasas, evolucionan has-
ta etapas avanzadas. (x400).
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Fig. n? 50

Etapa XIV en tubulo del testfculo de un snimal tratado duran
te 18 dias. Todo el epitelio aparece muy desorganizado y &e
ven células en la luz, pero hay espermdtidas 14. (x250).
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Tibulo en etapa XIII perteneciente a un animsl del grupo con-
trol. Las espermdtidas 13 aparecen formando "penachos" entre
el resto de las células del epitello. (x1000).

Tdbulos en avanzado estado de degeneracién pertenecientes a
un animal tratado 19 dias. Las células germinales necréticas

son muy frecuentes (1). A veces, forman células gigantes mul-
tinucleadas (2). (x250).
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Pig. n? 53

Tdbulo en la etapa II. Animael tratedo 20 dfas. Faltan las es
perndtidas 16. La flecha sefiala un espermatocito paquiténico
degenerado (hipercromdtico y rodeado de un espacio vacio).
(x1000).

. Fig. n? 54
Tdbulo en la misma etapa (II) que el de la fotografia ante-
rior. Compdrese la densidad de espermdtidas en un animal del
grupo control. (x1000).
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Fig. n? 55

Animal tratado 19 dfms. Los tidbulos presentan un avangado es-
tado de degeneracidn. 1. Aciimulo de espermdtidas 7 degeneradas
que aparecen como una célula gigante multinucleada. 2., FEsper-
matocitos paquiténicos degenerados. (x250)

Fig. n? 56

Luz de un tdbulo perteneciente a un animal sometido 19 dias
a tratamiento. La flecha seflala una espermdtida 8 degenera-
da. (x1000).



Fig. n? 57

Tdbulo seminifero perteneciente a un animal tratado durante
17 dias. Aparecen muchos espermatocitos paquiténicos y esper
mdtidas tipo 8 degenerados. (x400).

Fig. n? 58

Tdbulo perteneciente a un animal tratado durante 20 dias.Os-
gi todo el epitelio se ha descamado. La flecha sefinla un aci
mulo de restos de células degeneradas, en el que ya no se apre
cia su procedencia. (x1000). .
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Fig. n? 59

Luz de un tdbulo seminffero de un snimal tratsdo 19 dias.
Se ve la telofasse de un espermatocito II. ‘

Fig. n? 60

Luz de un tibulo perteneciente s un animal trstado durante
18 dfas. 1. Espermatocito II a punto de descamarse a la luz.

2. Prolongacién del citoplasma de una c. de Sertoli que lo
sujeta. (x1000).
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Fig. n? 61

Tubulo de la rete testis de un animal tratado durante 19 dias.
En su interior aparecen dos espermdtidas inmaduras. (x250).

° Pig. n? 62
Etapa VI-VII. Animal tratado durante 17 dias. A pesar de la
falta de espermdtidas maduras y la desorganizacién de todo el
epitelio, las espermatogonias B siguen entrando en mitosis.
(punta de la flecha). La proporcién c¢.S./c.g. es muy alta.(x400)
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Fig. n? 63
Tdbulo seminifero en etapa I. 16 dfas de tratamiento. La pro
porecién células de Sertoli/células germinales, estd muy aumen
tada. 1. Espermatogonia A4 en mitosis. 2. Célula de Sertoli
con localizacién anormal. (x1000).

Tibulo seminifero en la etapa I perteneciente a un animal
del grupo control. Compdrese con la fotografia anterior.
(x1000).
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Fig. n? 66

Etapa VI. 16 dias de trata- Etapa VII. 17 dias de tratamien
miento, Las células de Ser- to. 1l.Luz del tdbulo. 2.Espacio
1.1i sefinladas aparecen deg linfdtico peritubular. 3.Esper-
plazedas hacia la luz.(x1000) matocito PL. 4. C. de Sertoli.
5. Espermatocito P. 6. Espermd-
tida 7. (x1000).

Fig. n? 67 77 Fig. nQ 68
Efapa X, 17 di{as de tratamien Etapa XII. 17 dias de tratamien
- 0. 1. Células de Sertoli des +to. Célula de Sertoli desplaza-
plazadas hacia la luz.(x1000). da hacia la luz. (x1000).



Fig. n? 69

Etapa VII-VIII., 20 dias de
tratamiento. Los micleos
de laos células de Sertoli
aparecen localizados sobre
los espermatocitos prelep-
toténicos. (x1000).

; *'/:}g : t"'\ '.'I.-‘Q_'
e 4 .‘.l'

Fig. n¢ 70

Etapa VII-VIII pertenecien
te a2 un animal del grupo
control. Compdrese con la
fotografia snterior la lo-
calizacién de los niicleos
de 1las células de Sertoli.
(x1000).
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Fig. n? 71
Tdbulo seminifero en etapa XII perteneciente a un enimal del
grupo control. Los espermatocitos zigoténicos aparecen orde-

nados en una sola fila y los nilcleos de las células de Serto
1i cercanos a la ldmina propia. (x1000)

! 'w’ 0 Wt g _»‘;‘_r ;,A:w %.
: r” ¥ La

L
Fig. n? 72
Otro ejemplo iguanl al anterior. Los espermatocitos zigoténi-
cos aparecen aqui perfectamente ordenados. (x1000).

.
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Fig. n? 73

Etepa X. 16 dias de tratamiento. Descamacién casi total del
epitelio. Las células de Sertoll aparecen agrupadas y fuera
de su loocalizacién habitual. (Flechas) (x400)

T TR g g — ey

Pig. n? 74 Fig. n? 75
Pared de un tiébulo cuyo epite Otro ejemplo del fendémeno re
1io estd casi totalmente des- cogido en la fotografia ante
camado. Algunas céluas de Ser rior.
toll aparecen en la superficie.



Fig. n? 7
Etapa VI. 17 dias de tratamiento. Aparece una célula de Sertg
11 a punto de caer a le luz del tibulo. (x1000)}.

Fig. n2 77 Fig. n? 78

16 dias de tratamiento. Células 18 dias de tratamiento. Célu
de Sertoli en la luz del tibu- la de Sertoli en la luz del
lo. (x1000), tibulo. (x1000).



Fig. n? 79
Aspecto que presenta el testiculo de un animel tratado duran
te 19 dfas. Los tidbulos totalmente degenerados son muy abun-
dantes y siempre estdn rodemsdos por otros cuyo proceso de de
generacidén es también avanzado. (x100).

Fig. n? 80
Aspecto que presentan los tiibulos seminfferos en un snimal
sometido a 21 dfas de tratamiento. La descamacién en el epi

telio de todos losg tubulos es muy patente, asi como la dis
minucién de su didmetro.Las flechas sefialan el acercamien=
to entre los niicleos de las células de la l.propia.(x100).



FPig. n? 81
Detalle de tres tibulos seminiferos de un animal tratado 22
dfas., 1. Espermatogonia B en mitosis. 2. Espermatogonia A
en mitogis. 3. Espermdtida 6. 4. Espermdtida 1. 5. Espermg-
tidas 13. (x400).

"y

Fig. n2 82 .
Etapa XIII-XIV en un tdbulo de un animal tratado 21 dias.
Se aprecia la segunda mitosis de los espermatocitos I, y
espermatocitos II. Todavia quedan en el epitelio espermi-
tidas 14. (x400).



Fig. n? 83

Tdbulo en etapa XIIY, Animal tratado 24 dias. Se observan va
rias fases de la mitosis de los espermatocitos I. (x400).

Pig. n? 84

Etapa IX en un animal tratado durante 21 dias. Aunque todo
el epitelio estd muy desestructurado, encontramos la aso-
ciacién celular completa. (x250).
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Fig. n? 85

Etapa XIII en un animal sometido & 26 dias de tratamiento.

Faltan las espermétidas y el desorden entre las células que
se mantienen en la pared del tibulo, es manifiesto. (x400).

ey :
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Fig. n? 86
Tdbulo en etapa 10 u 11, en un animal tratado durante 27 dias
l. Espermatogonia Ap. 2, Espermatocito leptoténico. 3. Esper
matocito paquiténico. (x400).



Fig. n? 87
Tidbulo en el que sélo se distinguen células de Sertoli,

; per—-
teneciente a un animal tratado durante 27 dfas. (x400).

Fig. n? 88

Aspecto que presents el testiculo de un animal sometido a 32
dfas de tratamiento estrogénico. El epitelio de todos los tu
bulos ha sufrido una fuerte descamacién y sélo quedan las
células més basales. (x100).
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Pig. n? 89
Aspecto que presenta el testiculo de un animal sometido a 35

dias de tratamiento. Todos los tidbulos presentan una fuerte

descamacién de su epitelio y sélo se conservan las células
que ocupan posiciones mds basales. (x100).

Fig. n? 90
Grupo de células de Leydig de un animal sometido a 10 dias
de tratamiento. Se observa la presencia de células oscuras
y de contorno irregular. (x1000).



v

Fig. n? 91
Espacio intersticial abierto, en el que se observan, al la-
de de las células de Leydig, otra especie celular que se ti
fie muy intensamente, y de tamafioc mds reducido. (x1000). Ani
mal tratado 14 dfas.
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Fig. n? 92

Espacio intersticial cerrado, Animal tratado 20 dias. (x1000)
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Fig. n? 93

Espacio intersticial cerrado en animal tratado 23 dfas. Ob-
sérvese el progresivo aumento de las células oscuras, peque
fias y de contornos irregulares, con relacién a las células
de Leydig. (x1.000).
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Aspecto que presenta el epididimo después de 10 dias de trata
miento con 50 ug/d. de benzoato de estradiol. Los espermato-

zoides son més escasos que en los animales del grupo control.
El didmetro de los tubos es menor y el epitelio gue loas tapi-
za més alto., El conjuntivo también aparece paument'ado {x100).

C W »
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Aspecto del epididimo después de 10 dfas de #ratemiento cuan
do la dosis de benzoato de estradiol administrada es de 250

ng/d.
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Fig. n? 96
Detalle de la fotografia anterior. (x400)

Epidfdimo de un animal sometido a 10 dias de tratamiento. Mu-
" chos tidbulos pueden aparecer vacios. (x400).

M Th e
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Fig. n9>98

Epidfdimo de un snimal tratado durante 10 dias. Junto a los
espermatozoides, aparecen otras células de la linea germinal
(x400).

Fig. n? 99
Aspecto del epidfidimo a los 14 dias de tratamiento. Junto a
los escasos espermatozoides, aparecen células de la linea ger
minal inmaduras. (x400).



Fig. n? 100
Aspecto del epidfdimo a los 15 dfas de tratamiento. Los es-

permatozoides son muy escasos. Aparecen muchas c¢élulas de la
1inea germinal alteradas. (x400).

Fig. n¢ 101

Aspecto del epididimo a los 18 dias de tratamiento. Ya no se
ven espermatozoides y las células germinales inmaduras son
muy sbundantes. (x400).

R e
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Fig. n? 102

Aspecto del epididimo a los 24 diams de: tratamiento. E1l didme
tro tubular estd muy disminufdo. Los tubos aparecen vacios.El
epitelio y la membrana basal sobre la que se apoya estdn muy
qggro§g§os. Hay gran cantidad de tejido conjuntivo. (x400).
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ig. n? 103
Epididimo a los 20 dias de
tratamiento. Todos los tubos tamiento. (x100)
aparecen vaclos, (x100).
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-Fig. n? 105

Etapa VI de un snimal del grupo control. 1. Espermatogonia B
2. Espermatocito paquiténico. 3. Eapermdtida 6. 4. Espermdti

da 18, Corte semifino (1 m), tefiido con szul de toluidina.
(x400).

Etapa VI-VII en un snimal del grupo control. 1. Espermatogo-
nia B, 2. Nicleo de célula de Sertoli. 3. Espermatocitos pa-
quiténicoa. 4. Espermdtida 6-7. 5. Espermdtida 18-19. La go-
ta citopldsmica se estd deslizando hacia el cuello. (x400).
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" Pig. n? 107

Etapa VI-VII, Animal del grupo control. 1. Célula de Sertoli.

2. Espermatocito preleptoténico. 3. Espermatocito paquiténi- -
co. 4, Espermdtida 7. 5. Espermdtida 19. Corte gemifino (x1000)
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Luz de un tibulo en etapa VII. Animal tratado 12 dies. Las
gotas citoplasmdticas aparecen libres en la luz. (x1000).
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Gotas citoplasméticbs y espermdtidas en la luz de un tibulo.

(.Y
.

¢
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Animal tratado 12 dias. ixlOOO).

w.s Ty

35 dias de tratamiento. Epitelio
formado sélo por: 1. C de Serto-
1i, 2. espermatocitos zigoténicos
¥ 3. paquiténicos, escasos y alte
rados, 4. abundantes gotas lipidi
cas. En la luz célula muy altera-
da, sujeta todavim por prolonga-
cién de ¢, de Sertoli(S?.(xlOOO).

Fig. n? 111
Etapa VII, 17 dfas de trat.
1. Espacio dejado por célu
las degeneradas. 2. Esper-
matoeito P, junto a ldmina
propia (3). 4. C. de Serto

1i. 5. Espermatocito lepto
ténico. (x1000).
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Fig. n® 112
Etapa VI. Animal tratado 32 dfas. Todavia pueden verse algu-
nag espermdtidas 6 (1). La progorcién células de Sertoli/cél.

germinales estd muy aumentada (2). Se observa gran aciimulo de
gotas lipfidicas (3). En la luz sparecen todas las células de
la asociacién celular de esta etapa, incluidas las c.de Ser-
toli. Aparecen célulaes atipicas en las que ha fallado la ci-
tocinesis (4). Las células mioides, para adaptarse al nuevo
didmetro tubular, se pliegan sobre si misyagé2£x400).
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ig. n? 113
Animal tratado 35 dfas. Luz del tidibulo en la que aparecen es
permatocitos (1), c. de Sertoli (2) y gotas lipidicas (3).
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Fig. ne 114

Tdbulo muy degenerado de un animal tratado 35 dias. S6lo que-
dan en el epitelio células de ‘Sertoli (1), algin espermatoci-
to cigoténico (2) y gotas lipidicas(3’)(x400).

‘FPig. n? 115 Fig. n? 116

Células de Leydig de un ani- Células de Leydig a los 35
mal tratado durante 17 dias. dias de tratamiento.(x1000)

(x1000).
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MICROSCOPIA
ELECTRONICA
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Micrograffas correspondientes
a animales del

grupo control
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Fig. n? 117
Lémina Propia -

1. Célula de Sertoli. 2. Espermatogonia. 3. Membrana basal
interna (con sus tres subléminas: homogénea, fibrilar y ho
mogénea). 4. Célula mioide. 5. Membrana basal externa. 6.
Célula endotelial. 7. Espacio linfdtico peritubular (Segin
Clark, 1976). (x 20.000 aprox.)
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Fig. n? 119
Espermatogonia B

1. Lémina propia. 2. Espermatogonia B, 3. Célula de Sertoli
Obsérvese 1a diferencia entre las mitocondrias de la esper-
matogonia y las de la célula de Sertoli. (x 20,000 aprox.)
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Fig. n? 120
Espermatocito preleptoténico

1. Lémina propia. 2. Espermatocito preleptoténico. 3. Célu
1la de Sertoli. 4. Vesiculas de micropinocitosis (con cu-
bierta).(x 15.000)



Fig. n? 121
Espermatocito paquiténico

1. Citoplasma del espermatocito. 2. Citoplasme de una célu-
la de Sertoli. 3. Mitocondria con la morfologia caracteris-

tica de los espermatocitos. 4. Poros de la membrana nuclear.
(x 8.000 aprox.)
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LXXIV

Fig. n? 122
Espermatocito pagquiténico (VIII)

1. Ndcleo., 2. Cuerpo cromatoideo en formacién. 3. Cister-

nas de reticulo endoplédsmico.(x12.000 aprox.)



Fig. n? 123
Espermdtida tipo 1

1. Cuerpo cromatoideo., 2. Vesiculas de reticulo endoplds-
mico asociadas al cuerpo cromatoideo. 3. Ndecleo. (x12.000)
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Explicacién de la figura n? 124
Espermdtida tipo 7.

1. Grénulo acrosémico. 2. Vesicula acrosémica. 3. Refuer
zo del borde inferior interno del acrosoma. 4. Centrio-
los. 5. Mitocondrias. 6. Vesicula con cubierta. 7. Esper
médtida tipo 19. (x 15.000 aprox.).
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Explicacidén de la Fig. n? 12%

1. Refuerzo del borde inferior interno de la vesicula
acrosémica. 2. Hendidura de la membrana nuclear enfren
tada sl refuerzo acrosémico. 3. Engrosamiento de la re
gién subacrosémica de la cara interna de la membrana

nuclear. 4. Unién espermédtida/Célula de Sertoli. 5. Ci
toplasma de la célula de Sertoli. 6., Cisterna del reti
culo endopldsmico asociadas a vesiculas con cubierta.

7. Vesfcula con cubierta en las cercanias de lag vesi-

cula acrosémica. (x8.000 aprox.).
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P

Fig. n? 125



Fig. n? 12

1. Vesiculas con cublierta en.el seno del aparato de Golgi.
2, " » " agociadas a 1la vesicula acrosémi

ca. 3. Refuerzo del borde inferior interno de la vesicula
acrosbémica.(x20.000 aprox.).
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Fig. n? 127
Espermdtida tipo 6

Las flechas sefinlan vesficulas con cubierta en el seno del
aperato de Golgi. (20.000 aprox.).



Fig. n2 128

Corte transversal de la cola de una espermdtida 16. En la go
ta citopldsmica se pueden apreciar: 1. Gotas lipfidicas. 2.
Restos de mitocondrias. 3. Lamelas anilladas. 4. Lisosomas.
5. Polisomas. 6., Ves{iculas con cubierta.



Fig. n? 129

Luz del tibulo. -

Aparecen espermdtidas 16 en un corte transversal. Las flechas
seflalan restos citoplasmiticos rodeados por cisternas de re-
ticulo endopldsmico liso. En las gotas citopldsmicas se ven
ndemds vacuolas asutofdgicas (1), Lisosomas (2), vesiculas con
cubierta (3)... (x20.000 aprox.).
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Explicacién de 1la figura n? 130

A) Corte cranesl de una espermitida tipo 18, per-
teneciente a la etapa VI del ciclo del epite~
lio seminifero.

1. Ndcleo de la espermdtida 18:

2. Prolongacidén apical de la célula de Sertoli.

3. Material fibrilar electrodenso entre la es-
permdtida y la célula de Sertoli.

4. Microtiibulos,

5. Luz del tdbulo.

B) Corte transversal de espermdtida 18.
(x25.000).
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Fig. n? 130
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Explicacién de 1la figura n? 131 N
Seccién craneal de una espermdtida tipo 18

1. Nicleo.

2, Prolongacién apical de la Célula de Sertoli.
3. Microtdbulos.

4, Célule de Sertoli.

5. Luz del tibulo.

(x25.000).
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Explicacién de la figura n? 132
Célula de Sertoli.

1. Ndcleo.

2. Nucleolo.

3. Poros nucleares.

4. Escotadura nuclear.-

5. Mitocondrias.

6. Cisternas del aparato de Golgi.
7. Lisosona.

8. Cuerpos multilaminares.

9. Microtdbulos.

10.Unién espermatogonia/célula de Sertoli.
11.Espermatocito paquiténico.
12.Espermatogonia.

(x10.000) .
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FPig. n? 133.
Unién especializada entre células de Sertoli.

1. Citoplasma de célula de Sertoli.

2. Cisternas de R.E.

3. Haces de microfilamentos. 4. Zénula adherens.
(x25.000).
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Fig. n? 135

Detalle de la fotografia anterior.

1. Zénula occludens.
2. Haces de microfilamentos.
3. Cisternas de reticulo endoplédsmico.

(x25.000).
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Fig. n? 136
Compartimento basal del tidbulo seminifero.

1. Espermatogonia B de una etapa V.

2. Célula de Sertoli.

3. Z6nulas occludens, expresién morfolégica de la barrera
hemato-teaticular. 4. Unidén espermatogonia/C.de Sertoli.
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-Fig. n? 137
Compartimento luminal
1. Zénulas occludens que constituyen la barrera hemato-tesg
ticular. 2. Célula de Sertoli. 3. Espermatocito paquiténico.

4., Espermatocito leptoténico. 5.Complejo tibulo-bulbar.
(x8.000 aprox.).
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Pig. n2 138

Céluls de Leydig.

(x8.000 aprox)
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Micrografias pertenecientes
a los grupos de animales so

metidos a tratamiento.
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Fig. n® 139
perteneoiente a un animal so

Pared de un tibulo en etapa v,
to de estradiol durante 10

metido a tratamiento con benzoa
afes. (x8.000 aprox.).
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Fig. n? 140

Zona superficial del epitelio memin{fero de un tdbulo en la
etapa I, perteneoiente a un animal sometido a tratamiento
estrogénico durante 14 dfas. (x4.000 aprox.)



XCVII 325

Fig. n? 141

Zona basal del epitelio de un tivibulo perteneciente a un ani
mal sometido a tratemiento durante 32 dfas. Las flechas se-
flalan las invaginaciones y evaginaciones citoplasmdticas
at{ipicas entre las células. 1., Ldmina propia. 2. Espermato-
gonias alteradas. 3. Puente citoplasmdtico entre las esper-
matogonias. 4., Células de Sertoli. 5. Espermatocito muy al-
terado. 6. Gota lipidica. (x5.000).
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Fig. n? 142

Zona basal del epitelio seminifero de un animal sometido a-
27 dias de tratamiento. Las flechas sefialan las invagina-
ciones y evaginaciones de las membranas plasméticas. Todas
las células presentan signos claros de degeneracién. 1. LA
mina propia. 2., Células de Sertoli. 3. Espermatocitos lep-
toténicos. 4. Puente citoplasmdtico entre espermatocitos
5. Unién entre células de Sertoli. 6. Residuos celulares.
7. Gota lipidica. (%10.000).




Pared de
22 dies.
bitual y
bién muy
bil). 3.
lulas de
de unién
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un tdbulo seminifero de un animal tratado durante
1. Célulaes de Sertoli fuera de su localizacién ha-
muy alteradas. 2. Espermatocitos paquiténicos, tam
alterados (intensa vacuolizacién y tincién muy dé-
Estructura similar al satélite nucleolar de las c¢é
Sertoll de animales inmaduros. 4.Diferenciaciones
de 1as membranas. 5. Residuos celulares. (x4.000)
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Explicacién de la figura n? 144

Pared de un tibulo perteneciente a un ani
mal tratado durante 22 dias, en el que se

ha
1.
2.
3.
4.

5.
6.
(x

descamado casi todo el epitelio.
Lémina propia

Luz del tibulo

Intersticio,

Células de Sertoli, visiblemente alte-
radas.

Espermatocitos muy alterados.

Gotas lipfdicas.

8.000 aprox.)
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11,
2.

3.
4.
5.

6.

7.

Fig. n? 145

Espermatogonia B (etapa V).

Célule mioide invaginada en el epitelio y con el micleo
lobulado.

Lémina basal de le membrana basal interna.

Lédmina reticular » bl "

Lédmina propia, cuyo conjunto, debido a la intensa con-
traceidén de la célula mioide, amparece engrosado.
Zénulas occludens de la unién entre células de Sertoli,
(faltan los haces de microfilamentos y las cisternas de
retfculo endopldsmico asociados).

Citoplasma de células de Sertoli.

Pertenece a un animal sometido a 27 dias de tratamiento.
(x15.000 aprox.).
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Fig. n? 146

Pared del tubo seminifero de un animal tratado durante 25
dfas. Loe citoplasmas de las células endoteliales de la 1§
mina propia (1) se solapan, quedando los nticleoe més cerca
(2). Quedan casi sélo células de Sertoli (3), cuyos cito-
plasmas no contienen casi organelas pero estdn llenos de
restos celulares (4), de composicién heterogénea (dreas cla
ras y oscuras). (x10.000 aprox.)
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- Fig. n? 147

Detalle de 1la ldmina propia del tdbulo seminifero de un ani-
mal tratado Qurante 22 dias. La contraccién intensa de la cé
lula mioide (1), hace que las membranas basales se plieguen,
despegdndose la lémina basal (2) de la reticular (3), y que
los citoplasmas de las células endoteliamles (4) se solapen.

(x15.000).

/

Fig. n? 148

Detalle de la lémina propia en un animal sometido a 25 dias
de tratamiento. El solapamiento entre los citoplasmas de las
células endotelinles es agui mds patente que en la fotografia
anterior. 1.Célula endotelial de la ldmina propia. 2.Célula
endotelial que enmarca los "espacios cerrados"™ del intersti-
clo.3. Espacio linfédtico peritubular. 4. Célula de Leydig.5.
Célula endotelial de un capilar. 6.C. de Sertoli,(x8.000).
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Fig. n? 149

Mitosis de una espermatogonia B en un tdibulo en la etapa VI,
de un anjimal sometido a 22 dfas de tratamiento. 1. Esperma-
togonia BM. 2, Gota lipfdica. 3. Célula de Sertoli. (x20.000)
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Fig. n% 150

Mitosis de una espermatogonia en un tdbulo totalmente degens
rado, perteneciente a un animal tratado durante 22 dfas. 1.
Espermatogonia en mitosis. 2. Célula de Sertoli (citoplas-
mas cargados de restos celulares, 3. Gota lipf{dica. Las fle-
chas sefialan las uniones entre c¢. de Sertoli. (x15.000).
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Detalle de una espermdtida 5 en un animal tratado 17 dias,
Obsérvese el gran desarrollo alcanzado por las vesiculas
de REL y los lisosomas. El proceso de autofagocitosis ha
transformado a las mitocondrias en espacios rodeados por
una membrana. (Seflalados por flechas). (x8.000 aprox.).
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Espermdtida 6, perteneciente a un animal tratado durante 17
dias. Es un ejemplo de una célula germinal necrética que se
mantiene en la pared rodeada por el citoplasma de la célula
de Sertoli (1), que presenta gran cantidad de vesfculas. El
oitoplasma del espermatocito paquiténico adyacente (2), tam
bién presenta signos de autofagocitosis.
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Necrosis de una espermdtida 7, de un animal tratado 20 dias.
Todavia se reconocen las estructuras que la caracterizan.
Aunque el aparato de Golgi aparece con una localizacién que
no es la que le corresponde en esta etapa y estd muy altera
do, da la impresién de que sigue formando vesiculas. En la
0élula de Sertoli que la envuelve, el aumento de vesfculas
es muy marcado. (x15.000).
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Lisis de los restos de una espermdtida 7.(1). Al finsl del
proceso, quedard un espacio vacio. 2. Citoplasma de la célu-
la de Sertoli en el que aparece un par de centriolos y gran
cantidad de microtibulos, lisosomas y otras vesiculas,
(20.000).
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Pig. no 158

Detalle del aspecto de un corte transversal de una espermdti-
da 17 2 la altura del cuerpo cromatoideo (1), que aparece ro-
deando la cold?)y del mparato de Golgi (3), en el que parece
se estdn formando lemelas anilladas (4) y, en cuyo seno, se
ven vesicules con cuBierta (5). El1 avanzado estado de degene-
racién se pone de manifiesto por el gran desarrollo del sis-
tema de vesiculas y los grandes espacios vacios dejados por
la autofagocitosis.(x20.000)
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1. Espermdtida 18 degenerada. 2. Célula de Sertoli. En el

oitoplasma de la célula de Sertoli aparecen espacios cito-
plasmdticos cerrados por cisternas de REL (x). (x25.000).

Animal tratado 17 dias.
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Fig. n? 160

Luz de un tibulo de un animal tratado 17 dias. Junto con al
gunos restos celulares, aparece una eapermdtida tipo 18alte
rada (1) y varios cortes transversales de colas de espermg
tidas 18 con signos de alteracién. (sefialadas por las fle-
chas). (x8.000).
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Fig. n? 161

Iuz de un tdbulo de un animal tratado 18 dfas. Aparecen res
tos celulares, incluendo coles de espermdtides 18, totalmen
te mlteradas, (x20.000 aprox.).
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Luz de un tdbulo de un animal tratado durente 14 dfas. Apa-
recen varims colas de espermdtidas 14 rodeadas de 1la gota
citoplédsmica, cortadas a distintos niveles, y cuyo aspecto
es normal. (x4.000),.
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Fig. n? 163

Luz del tdbulo de un animal tratado 14 dias. Aparecen varias
espermitidas 14 cortadas a diferentes niveles de la cola, ro
deada de su gota citopldsmica. 1. Cuerpo radial. 2. Aparato
de Golgi residual. Aspecto normal. (x 8.000 aprox.).
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Fig. n® 164

Detalle de la gota citopldsmica de una espermdtida 14. El1
cuerpo radial presenta un aspecto normal. Corresponde a un
animal tratado durante 15 dfas. (x20,000).
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?1g. n? 165

Espermdtida 15 de aspecto normal, en tidbulo de animal trata-
do durante 15 dfas. (x8.000 aprox.).



Fig. n? 166 »
Detalle del cuerpo radial en conexién con lamelas anilla-
das(dPertenece a un espermdtida 17 de un animal tratado 17
d{as. (x20.000 aprox.).
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Fig. n? 167

Formacién de los complejos tiibulo-bulbares en espermdtidas
19 (etapa VII), de un animal tratedo durante 20 dias. As-
pecto normal. (x10.000 aprox.).
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Fig. n? 168

Luz de un tiibulo en etapa XIV. Aparece un espermatocito de
aspecto normal, pero liberado a la luz {(no estd rodeado por
citoplasma sertolianc), rodeado de colas de espermdtidas 14
cortadas a distintos niveles y cuyo aspecto es también nor-
mal. Animal tratado durante 16 dfas. (x5.000 aprox.).
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Fig. n? 169

Detalle del ndcleo de una oélula de Sertoli, Aparece una es
tructura asociada al nucleolo, del mismo aspecto que el sa-
télite nucleolar, que en la rata aparece sélo antes de la
pubertad. (x15.000 aprox.). Animal tratado 10 dias.
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Pig. n? 170

Células de Sertoli de un animal tratado 32 dias. Se mantienen
algunas de las estructuras que-:caracterizan la unidén entre

células de Sertoli (sefinladas por las flechas). Faltan los

haces de microfilamentos, aunque sf se ven microfilamentos

por el citoplasma (1). Aparece la estructura semejante al

satélite nucleolar(z}(x15.000 aprox.).
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Fig. n? 171

Detalle del aspecto que presenta una célula de Sertoli de un
animal tratado 20 dias. Obsérvese el abigarramiento del cito
plasma, que presenta un aumento de vesfculas y de residuos
celulares. La flecha sefiala el aspecto que presenta la unién
especializada entre células de Sertoli, visiblemente sltera-
da. (x15.000 aprox.).
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Fig. n? 172
Detalle de una zona del citoplasma de una célula de Sertoli

de un animal tratado 21 dfas. Cisternas del reticulo endoplds

mico rodean totalmente los residucs celulares. (x15.000).
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Fig. n? 173

Detalle de la zona basal del epitelio seminifero. Correspon
de a un tidbulo muy degenerado de un animal sometido a 32
dias de tratamiento. Obsérvese c6mo las células de Sertoli,
en algunas regiones, no se apoyan sobre la ldmina propia
(sefialado por las flechas). 1. Lémina propia. 2. Célula de
Sertoli. (x8.000 aprox.).
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Fig. n? 174

Células de Sertoli en un tidbulo muy degenerado de ur animal
tratado 33 dfas. 1. Lémina propia. 2. Células de Sertoli.3.
Espermatogonia. Obsérvese la localizacién de las células de
Sertoli. Las flechas sefialan cémo hen quedado las uriones
entre eatas células después del tratamiento. (x15.000).
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Fig. n? 175

0élula germinal muy alterada (1), interpuesta entre la 14
mina propia {2) y la célula de Sertoli (3). La célula mioi
de (4) estd fuertemente contraida e invaginada en el epi-
telio seminifero, para adaptar la superficie de la lémina
propia al contenido tubular, que estd muy disminufdo.
(x8.000, aprox.).
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Células de Sertoli muy alteradas. Sus citoplasmas casi no con
tienen organelas y estén cargados de residuos. Adoptar formas
poligonales y dejan de apoyarse sobre la ldmina propia. Los
contactos entre ellas estdn también muy alterados. 1. Célula
de Sertoli. 2. Célula germinal, 3. Lédmina propia. 4. Residuos.
Corresponde a un enimal tratado 31 dias. (x8.000 aprox.).
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Pig. n? 177

Contacto entre células de sertoli de un animal tratsdo 32 dfas
Han desaparecido los haces de microfilamentos y los perfiles
de R.E. estdén muy reducidos. 1.Célula de Sertoli. 2. Comple-
jo tubulo~bulbar. 3. Residuo. 4, Satélite nucleolar. 5. Cito
plasmas de las c.endotelisles solapados. (x.10.000, aprox.).
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Fig. n? 179

Aspecto que presenta el intersticio de un animal tratado du
rante 21 dias.

1. Lémina propia. )

2. Espacio linfdtico peritubular.

3. Células endoteliales que rodean los componentes del in-~
tersticio.

4. Fibras de coldgena. .

5. Células de Leydig, con aspecto de células mesenquimales
indiferenciadas, después del tratamiento.

{x8.000 eprox.).
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Fig. n? 180
Aspecto que presenta el intersticio a los 33 dfas de trata-
miento. 1. Célula endotelial de un cepilar. 2. Fibras con-
juntivas. 3. Células de Leydig, que se han desdiferenciedo
y presentan el aspecto de células mesenquimales indiferen-

cladas. (x8.000, aprox.).

TLioTL oL





